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RESUMEN

En este trabajo se estudid la sintesis de microesferas de polimeros biodegradables para liberacion
controlada de farmacos; los polimeros utilizados fueron pectina y quitosano, ambos polimeros de
origen natural. La sintesis de microesferas se llevo a cabo por el método de emulsion y evaporacion
de solvente, el cual a grandes rasgos consiste en la formacion de una emulsion, formada por una
fase acuosa y una fase orgénica; esta emulsion se coloca en agitacion para evaporar el solvente y
finalmente obtener las microesferas. Se realizd experimentacion para encontrar las variables
adecuadas de sintesis para la formacion de microesferas, encontradas estas variables se incorpor6
el paracetamol a la sintesis. Las microesferas de ambos polimeros, con y sin carga de farmaco,
fueron caracterizadas mediante difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido
(MEB), espectrometria infrarroja (FT-IR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). La
eficiencia de encapsulacion de fArmaco, tamano y distribucion de particula, factor de forma, % de
rendimiento, % de pérdida de humedad y potencial Z fueron evaluados. Ademas, se realizaron
pruebas para determinar la cinética de liberacion del farmaco encapsulado en las microesferas en
buffer fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés). Los estudios de DRX demostraron el
comportamiento amorfo de ambos polimeros antes y después de la sintesis. Las micrografias de
MEB mostraron particulas esféricas y con superficie no porosa; en el caso de las microesferas de
pectina con carga de paracetamol se observo que el farmaco recubria las microesferas por lo cual
su superficie era rugosa e irregular; las microesferas de quitosano cargadas con farmaco
presentaron superficies lisas y regulares. Los estudios de IR y DSC establecieron que no existe una
interaccion entre pectina-farmaco, pero si entre quitosano-farmaco. La eficiencia de encapsulacion
fue baja para ambos polimeros; los tamafios de particula promedio fueron de 24.98 um SD 13.67
y de 0.62 um SD 0.24 para las microesferas de pectina y quitosano, respectivamente. El
rendimiento fue de 64 % para las microesferas de pectina y 80% para las microesferas de quitosano,
ambas cargadas con paracetamol. La pérdida de humedad fue baja para ambos polimeros. El
potencial Z fue de +115.3 DS 13.94 para las microesferas de pectina con carga y de +183.3 DS
19.86 para las microesferas de quitosano con carga. Una cinética de liberacion de farmaco de orden

cero resultd para ambas microesferas poliméricas (pectina y quitosano).

Palabras clave: microesferas, pectina, quitosano, paracetamol, polimero.
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ABSTRACT

In this paper the synthesis of biodegradable polymers microspheres for controlled release of drugs
was studied; the polymers used were pectin and chitosan, both naturally occurring polymers.
Synthesis of microspheres was performed by the method of emulsion and solvent evaporation,
which roughly is the formation of an emulsion, comprising an aqueous phase and an organic phase;
this emulsion is placed under stirring to evaporate the solvent and finally obtain the microspheres.
Experimentation was performed to find the appropriate synthesis variables for the formation of
microspheres, once these variables were found the paracetamol was incorporated into the synthesis.
Microspheres of both polymers, with and without drug loading, were characterized by X-ray
diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy (FT-IR) and
differential scanning calorimetry (DSC). The drug encapsulation efficiency, particle size and
particle size distribution, shape factor, % yield, % of moisture loss and zeta potential were
evaluated. In addition, tests were performed to determine the kinetics of drug release from drug
delivery microspheres in phosphate buffered saline (PBS). XRD studies demonstrated the
amorphous nature of both polymers before and after synthesis. SEM micrographs showed spherical
and nonporous surface particles; in the case of pectin microspheres loaded with paracetamol, it was
observed that the drug was coating the microspheres so their surface was rough and irregular; drug
loaded chitosan microspheres showed smooth and regular surfaces. The IR and DSC studies
showed that there was no interaction between pectin-drug, but there was between chitosan-drug.
The encapsulation efficiency was low for both polymers; the average particle sizes were 24.98 um
SD 13.67 and 0.62 um SD 0.24 for pectin and chitosan microspheres, respectively. The yield was
64% for pectin microspheres and 80% for chitosan microspheres, both loaded with paracetamol.
Moisture loss was low for both polymers. The Z potential was +115.3 DS 13.94 for drug-loaded
pectin microspheres and +183.3 DS 19.86 for drug-loaded chitosan microspheres. Zero-order

release kinetics resulted for both polymer microspheres (pectin and chitosan).

Keywords: microspheres, pectin, chitosan, paracetamol.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

El término biomaterial engloba todos los materiales introducidos en el organismo con propositos
terapéuticos especificos. Este tipo de materiales deben ser biocompatibles, no deben causar ninguna
respuesta adversa o negativa en el organismo; cuando interactuen con los tejidos y fluidos
corporales deben biodegradarse fisica y quimicamente en componentes no toxicos asimilables por

el organismo.

Numerosos investigadores se encuentran tratando de desarrollar un modelo ideal para el empleo de
sistemas de transporte de farmacos con alta especificidad y actividad en la zona blanco, sin efectos
toxicos. Las microesferas (MEs) de polimeros biodegradables son una excelente opcidon para la
liberacion de formacos ya que permiten controlar la liberacion dentro de un rango terapéutico
deseado, disminuyendo asi el tiempo y la cantidad de medicamento empleado para el tratamiento
de enfermedades y por ende se disminuyen los efectos toxicos del medicamento en el organismo.
Estos sistemas consisten en una matriz polimérica que contiene un firmaco y que pueden ser

administrados por via parenteral, nasal, oral, sublingual, subcutdnea, intravenosa y por implante.

En la literatura existen varios métodos para la preparacion de microesferas de polimeros
biodegradables como la evaporacion de solvente, separacion de fases, polimerizacion interfacial,
polimerizacion en emulsion y secado por aspersion. En el presente trabajo se desarrollaron sistemas
poliméricos en forma de microesferas como vehiculos para el transporte de firmacos a zonas
blanco. El método utilizado fue el de emulsioén y evaporacion de solvente, en el cual se parte de
una solucion de polimero en un solvente organico, donde se emulsiona el farmaco, esta emulsion
se agita hasta la extraccion del solvente lo cual propiciara la formacion de las microesferas; por
ultimo las microesferas formadas se recolectan, y se someten a un lavado y secado. Las principales
caracteristicas de este método y por las cuales fue seleccionado es debido a su sencillez y a que no
requiere de equipo especializado, ademas ofrece reproducibilidad, alta eficiencia de encapsulacion,

alto rendimiento, tamafo de particula uniforme, mejor morfologia que otros métodos y bajo costo.

Un farmaco es una sustancia natural, sintética o biotecnologica con alguna actividad farmacologica
y que se identifica por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones biologicas. Para la carga de las

microesferas se utilizd paracetamol que es un analgésico antipirético; se utiliza para el alivio de



dolores leves a moderados y para el control de la fiebre. La liberacion del fairmaco desde las
microesferas se puede dar a través de varias rutas como por ejemplo: difusion, hinchamiento y
erosion. El tipo de liberacion dependera de las caracteristicas fisico-quimicas del polimero. Por lo

tanto la cinética de liberacion sera diferente para cada polimero empleado en este trabajo.

1.1 Justificacion

El avance cientifico y tecnoldgico aunado a la necesidad de desarrollar sistemas de administracion
de farmacos eficaces y localizados ha llevado al uso de nuevos materiales que permitan el
mejoramiento de sistemas terapéuticos tradicionales dirigidos a desarrollar terapias inteligentes que
logren la biodisponibilidad del firmaco, asi como la penetracion o sobrepaso de barreras
fisiologicas. El sistema terapéutico debe incluir elementos que definan la velocidad y el tiempo de
liberacion, tratando de asimilar fluidos fisiologicos internos. De esta forma se puede programar el
perfil cinético de liberacion del farmaco segliin las necesidades terapéuticas disminuyendo los
efectos secundarios de la administracion de medicamentos no dirigidos como la sobredosis o la

escases, el dafio a drganos sanos, y también se reduce el incumplimiento por parte del paciente [1].

Se han generado importantes avances en la liberacion controlada de agentes bioactivos, empleando
sistemas o matrices poliméricas biodegradables [2]. Los polimeros ofrecen propiedades que
permiten su empleo en el campo biomédico y farmacéutico. El quitosano y la pectina son polimeros
con caracteristicas idoneas para su utilizacion en la sintesis de microesferas, ya que son de origen
natural y presentan biocompatibilidad, biodegradabilidad, nula toxicidad y su costo es bajo

comparado con otros polimeros.

Por lo anterior, la sintesis de microesferas de quitosano y pectina representa una excelente opcion
para la administracion de farmacos. Muchas de las propiedades de las microesferas dependen de
un método de preparacion adecuado, asi como de las propiedades del polimero y el principio activo
que se utilice [3]. El método de emulsion y evaporacion de solvente proporciona mejores
caracteristicas morfoldgicas que otros métodos, tamafio de particula uniforme, alta eficiencia de

encapsulacion, alto rendimiento, reproducibilidad y bajo costo.

Debido a la seguridad, eficacia y venta libre del paracetamol lo ha transformado en uno de los
medicamentos mas comunes en las sobredosis. Por lo cual, lo hace un buen candidato para la

encapsulacion en las microesferas.



1.2 Objetivos

1.2.1

1.2.2

Objetivo general

Sintetizar microesferas de polimeros biodegradables mediante el control de las variables de
procesamiento del método de emulsion y evaporacion de solvente, que permitan la

liberacion controlada de farmacos en condiciones fisioldgicas.
Objetivos especificos

Sintetizar microesferas de diferentes polimeros biodegradables: pectina y quitosano por
medio del método de emulsion y evaporacion de solvente.

Caracterizar las microesferas sintetizadas por: calorimetria diferencial de barrido (DSC),
microscopia electronica de barrido (MEB), difraccion de rayos-X (DRX), espectrometria
infrarroja (IR) y potencial Z, para determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de las
microesferas.

Lograr la encapsulacion del fa&rmaco en las microesferas de los dos diferentes polimeros
biodegradables y determinar su nivel de encapsulacion para cada uno.

Determinar la estabilidad y liberacion del farmaco (paracetamol) a utilizar en las
microesferas de polimeros biodegradables realizando ensayos de liberacion en condiciones

fisiologicas (T=37°C y pH 7.2-7.4), mediante espectrometria luz (UV-Vis).

1.3 Hipdtesis

Mediante el control adecuado de las variables de sintesis del método de emulsion y evaporacion de

solvente que afectan las propiedades de las microesferas (velocidad de evaporacion de solvente,

velocidad de agitacién en la emulsion, relacion entre la fase acuosa-fase orgéanica, relacion

polimero-farmaco); se obtendran microesferas que presenten propiedades adecuadas como son

morfologia y tamafio de particula uniforme, biodegradabilidad, y superficie no porosa, con la

capacidad de servir como vehiculo para la liberacion prolongada de sustancias activas.



Capitulo 11

2. REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

En esta seccion, se realizo una discusion del estado de arte de las microesferas poliméricas; la cual
abarca la definicion, clasificacion y aplicaciones de los polimeros como biomateriales. Se analizo
las principales caracteristicas de los materiales precursores (pectina, quitosano y paracetamol).
Ademas se realizd un resumen de los principales métodos de sintesis de las microesferas
poliméricas, el cual abarca las ventajas y desventajas de cada uno de éstos. Para la cinética de
liberacion de farmaco se hizo una revision de los principales métodos matematicos aplicados en

este tipo de liberacion.
2.1 Polimeros

Un polimero es un material o molécula formada de pequefas unidades quimicas llamadas
monoémeros que se repiten de manera regular y ordenada; también se les denomina
macromoléculas. En algunos casos la repeticion es lineal como una cadena de eslabones, pero
también pueden ser cadenas ramificadas o interconectadas que forman reticulos tridimensionales.
La longitud de la cadena del polimero est4 definida por el nimero de unidades que se repiten en la
cadena recibiendo el nombre de grado de polimerizacion [4]. Los polimeros compuestos por pocas
unidades reciben el nombre de oligdbmero.

La polimerizacion se puede definir como el proceso quimico por el cual se sintetiza un polimero.
Los mecanismos de polimerizacion fueron divididos en dos grupos por Flory (1953) y Carothers
Mark (1940) [4] conocidos como polimerizacion de condensacion y de adicion también se conocen
como reaccion por etapas y de reaccion de cadena respectivamente. Para lograr la formacion de un
polimero es necesario que las moléculas de monomero base presenten dos o mas grupos

funcionales.

En la polimerizacion de condensacion o de reaccion por etapas, la formacion del polimero se da
entre dos moléculas polifuncionales para producir una molécula polifuncional de mayor tamaiio,
generalmente asociada a la eliminacion de una molécula pequena (por ejemplo, H>O o HCI). La
reaccion puede continuar hasta establecer el equilibro, el cual puede ser modificado a voluntad a

altas temperaturas modificando y controlando las cantidades de los reactivos y productos.



Por otra parte la polimerizacion de adicion o de reaccion de cadena da lugar a reacciones en cadena
en las que el portador de la cadena puede ser un ion o una sustancia con un electron desapareado
al cual se le llama radical libre. Los radicales libres pueden formarse por la descomposicion de un
material inestable llamado iniciador; estos radicales son capaces de abrir un doble enlace de un
mondmero y sumarse a ¢l. Para finalizar este tipo de reacciones dos radicales libre deben de
reaccionar para eliminar la actividad de crecimiento y formacién de una o més moléculas de

polimero [5].

El hecho es que el polimero se desarrolle a partir de un centro activo, que permita obtener polimeros
de elevado peso molecular. Este es el método mas utilizado industrialmente, porque se alcanzan

altos pesos moleculares con una buena conversion.
El mecanismo de polimerizacion por adicion esta formado por las siguientes etapas:

1. Etapa de inicio, donde se lleva a cabo la descomposicion de un iniciador para la formacion
de los radicales.

2. Etapa de propagacion, los radicales formados en la etapa 1 reaccionan con las moléculas de
mondmero formando nuevos radicales que continian reaccionando entre si y con nuevas
moléculas de mondmero.

3. Etapa de terminacion, la reaccion llega a su fin cuando dos radicales se acoplan o se produce

la transferencia de un proton.

2.1.1 Clasificacién de los polimeros

En la literatura existen varios tipos de clasificacion de los polimeros de acuerdo a varias
caracteristicas como por ejemplo: por su procedencia, disposicion de las unidades que los
conforman, estructura de la cadena lineal, direccionalidad, comportamiento térmico[5]; de esta
clasificacion una de las mas importantes es por su procedencia, que pueden ser polimeros naturales
cuando provienen directamente de fuentes vegetales o animales; y los polimeros artificiales son

todos aquellos que su sintesis se lleva a cabo mediante procesos quimicos artificiales.



2.2 Biomateriales

El término biomaterial engloba todos los materiales introducidos en el organismo con propositos
terapéuticos especificos. Este tipo de materiales deben ser biocompatibles, es decir no deben causar
ninguna respuesta adversa o negativa en el organismo; cuando interactiie con los tejidos y fluidos
corporales, deben biodegradarse fisica y quimicamente en componentes no toxicos asimilables por

el organismo en el que se encuentre.

2.2.1 Polimeros biodegradables

Actualmente la extensa gama de polimeros existentes tienen muchas aplicaciones. La tendencia
actual predice que en los proximos afios muchas de las aplicaciones médicas y afines utilizaran los
polimeros biodegradables. Una de las principales razones es la aparicion de nuevas tecnologias
biomédicas como por ejemplo: la ingenieria de tejidos, medicina regenerativa, la terapia génica, la

entrega de farmacos y la biotecnologia; los cuales requieren materiales que sean biodegradables.

Las propiedades mas importantes que debe poseer un biomaterial biodegradable se resumen a

continuacion [6]:

e El material no debe provocar una repuesta inflamatoria sostenida o toxica tras su
implantacion en el cuerpo.

e El material debe tener un tiempo de conservacion aceptable.

e El tiempo de degradacion del material debe coincidir con el tiempo de curacion o
regeneracion.

e El material debe tener propiedades mecénicas apropiadas para su aplicacion y la variacion
entre las propiedades mecéanicas y la degradacion deben coincidir con el proceso de
curacion o regeneracion.

e Los productos de degradacion deben ser no toxicos, y ademas deben de ser capaces de ser
metabolizados y eliminado del cuerpo.

e El material debe presentar permeabilidad y procesabilidad apropiadas para su aplicacion

prevista.



Los biopolimeros presentan algunas propiedades que pueden tener efectos en su biocompatibilidad
como son: peso molecular, forma y estructura del implante, quimica del material,
hidrofilicidad/hidrofobicidad, energia superficial, degradacion, solubilidad, lubricacidon, absorcion
de agua y el mecanismo de erosion [7]. Los biopolimeros se dividen en sintéticos y naturales.
Dependiendo del modo de degradacion de los biopolimeros se pueden clasificar adicionalmente en
hidroliticos y  enzimaticos. En su gran mayoria los polimeros naturales se degradan

enzimaticamente.

Los biopolimeros naturales son considerados como los primeros biomateriales biodegradables
utilizados clinicamente. Se ha observado en pruebas in vivo que la velocidad de degradacion
enzimadtica de los biopolimeros naturales depende del sitio de insercion, de la disponibilidad y la
concentracion de enzimas. La modificacion quimica puede afectar la velocidad de degradacion;
este tipo de polimeros presenta buenas caracteristicas como bioactividad, la capacidad de presentar
union de ligandos de receptores celulares y la susceptibilidad a la degradacion proteolitica de
células (digestion intracelular) ya sea por modificacion o naturalmente. Algunas de sus desventajas

son su purificacion y la posibilidad de transmision de enfermedades.

Los biopolimeros sintéticos son en general biologicamente inertes, presentan caracteristicas mas
predecibles como por ejemplo uniformidad en su produccion, propiedades especificas de acuerdo
a la aplicacion que se le vaya a dar, éstos son desprovistos de muchas desventajas de los
biopolimeros naturales [8]. El desempefio mostrado por la primer sutura sintética basada en un
sistema de poli(acido glicolico) en la década de los 60s llevo al disefio y desarrollo de una nueva
gama de polimeros biodegradables para aplicaciones médicas y similares. Desde entonces
numerosas investigaciones se han hecho para el disefio de polimeros biodegradables como

vehiculos de administracion de farmacos o genes, andamios en ingenieria de tejidos, etc.
2.3 Quitosano

El quitosano es un polisacarido semicristalino formado por copolimeros de glucosamina y N-acetil
glucosamina (Figura 2.1), viene de la desacetilacion de la quitina, el quitosano es un polimero
natural biodegradables, biocompatible, no téxico, posee propiedades bioadhesivas, tiene
caracteristicas antibacterianas, antifingico, antitumoral y una excelente capacidad de formacion de
peliculas, presenta un caracter catidonico por lo cual tiene muchas aplicaciones debido a su caracter

16nico y ademas la posibilidad de entrecruzamiento covalente a través de sus grupos amino para
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permitir la estabilizacion del sistema para liberacion controlada de farmacos. El quitosano se ha
convertido en un polimero natural prometedor para la preparacion no solo de microesferas, sino

también de nanoesferas y microcéapsulas [9, 10].
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Figura 2.1. Estructura quimica de quitosano [10].

2.3.1 Aplicaciones

Comercialmente existen dos tipos de quitosano que se distinguen por su peso molecular y por su
grado de desacetilacion (DD), el quitosano de bajo peso molecular se encuentra entre 20 KDa - 190
KDa (KDa= kiloDalton; un Dalton también se conoce como UMA (unidad de masa atomica) (1
Da=1.660 538921 (71) x 10" kg) y su DD <75%; por el contrario el quitosano de peso molecular
alto se encuentra entre 190 KDa y 375 KDa con DD>75% [10, 11]. Algunas de sus propiedades se

resumen en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Propiedades de quitosano en relacion con uso en aplicaciones biomédicas [11].

Aplicaciones biomédicas potenciales Principales caracteristicas
Suturas quirurgicas Biocompatible
Implantes dentales Biodegradable
Piel artificial Renovables
Reconstruccion ésea Formacion de peliculas
Lentes de contacto corneales Agente hidratante

Liberacion de farmacos para animales y seres  Tolerancia bioldgico no toxico

humanos

Material de encapsulacion Propiedades curativas de heridas
Eficacia contra bacterias, virus y hongos

Actualmente la mayor aplicacion del quitosano es en ingenieria de tejidos como biomaterial para
la regeneracion de estructuras 6seas y regeneracion de tejidos; el quitosano posee la capacidad de
para unirse a moléculas anidnicas como glicanos de glucosamina, factores de crecimiento y ADN,
lo cual lo hace un buen candidato en terapia génica. Otro sector de gran impacto en el cual tiene
aplicacion el quitosano es el ambiental, se utiliza para el tratamiento de aguas residuales, lixiviacion

de metales pesados y como biosensores [12, 13].



2.3.2 Solubilidad

El quitosano es altamente soluble en soluciones acidas (pH<6); la presencia de grupos amino indica
que el pH modifica las propiedades del quitosano, a pH bajo el grupo amino se protona cargandose
positivamente haciendo el quitosano un polielectrolito cationico soluble en agua; y para pH>6 el

grupo amino se desprotona, el quitosano pierde su carga y se vuelve insoluble.

2.3.3 Biodegradabilidad

La biodegradabilidad juega un importante papel en el destino del quitosano, la absorcion
sistematica de polimeros hidrofilos requiere que el polimero tenga un peso molecular adecuado 30
KDa a 40 KDa dependiendo del polimero, si excede este peso el polimero debera ser sometido a
degradacion quimica o enzimatica para proporcionar fragmentos adecuados. Una gran variedad de
microorganismos sintetiza y degrada la quitina, el precursor bioldgico del quitosano; la velocidad
y el grado de degradacion del quitosano en los organismos esta ligado con el DD, el aumento en

DD disminuye la velocidad de degradacion.

2.4 Pectina

La pectina es una mezcla compleja de polisacaridos que constituye aproximadamente un tercio de
las paredes celulares de las plantas. Presenta diversas aplicaciones debido a sus pardmetros fisico-
quimicos y biodegradabilidad. Se obtiene principalmente de céscaras de citricos, pulpa de

manzanas, remolacha proveniente de la industria azucarera y de semillas de girasol [14].

La pectina (Figura 2.2) estd compuesta por una cadena lineal de restos de acido a-(1-4)-D-
galacturdnico, sus grupos carboxilicos se encuentran parcialmente metoxilados, su peso molecular

oscila entre 50 KDa y 180 KDa. En pH neutro las cadenas se encuentran cargadas negativamente.

COOCH, COOH COOCH, COOCH,

COOH
0 0 0 0 0
H H H H H H H H H o .
-0 OH H 0 OH H 0 OH H o OH H 0 OH H o
H H H H H
H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 2.2. Estructura quimica de la pectina [14].



La pectina es una mezcla de 4cidos pectinico soluble en agua. Existen dos tipos de pectinas,
altamente metiladas (HM) presentan alto grado de metilacion >50% tienden a formar geles en
medios acidos y en presencia de azlcares, los geles formados con este tipo de pectinas son
irreversibles. Las pectinas débilmente metiladas (LM) < 50% son también muy importante forman
geles termo-reversibles en presencia de ciertos iones metalicos divalentes como el calcio (Ca™),
ademads son independientes del pH, ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica. El grado
de metilacion se define como la proporcion de acidos galacturdnicos metil esterificados por cada
cien acidos galacturdnicos totales, si la metilacion es inferior al 5% se clasifica como un acido

péctico [15].

2.4.1 Usos de la pectina en el area farmacéutica

La pectina se encuentra inscrita en la FDA (US Food and Drug Administration), como aditivo
seguro sin limites de consumo diario, por lo que puede ser utilizada ampliamente como excipiente
en la formulacion de comprimidos matriciales, geles, cubiertas farmacéuticas, etc. En la literatura
existen muchos autores que relacionan la pectina con la salud gastrointestinal; surgieren que el
consumo diario de pectina reduce el riesgo de algunos tipos de cancer, ayuda a la regulacion de

niveles de glucosa, acelera la digestion de los lipidos y ayuda al control de peso [16].

2.5 Microesferas

El término microesfera fue introducido a mediados de 1970 [17]. Las microesferas son particulas
donde no existe una distincion entre la cubierta y el nucleo, su tamafio oscila entre una y varias
decenas de micras (1 a 250 pm idealmente didmetros < 125 pm)). Posee una estructura monolitica.
Estas microesferas pueden ser preparadas como una matriz polimérica de materiales
biocompatibles y biodegradables. Las caracteristicas de las microesferas idoneas para aplicaciones
médicas serian la selectividad por el tejido blanco, acoplamiento entre una liberacion controlada y

sostenida, asi como evitar el dafio en el tejido huésped [18].

Los sistemas de liberacion de farmacos de polimeros biodegradables en forma de microesferas

presentan ventajas y desventajas que se enunciaran a continuacion [17]:
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Ventajas:

Comodidad y complacencia para el paciente, pues con una sola dosificacion se logra un
efecto terapéutico prolongado.

La velocidad y duraciéon de la liberacion del principio activo in vivo pueden ser
determinadas mediante la seleccion del tamafio de particula o mediante el grado de
porosidad de la microesfera.

Las particulas son lo suficientemente pequefias para ser administradas por medio de una
inyeccion o mediante implantacion.

Las microesferas se biodegradan en el organismo sin causar ningun efecto negativo en el
sitio de inyeccion o implantacion.

Estabilidad fisica, quimica y microbiologica.

Se reducen las concentraciones sistemdticas del farmaco y se promueve la concentracion
local en el 6rgano blanco, de manera que se obtiene la maxima actividad farmacologica con
minimos efectos adversos.

Fécil fabricacion con buena reproducibilidad.

Desventajas:

En caso de presentar alguna reaccion adversa o complicacion no se podra retirar el sistema
implantado. Regresara al estado inicial cuando el sistema se haya degradado completamente

y el farmaco se libere y elimine.

2.5.1 Propiedades fisicoquimicas de las microesferas

Las propiedades fisicoquimicas de las microesferas estaran gobernadas por el tipo de farmaco y la

aplicacion in vivo para la que se van a emplear [18]:

Tamafio de particula. La ruta de administracién determinard el tamafio requerido para las
microesferas.

Area superficial/porosidad. La porosidad variable facilitara el perfil de liberacion del
farmaco. Las microesferas porosas se utilizan para la liberacion de sustancias con elevado
peso molecular que no pueden difundir desde una matriz no-porosa; también se pueden

emplear para liberar sustancias que presentan elevada afinidad hacia el biopolimero y no
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existe liberacion solo que la matriz se degrade; la degradacion se puede controlar
modificando la porosidad de la matriz, y asi mismo se puede controlar el perfil de liberacion
del farmaco.

e Contenido de farmaco/liberacion del farmaco. Estas dos variables dependen de la dosis que
se trate de alcanzar y la velocidad de dosificacion del farmaco en cada tratamiento
particular.

e Tiempo de biodegradacion. El tiempo requerido para degradar las microesferas

completamente viene gobernado por la ruta de administracion y la frecuencia de las dosis.

2.5.2 Microesferas de quitosano

Las microesferas de quitosano han sido investigadas para su uso como sistemas de liberacion
controlada, ya sea para implantacion, administracion oral y nasal; tales microesferas pueden
prepararse por varios métodos; la seleccion del método de sintesis depende de factores como el
tamafo de particula, estabilidad quimica y térmica de la molécula del farmaco, la toxicidad residual

asociado al producto final y la estabilidad del producto final.

Walke y col. [19] prepararon microesferas de quitosano por el método de emulsion y evaporacion
de solvente, para la encapsulacion de proteinas antigénicas. Para la sintesis de las microesferas
utilizan 10 mg de quitosano en 10 ml de agua destilada esta solucidén se mezcl6 con parafina liquida
y agitaron mecanicamente a 1200 rpm por 20 minutos, estos investigadores utilizan span 80 y tween
80 como emulsionante y solucion de vainillina como agente entrecruzante. Las microesferas sin
carga de proteinas antigénicas presentaron superficies lisas no porosas y forma esférica; por otra
parte la microesferas cargadas con antigenos presentaron superficies rugosas y porosas con forma
semiesférica. El tamafio de las microesferas oscilo entre 1-4 pm; la eficiencia de encapsulacion fue
del 75-78%; la hinchazon y mucoadhesion fue del 56-68%; y el porcentaje de rendimiento para la
microesferas sin carga fue del 86% y para las microesferas con carga fue de 64-69%. Finalmente
Walke y col. concluyeron que las microesferas de quitosano eran un vehiculo prometedor para el

desarrollo de vacunas orales multivalentes.

Olivera y col. [20] desarrollaron microesferas de quitosano cargadas con ADN comercial como
prototipo de sistemas de liberacion de nucleicos, sintetizadas por medio del método de emulsion.

Para la preparacion de la fase acuosa disolvieron quitosano 2% (w/v) en acido acético al 5% (w/v)
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en agitacion continua por 24 horas; la fase acuosa se mezcl6 con la fase aceitosa compuesta por
aceite de girasol, span 80 y glutaraldehido como agente entrecruzante, la mezcla resultante se
mantuvo en agitacion constante por 2.5 horas a 1100 rpm. Las microesferas que obtuvieron
presentaron superficies rugosas y porosas con forma semiesférica; los tamaiios de particula oscilan
entre 1 y 20 pm (Figura 2.3 (a)). Realizaron pruebas de liberacion a pH fisiologico y observaron
una liberacion rapida durante la primera hora, el 85% de la sustancia activa; se liber6 totalmente
en dos horas como se muestra en la Figura 2.3 (b). Olivera y col. concluyeron que las microesferas
de quitosano son aptas para la microencapsulacion de acidos nucleicos, debido a la proteccion fisica

que otorga el quitosano contra la degradacion del componente cargado.

b)

20 40 b 8 100 120 140
Tiempo (min)

Figura 2.3. a) Microscopia MEB mostrando microesferas de quitosano cargadas con ADN, y b)
perfil de liberacion de ADN microencapsulado [20].

2.5.3 Microesferas de pectina

La pectina es reconocida por su capacidad para resistir la degradacion en el tracto gastrointestinal.
Vaidya y col. [21] desarrollaron un sistema de microesferas de pectina cargadas con metronidazol
(Figura 2.4) para la entrega de medicamento directamente en el colon. Las microesferas fueron
sintetizadas mediante la reaccion de la pectina con metronidazol en presencia de N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), N-hidroxisuccinimida (NHS) y dimetilsulféxido anhidro
(DMSO). El residuo de esta reaccion se dispersod en una mezcla agua-isooctano y esta se vertio en
aceite. La solucion final se agito hasta obtener una emulsion agua/aceite estable. Esta solucion se
enfri6 a 10°C y se agreg6 acetona para deshidratar las goticulas de pectina. La solucion se agitd

constantemente a 1000 rpm durante 30 minutos a 30°C para la evaporacion del solvente. Los
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resultados fueron microesferas de superficie lisa y forma esférica, el tamafio promedio de particula
fue de 14.94+0.73 a 15.424+0.83 um. La eficiencia de encapsulacion fue de 92.43+1.89 a
94.52+2.42%. Estos investigadores concluyeron que las microesferas de pectina eran una buena
alternativa para la entrega del farmaco, ya que mantienen su integridad en el medio hostil del

estomago e intestino delgado.

Se han sintetizado microesferas de pectina para administracion nasal, los investigadores Mahajan
y col. [22] sintetizaron microesferas de pectina cargadas con ondansetron, que es un farmaco que
se utiliza para prevenir las nduseas y vomitos causados en la quimioterapia, radioterapia y cirugias.
Las microesferas fueron sintetizadas por el método de secado por aspersion (spray drying),
utilizando una boquilla estdndar de 0.7mm. Las condiciones del proceso fueron las siguientes:
temperatura de entrada 105 a 110 °C, temperatura de salida 80 a 90°C, flujo de alimentacion 1 a 3
mL/min; presion de aspersion 2 kg/cm?. Los resultados obtenidos por estos investigadores fueron
microesferas con superficie lisa y forma esférica (Figura 2.5); tamafio de particula de 11 a 13 pm;
eficiencia de encapsulacion superior al 80%; rendimiento de 23.09 a 39.45%. Este estudio concluyo

que las microesferas de pectina son un vehiculo prometedor para la administracion nasal.

Giunchedi y col. [23] desarrollaron microesferas de pectina para aplicaciones oftdlmicas para la
liberacion de piroxicam que es un antinflamatorio libre de esteroides, también funciona como
antirreumadtico. Las microesferas fueron sintetizadas por el método de secado por aspersion,
utilizaron una boquilla estdndar de 0.7mm. Las condiciones del proceso fueron las siguientes:
temperatura de entrada 128 a 129 °C, temperatura de salida 62 a 63°C, flujo de alimentacion 10
mL/min. Los resultados obtenidos por estos investigadores son microesferas con superficie lisa y
forma esférica; las particulas tuvieron tamafios inferiores de 10um; rendimiento de 41 a 46%;
eficiencia de encapsulacion 97 a 100%. Giunchedi y col. llegaron a la misma conclusion que otros
investigadores; los vehiculos de pectina son un buen candidato para la liberacién de farmacos,
aunque en algunos casos es necesaria algunas modificaciones de los métodos de sintesis.
Actualmente también se estudian las microesferas de hidrogel; este tipo de microesfera se utiliza
para diferentes aplicaciones como en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos, se utilizan

para modificacion de textura, encapsulacion y en modelos de liberacion controlada.
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Figura 2.4. Microscopia MEB mostrando microesferas de pectina cargadas con metronidazol [21].

Figura 2.5. Microscopia MEB mostrando microesferas de pectina cargadas con ondansetron [22].

2.6 Métodos de preparacion de microesferas

Las microesferas de polimeros biodegradables pueden ser sintetizadas por varios métodos. Cada
método posee ventajas y desventajas. Para la eleccion adecuada del método de sintesis se debe de
tener en cuenta las propiedades deseadas en las microesferas, ya que esté determinard las
caracteristicas fisicas y quimicas de éstas. Es deseable que el método seleccionado sea facil,
reproducible, que no dafie el farmaco empleado y que las caracteristicas de liberacion sean

modificables por medio de los parametros de la sintesis.
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2.6.1 Secado por aspersién

El método de secado por aspersion consiste en disolver el polimero en un solvente organico, el
farmaco se dispersa en esta solucion mediante homogenizacion a alta velocidad. La dispersion
obtenida se atomiza en una corriente de aire caliente, donde el solvente se evapora produciendo
microesferas que oscilan entre 1 a 100 um de tamafio, dependiendo de las condiciones de

atomizacion. Las microesferas son recolectadas mediante un separador de ciclon.

Las ventajas que se pueden destacar de este método son reproducibilidad, control de tamafo de
particula y alta encapsulacion de principio activo. Las desventajas incluyen alto costo del equipo,
aglomeracion, descomposicion de farmacos sensibles a la temperatura, ademds se requiere la
utilizacion de otras técnicas para la obtencion de las microesferas, como por ejemplo liofilizacion

[24, 25].

2.6.2 Separacion de fases (coacervacion)

El método de separacion de fases es utilizado fundamentalmente para principios activos solubles
en agua. Se disuelve el polimero en un solvente orgéanico y el farmaco en agua; esta solucion se
emulsiona y se vierte un primer no solvente, el cual genera goticulas de coaservado. Debido a que
esta goticulas son blandas para su recoleccion es necesaria la adicion de un segundo no solvente

para endurecer estas goticulas y formar las microesferas.

Este método presenta muy pocas ventajas, la més destacable es la alta eficiencia de encapsulacion
de farmacos solubles en agua. Entre las desventajas se encuentra la formacion de aglomerados, no

existe la reproducibilidad total y tiene un alto costo [25, 26].

2.6.3 Método de emulsién y evaporacion de solvente

El método de emulsion y evaporacion de solvente a partir de una emulsién simple es el mas
utilizado a nivel laboratorio y nivel industrial debido a la sencillez del proceso y del equipo
requerido [26]. A grandes rasgos este método consiste en la formacioén de una fase acuosa la cual
contiene el polimero y el farmaco; esta fase se emulsiona con una fase oleosa que contiene un
estabilizador. La emulsién se agita para extraer el solvente y propiciar la formacion de

microesferas. Por ultimo las microesferas son recolectadas, lavadas y secadas.
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Las ventajas que mas sobresalen de este método son la sencillez, reproducibilidad, alta eficiencia
de encapsulacion de fairmaco, alto rendimiento, mejor morfologia que otros métodos, tamano de
particula uniforme y bajo costo. Su principal desventaja esta relacionada con las condiciones de
proceso, ya que la exposicion a solventes orgédnicos y agitacion vigorosa puede llevar a la pérdida

parcial de la actividad biologica del farmaco [26].

2.6.3.1 Caracteristicas del método de emulsion y evaporacion de solvente

De acuerdo a la naturaleza de la fase continua de la emulsidon que se esté formando las técnicas de

evaporacion de solvente se clasificaran en fase acuosa o en fase oleosa [27].

2.6.3.2 Fase acuosa

En el método de emulsion aceite/agua (O/W), la fase organica que contiene el polimero y el
principio activo se emulsifica en una fase acuosa que contiene un surfactante. Las gotas organicas
emulsificadas que contienen el polimero y el principio activo son endurecidas y posteriormente

obtenidas por extraccion del solvente (Figura 2.6).

Polimera+ Solvente+Principio Fase interna
activy —® (org4nica)

Aqua, agente Fase externa
emulsificante {acuosa)

Agitacién controlada

Emuleién o/w

Extraccién/ evaporacion
del solvente

Suspensién
de microesferas

Lavado filtraci6n
o centrifugacitn

Microesferas

Figura 2.6. Diagrama del método de emulsion (O/W) [27].
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En el método de emulsion agua/aceite/agua (W/O/W), también se conoce como método de
emulsion multiple, se utiliza para encapsular principios activos solubles en agua; el fdrmaco se
disuelve en agua (fase acuosa) y el polimero se disuelve en un solvente orgédnico (fase orgénica),
ambas fases se mezclan obteniendo una emulsion (W/O), ésta se adiciona a otra fase acuosa que
contiene un surfactante como el alcohol polivinilico, el solvente es eliminado y se obtienen las

microesferas (Figura 2.7).

Fase acuosa intema Fase orgénka
{Formaca-Agua) (Pa¥mero-Solvente)

l

Emulsién w/o

Fase acuosa externa

{emulsificante-agua)
Emulsisn w/oAw

Enduregimients de ks microesferas
Centrifugac, filtrar, lavar,
secar

Microesferas

Figura 2.7. Diagrama del método de emulsion agua/aceite/agua (W/O/W) [27].

2.6.3.3 Fase oleosa

En el método de emulsion aceite/aceite (O/O), la fase continua estard formada por un liquido
organico como un aceite mineral, se usa principalmente para encapsular eficazmente principios

activos solubles en agua (Figura 2.8).
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Polimero+ Solvente+Principi Fase interna
active {orgénica)

Aceite, agente Fase extema
emulsificante {oleosa)

Agitacién controlafa

Emulsitn o/

Extraccién/ evaporation
del soivente

Suspensién
de microesferas

Lavado fitracién
o centrifugacion

Microesferas
Figura 2.8. Diagrama del método de emulsion aceite/aceite (O/O) [27].
2.6.3.4 Solventes

Se ha evaluado el efecto de diferentes solventes en la formacion de microesferas. Los solventes
miscibles en agua no forman microesferas durante el método de emulsion, tienden a formar
aglomerados irregulares debido al rapido intercambio de esté. También hay que tener en cuenta
que el punto de ebullicion debe ser menor que el del medio de suspension. Los mas adecuados
presentan baja toxicidad, facil eliminacion y habilidad para disolver el polimero con que se va a
trabajar; si se desea disolver el farmaco en la solucion del polimero debe considerarse la habilidad

del solvente para la disolucion del farmaco [28].

2.6.3.5 Emulsificadores

El emulsificador es un estabilizador del sistema de emulsion. Forma una lamina fina alrededor de
las gotas de aceite que estan conformadas por el polimero y el farmaco, de esta manera se
disminuye la coalescencia y la coagulacion. La concentracion requerida y efectiva es diferente para

cada sistema, asi que se determina experimentalmente.

2.7 Farmacos

Un farmaco es una sustancia quimica purificada que se utiliza para el tratamiento, prevencion,

curacion o para la reduccion de efectos negativos sobre el organismo.
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2.7.1 Farmacos hidréfobos

La administracion de farmacos hidrofobos representa un gran reto debido a la baja solubilidad del
farmaco y a la baja difusividad dentro de la matriz polimérica, por lo cual el perfil de liberacion
suele ser lento al igual que la constante de disolucion; el proceso de difusion se rige principalmente
por mecanismos de difusion o erosion. En el disefio de sistemas de liberacion controlada para
farmacos hidréfobos, el tamafio de particula y la cantidad de farmaco cargado tienen un efecto

significativo sobre coeficiente de difusion del farmaco.

2.7.2 Farmacos hidréfilos

La entrega de un farmaco hidrofilo representa un gran reto para los sistemas de liberacion
controlada, ya que estos sistemas presentan una gran rafaga inicial de liberacion de farmaco,
seguida de una liberacion de farmaco lenta. El coeficiente de difusion de las moléculas hidréfobas
es mas bajo que el de las moléculas hidrofilas, al igual que la velocidad de disolucion del farmaco.
La liberacion de farmacos hidrofilos estd influenciado por dos mecanismos, difusion del farmaco
y la disolucion del farmaco. Una forma de resolver el problema de rafaga inicial de moléculas
hidrofilas es la formacion de una doble pared, la primera menos permeable o hecha de una matriz
hidréfoba; también se puede aplicar la modificacion de superficie para mejor la entrega y evitar la

rafaga inicial.

2.7.3 Paracetamol

El paracetamol es un analgésico antipirético; se obtiene mediante la acetilacion de acido p-
aminofenol. Este farmaco se presenta como un polvo blanco finamente cristalino e inodoro; tiene
un peso molecular de 151.17 (g/mol), su férmula empirica es CsHoNO», presenta un pka = 9.78 y
su longitud de onda méaxima (4,4, ) oscila entre 242 y 250 nm; es soluble en agua (1 g/100 mL),
etanol y acetona; su punto de ebullicion es superior a 500 °C, la temperatura de fusion esta entre

169 y 170 °C y su densidad es de 1.3 g/cm?[29].

El paracetamol forma parte de un grupo de farmacos no esteroideos (AINEs); los AINEs son
analgésicos no opiaceos, esto quiere decir farmacos con propiedades antinflamatorias, analgésicas
y antipiréticas. Entre éste grupo podemos encontrar el metamizol, ketorolaco, diclofenaco,

naproxeno, etc., éstos comparten caracteristicas terapéuticas y efectos colaterales; sin embargo,
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difieren en su efecto farmacologico. Por ejemplo el paracetamol es conocido por su efecto
antipirético y anestésico, pero carece de efecto antinflamatorio; por el contrario el diclofenaco

posee propiedades antinflamatorias, pero bajo efecto anestésico y nulo efecto antipirético.

El paracetamol ayuda aliviar dolores leves y cronicos. Su mecanismo de accion es a nivel del
sistema nervioso central, esto se relaciona con la inhibicion de la produccion de prostaglandinas,
compuesto relacionado con el proceso de dolor y su accidon antipirética la realiza de igual forma

inhibiendo la produccion de prostaglandinas a nivel hipotaldmico [30].

El paracetamol es de absorcion rapida y completa via oral y rectal, tiene una vida media de 1 a 4
horas después de su ingesta. Este farmaco produce hepatotoxina, esto se da cuando se excede la
dosis terapéutica, causando necrosis hepatica fulminante; se produce por la accion de un metabolito
que surge cuando el fArmaco se metaboliza por oxidacion del citocromo P-450 produciéndose N-
acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) que se detoxifica uniéndose a glutatiéon y se excreta por
orina, pero cuando se excede la capacidad de conjugacion con el glutation se produce la necrosis
hepatica [31]. El desarrollo de la necrosis hepatica se puede dar tan solo en 12 horas después de la
ingesta; en menor medida el mismo proceso puede ocurrir en el riiidn desencadenando

nefrotoxicidad.

Los efectos secundarios son poco frecuentes y de menor gravedad. Algunos ejemplos de efectos

secundarios producidos por el abuso en el consumo de este farmaco son:

e Lesiones en la piel y mucosas, necrosis hepatica, nefrotoxicidad y alteraciones sanguineas.
e Fiebre, nauseas, vomito, cianosis, anorexia y dolor abdominal.
e Estado de acidosis metabolica con intolerancia a la glucosa y glucosuria.

e Encefalopatia hepatica que puede conducir al coma y muerte.

La seguridad y eficacia del paracetamol como analgésico y antipirético, ha aumentado su
popularidad; tal popularidad lo ha transformado en uno de los farmacos mas comunes en las
sobredosis. En Estados Unidos y Reino Unido, el 50% de las intoxicaciones por farmacos, fue
causado por esté. Bravo y col. [32] mencionan que algunos de los factores de intoxicacion por este
farmaco, es debido a la venta libre, bajo costo, amplia disponibilidad y multiples presentaciones
(dosificacion y formulacion). Muchos investigadores, estudian problematicas involucradas con el

paracetamol, tanto en humanos como en el medio ambiente.

21



2.8 Mecanismos de liberaciéon de farmacos

Durante décadas, los sistemas poliméricos se han utilizado en aplicaciones farmacéuticas,
especialmente para proporcionar una liberacion controlada del farmaco. El desarrollo de estos
sistemas comienza con el uso de polimeros no biodegradables que principalmente se basan en el
proceso de difusion, y posteriormente el uso de polimeros biodegradables donde se dan fendémenos
como el hinchamiento y la erosiéon. Tomando en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas del
polimero, el mecanismo de liberacion del farmaco se puede clasificar en tres procesos

principalmente [33-35]:

e Sistema controlado por difusion; difusion del farmaco desde el polimero no degradado.

e Sistema controlado por hinchazén; aumento en la difusion del firmaco debido a la
hinchazon del polimero.

e Sistema controlado por erosion; la liberacion del farmaco es debido a la degradacion del

polimero.

2.8.1 Cinética de liberacion del farmaco

El andlisis cuantitativo de los datos obtenidos en un ensayo liberacion/disolucion se facilita al
utilizar una ecuacion genérica que se traduce matematicamente como una curva de disolucion del
farmaco en funcion del tiempo. Estos modelos matematicos, en algunas ocasiones se derivan del
analisis tedrico del proceso de liberacion/disolucion. Algunos de los factores que pueden afectan
la cinética de liberacion son: el tipo de fArmaco, cristalinidad, tamafio de particula, polimorfismo,

solubilidad y la cantidad de farmaco [36, 37].

2.8.2 Cinética del orden cero

La disolucion del farmaco a partir de vehiculos que no se disgreguen y su liberacion es lenta se

pueden representar por:
Wy — W, =kt (2.1)

Donde W, es la cantidad inicial de farmaco en las microesferas, W; es la cantidad de farmaco en
las microesferas en un tiempo (t) y k es una constante de proporcionalidad. Al dividir la ecuacion
se obtiene:
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ft = kot (2.2)

Donde f; =1 — (%), que representa la fraccion de farmaco disuelto en un tiempo ty k, es la
o

constante de velocidad de disolucion o constante de liberacion de orden cero. Por lo tanto, una
grafica de la fraccion de farmaco disuelto en funcion del tiempo sera lineal, si se cumplen las

condiciones de area constante y que se llega a condiciones de equilibro respecto a la liberacion.

Esta relacion se puede utilizar para describir la disolucién del farmaco en varios sistemas de
dosificacion como matrices tipo tableta con farmacos poco solubles, sistemas transdérmicos,
sistemas de matrices recubiertas, sistemas osmoticos etc. Este tipo de perfil de liberacion donde la
cantidad de farmaco liberada por unidad de tiempo es la misma, es el perfil de liberacion ideal a
fin de lograr una accién farmacologica prolongada. Por lo tanto este modelo se puede expresar

como [37, 38]:

Q: = Qo + Kot (2.3)

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

en la solucion (Qp = 0) y K es la constante de liberacion de orden cero.

2.8.3 Cinética de primer orden

La cinética de primer orden no solo se puede utilizar para el estudio de la disolucion de farmacos,
también se ha utilizado para describir fendmenos de adsorcion y eliminacion de farmacos. La
disolucion de una particula so6lida en un medio liquido se puede describir por la ecuacion de Noyes-

Whitney:
dc
ol k(Cs—C) (2.4)

Donde C es la concentracion del soluto en un tiempo (t), Cs es la solubilidad en el equilibrio a la
temperatura de trabajo y K es una constante de proporcionalidad de primer orden. Con el tiempo
algunas investigaciones condujeron a la modificacion de la ecuacion (2.4) incorporando un valor
para la zona del s6lido expuesta a la disolucion (S):

dc
= = kS = 0) (2.5)
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Donde ki es una constante de proporcionalidad. Otra adaptacion de la ecuacion de Noyes-Whitney,
involucra la velocidad de transferencia del soluto en la solucion respecto al tiempo como se muestra
en la siguiente ecuacion:

dW—kSC c 2.6
— = kS(C; =) (26)

Donde W es la cantidad de soluto en la solucion en un tiempo t y K es una constante. Esta ecuacion
se puede rearreglar utilizando el volumen de la solucién (V), el valor de capa de difusion y la

constante k = k,V obtenemos:

dw kS

=7 VG —W)=k(VC—W) (2.7)

Donde k = K;S. Si se estudia una matriz con un area constante, la integracion de la ecuacion
anterior queda de la siguiente manera:

W =VC,(1-e™*) (2.8)

Aplicando logaritmo (logio) se obtiene:

kt
log(VCS - W) = IOgVCS - m (29)
También se puede expresar como:
— —kt Q — A —
Q¢ = Qe « In Q_ = kit 6 In(q,) = In Qok,t (2.10)
0

log Q; = log Qo +ﬁ (2.11)
Donde Q: es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, Qo es la cantidad inicial en solucién y
ki es la constante de liberacion de primer orden. De esta manera se puede presentar un grafico del
logaritmo (logio) de la cantidad liberada de fAirmaco en funcion del tiempo, el cual serd lineal [37,
38]. Este tipo de fenomeno se da en matrices porosas hidrofilas, donde la liberacion del farmaco es
proporcional a la cantidad de fairmaco dentro de la matriz, por lo tanto el farmaco liberado

disminuye con el paso del tiempo.

24



2.8.4 Modelo de Weibull

El modelo de Weibull puede aplicarse a casi todo tipo de curvas de liberacion/disolucion de
farmaco. Esta ecuacion se expresa como la fraccion acumulada del farmaco en la solucion (m) el

tiempo t:
—(—t—Ty)"
m=1-e [%l (2.12)

Donde a es un parametro que define la escala del tiempo del proceso, Ti es el tiempo de retraso
antes del inicio del proceso liberacion/disolucion, en la mayoria de los casos es cero y b depende
del tipo de curva; (caso 1) curva sigmoides (b=1), (caso 2) curva parabdlica (b>1) y (caso 3) curva

exponencial (b<1); esta Gltima ecuacion puede reordenarse de la siguiente forma:
log[—In(1 —m)] = blog(t — T;) —loga (2.13)

Se puede obtener una relacion lineal de la ecuacion anterior graficando [log(In(l - m))] en

funcion del logaritmo del tiempo, b se obtiene de la pendiente del grafico y a se obtiene del valor

de la ordenada (1/a) en el tiempo t=1 [37, 38].
2.8.5 Modelo de Higuchi
El modelo de Higuchi estd basado en las particulas del farmaco dispersas en una matriz uniforme

en un area determinada. Para el estudio de la disolucién de un sistema de matriz homogénea se

tiene la siguiente ecuacion:

fe =Q=+D(2C — C,)Cst (2.14)

Donde Q es la cantidad de farmaco liberada en un tiempo t por unidad de area, C es la concentracion
inicial de farmaco, Cs es la solubilidad del fArmaco dentro de la matriz y D es la difusividad de las

particulas del farmaco (constante de difusion).

La ecuacion de Higuchi se simplifica de la siguiente manera:

Q=fi= kHt% (2.15)
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Donde ku es la constante de disolucion de Higuchi. El modelo de Higuchi describe la liberacion
del farmaco como un proceso de difusion basada en la primera ley de Fick y dependiente de la raiz
cuadrada del tiempo. Se puede obtener un grafico para el modelo de Higuchi que consiste en
graficar Q que es la cantidad de farmaco liberada en un tiempo t o también conocida como el

porcentaje de Higuchi contra la raiz cuadrada del tiempo [37, 38].

2.8.6 Modelo de Korsmeyer-Peppas

En forma mas simple Korsmeyer y col. [39], desarrollaron una ecuacion semi-empirica basada en
una ley de potencias para describir la liberacion del farmaco a partir de sistemas controlados por

hinchamiento:

B _ jen (2.16)
7 .

o)

M . . . o
Donde M—t es la fraccion de farmaco liberado, K es una constante y n es el exponente difusional.
e}

La ecuacion de la ley de potencias se puede tomar como la superposicion de dos procesos de
difusion, difusion de Fick y difusion no Fickian o caso II de transporte. Donde n=0.5 difusion de
Fick y n=1 para caso II de transporte. Para el caso de transporte analogo 0.5 < n < 1. Este método
se utiliza para matrices poliméricas cuando el mecanismo de liberacion no es bien conocido o

cuando mas de un tipo de liberacion este presente.

Una version modifica de la ecuacion de Korsmeyer-Pepas fue desarrollada para introducir un

tiempo de retraso al inicio de la liberacion del farmaco desde una matriz [37, 38].

M _
1\(4th) = a(t — D" (2.17)
M _
log ( « D) = loga + nlog(t — 1) (2.18)

Cuando se presenta un efecto rafaga (b), la ecuacion anterior toma la siguiente forma

M g+ (2.19)
T .

o
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La revision del estado del arte realizada, dio los fundamentos para sintetizar las microesferas de
polimeros naturales (pectina y quitosano). Se consideraron las principales caracteristicas de los
materiales precursores (pectina, quitosano y paracetamol) y las ventajas y desventajas de cada uno
de los métodos de sintesis para seleccionar el mejor. La seleccion adecuada del método de sintesis
ayudo a encontrar las variables del proceso de produccion de las microesferas poliméricas logrando
sintetizar microesferas de forma esférica y tamafos adecuados para diversas aplicaciones médicas,
ademas se logro encapsular el paracetamol, a pesar de su alto caracter hidrofilo. Los métodos
matematicos estudiados ayudaron a encontrar el mejor mecanismo que explique la cinética de

liberacion de paracetamol encapsulado en las microesferas poliméricas.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Capitulo 111

En este capitulo se presenta la metodologia para la preparacion de las microesferas de polimeros

biodegradables, obtenidas por el método de emulsion y evaporacion de solvente. Se describen

brevemente los materiales, procedimientos y técnicas bajo las cuales fueron caracterizadas las

microesferas con y sin carga de farmaco.

3.1 Materiales

Los polimeros biodegradables, el farmaco y reactivos fueron adquiridos comercialmente en

laboratorios Sigma-Aldrich. Las caracteristicas se presentan en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1. Caracteristicas de los materiales precursores.

Reactivo Presentacion Color Caracteristicas
Pectina Polvo Amarillo con tendencia a Alta metilacion > 74%.
marrén Soluble en agua

Quitosano Polvo Marron Soluble en agua a pH bajos.
Bajo peso molecular 20 a 190
KDa.
Alta desacetilacion >75%

Paracetamol Polvo cristalino Blanco Soluble en agua, acetona y

etanol.
Pureza = 99%

Glutaraldehido Liquido

Amarillo fosforescente

Solucioén al 10% (v/v)

Span 80 Liquido Marrén No i6nico
Densidad 0.986 g/mL.
Aceite mineral Liquido Incoloro Densidad 0.80g/mL.

Punto de ebullicion 150°C

Nota: Da = unidad de masa atdmica o Dalton = 1.660538921 (73) X 10?7 kg

3.2 Preparacion de las microesferas de polimeros biodegradables

Para la sintesis de microesferas de polimeros biodegradables; primero se realiz6 la sintesis de las

microesferas sin farmaco, para encontrar las variables Optimas del proceso como temperatura,
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cantidad de polimero, velocidad y tiempo de agitacion. Al encontrar las condiciones Optimas del
proceso, se incorpord el paracetamol en la fase acuosa. Para la realizacion de la emulsion se utilizd
un emulsionador marca IKAT-10 (3000-25000 rpm) y para la evaporacion del solvente se utilizd
una plancha con agitacion magnética marca IKA C-MAG HS 7 (100-1500 rpm). Para la
determinacion de las condiciones Optimas para la sintesis de las microesferas se realizaron varios
experimentos; para reducir el nimero de variables se mantuvo constante la cantidad de fase acuosa
y fase organica, ya que al modificar la cantidad de estas fases se podia invertir la emulsion; las
variables que se modificaron en los experimentos de pectina y quitosano, asi como la nomenclatura
utilizada, se presentan a continuacion en las Tablas 3.2 y 3.3 respectivamente; todos los
experimentos se realizaron por triplicado para verificar su reproducibilidad; en el caso del
quitosano se realiz6 un menor numero de experimentos debido a que ya se tenia la experiencia de

la pectina respecto a las variables de la sintesis.

Tabla 3.2. Experimentos realizados con pectina para la preparacion de microesferas.

Nombre Cantidad Temperatura Velocidad Tiempo Cantidad de Cantidad

de la de de de de glutaraldehido de span 80
‘2 pectina ‘2 agitacioén o (mL) (mL)
formulacion @ evaporacion (rpm) agitacion
(min)
solvente (°C)

PL1 1 60 10000 15 0 0.5
PL2 1 70 10000 15 0 0.5
PL3 1 80 13500 20 0 0.5
PL4 6 60 10000 15 1 1
PL5 6 70 10000 15 1 1
PL6 6 80 13500 20 1 1
PL7 3 60 10000 15 0 0.5
PL8 3 80 13500 15 0 0.5
PL9 3 80 13500 20 3 0.5
PL10 1.5 60 10000 15 3 0.5
PL11 1.5 70 10000 15 3 0.5
PL12 1.5 80 13500 20 3 0.5

* PL= pectina libre de farmaco.
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Tabla 3.3. Experimentos realizados con quitosano para la preparacion de microesferas.

Nombre de Cantidad Temperatura Tiempo Velocidad Cantidadde  Cantidad

la de de de de glutaraldehido  de span
formulacion quitosano  evaporacion  agitacién  agitacion (mL) 80 (mL)
(9) de solvente (min) (rpm)
°C)
QL1 3 80 20 10000 3 0.5
QL2 1 80 20 10000 3 0.5
QL3 3 60 20 10000 3 0.5

* QL= quitosano libre de farmaco.

En base a las mejores condiciones determinadas experimentalmente, se utilizaron las siguientes
composiciones que se muestran en las Tablas 3.4 y 3.5 para la sintesis de microesferas de pectina

y quitosano con carga de farmaco.

Tabla 3.4. Experimentos realizados con pectina y paracetamol para la sintesis de microesferas.

Nombre Cantida Cantida Relacion Temperatura Velocidad  Tiempo
de la dde d de polimero : de de de
formulacién pectina  farmaco farmaco evaporacion agitaciéon  agitacion

I .
©) (©) de (rpm)  (min)
solvente (°C)
P1 1.5 0.2 7.5:1 80 13500 20
P2 1.5 0.3 5:1 80 13500 20
P3 1.5 0.4 3.75:1 80 13500 20
P4 1.5 0.5 3:1 80 13500 20

* P = Microesferas de pectina

Tabla 3.5. Experimentos realizados con quitosano y paracetamol para la sintesis de microesferas.

Nombre Cantidad Cantidad Relacion polimero Temperatura Velocidad Tiempo

de la de de : farmaco de de de
formulacign  duitosano farmaco evaporacion  agitaciéon agitacion
solvente (°C)
Q1 1.0 0.2 5:1 80 10000 20
Q2 1.0 0.3 3.3:1 80 10000 20
Q3 1.0 0.4 2.5:1 80 10000 20
Q4 1.0 0.5 2:1 80 10000 20

* Q=Microesferas de quitosano
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3.2.1 Sintesis de microesferas de pectina y quitosano

Las microesferas de pectina y quitosano se sintetizaron por el método de emulsion agua/aceite

(W/0), utilizando como agente estabilizante glutaraldehido y como emulsificador span 80 (HLB =

balance hidrofilico-lipofilico = 4.3). El quitosano solo presenta solubilidad a pH bajos, para esto

se prepar6 una solucion acuosa de acido acético al 5%. La emulsion se llevo a cabo a temperatura

ambiente y la evaporacion del solvente se llevo a cabo a 80°C. Se describe a continuacion mas

detalladamente la sintesis, en el Figura 3.1 se muestra el proceso de las microesferas de pectina y

en la Figura 3.2 se muestra el desarrollo para las microesferas de quitosano:

Formacion de fase
acuosa. Polimero
(pectina) al 3% (w/v)
en solucion acuosa
(50 mL)

Formacion de la fase
organica.

La emulsion se coloca
en la parrilla de
agitacion magnética
para la evaporacion
del solvente

Se adiciona el
glutaraldehido 2%
(v/v) de la soluciéon
final.

Después de la
evaporacion del
solvente se deja la
solucion en reposo
por 60 min.

Se decanta el aceite
mineral para la
extracion de las

microesferas.

Se almacenan hasta su
utilizacion.

Se mezcla Span 80 al
0.5% (v/v) en
solucion de aceite
mineral (100 mL).

Se incorpora la fase
acuosa a la fase
organica, esta mezcla
se emulsiona a 13500
rpm por 20 min.

Las microesferas se
someten a lavado con
hexano y
posteriormente a
filtracion a vacio.

Las microesferas son
secadas en un horno a
70°C por una hora.

| NS

Figura 3.1. Sintesis para la preparacion de microesferas de pectina.
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Formacion de fase
acuosa. Polimero

(quitosano) al 3% (W/V)J

Formacion de la fase
organica.

(100 mL)

Se mezcla Span 80 al

0.3% (v/v) en solucion

de aceite mineral (150
mL).

Se adiciona el
glutaraldehido
1.2%(v/v) de la
solucion final.

Se incorpora la fase
acuosa a la fase
organica, esta mezcla
se emulsiona a 10000
rpm por 20 minutos.

Se realizan cuatro
aplicaciones de
glutaraldehido a lo 15,
30, 45 y 60 minutos
iniciada la evaporacion
del solvente.

Después de la
evaporacion del
solvente se deja la
solucion en reposo por
60 minutos.

La emulsion se coloca
en la parrilla de
agitacion magnética
para la evaporacion del
solvente.

Se decanta el aceite
mineral para la
extracion de las

microesferas.

Las microesferas son
secadas en un horno a
70°C por una hora.

Se almacenan hasta su
utilizacion.

{ en solucion acuosa

Las microesferas
recolectadas son
lavadas con hexano y
se someten a filtrado a
vacio.

|
|
|
|

Figura 3.2. Sintesis para la preparacion de microesferas de quitosano.
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3.3 Caracterizacion

3.3.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Se realizaron mediciones de difraccion de rayos X explorativas para la pectina, quitosano,
paracetamol y microesferas de ambos polimeros con y sin carga de farmaco utilizando el método
de polvos con una configuracion 26, voltaje de aceleracion de 40 KV y una intensidad de corriente
de 40 mA; se utilizé filtro Ko radiacién de Cu, 1 = 1.5418 A. El analisis se realizo en el
difractometro D8 ADVANCE Bruker como el que se muestra en la Figura 3.3; el rango de barrido
fue de 5 a 120°, con un tiempo de 2 s por paso y pasos de 0.02°. Las fases presentes que se
detectaron en el analisis se identificaron por medio de las tarjetas JCPDS reportadas por el software
del equipo. Esta técnica de caracterizacion utiliza un haz de rayos X que interactiia con la materia;
el haz al entrar en contacto con la materia se dispersa en varias direcciones debido a la simetria y
agrupacion de los d&tomos, dando lugar a un patrén de rayos X debido a la interferencia resultante,

el cual puede interpretarse segin la ubicacion de los atomos, aplicando la ley de Bragg.

Figura 3.3. Difractometro D8 ADVANCE Bruker.

3.3.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para el estudio morfologico de la pectina, quitosano, paracetamol y microesferas de ambos polimeros
con y sin carga de farmaco, se utiliz6 un microscopio electronico de barrido de emision de campo

(JEOL JSM-7600F) como el que se muestra en la Figura 3.4, a un voltaje de 5 a 15 kV. Como los
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polvos no son conductores, se metalizaron con cobre (Cu) para su andlisis. Esta técnica consiste en
enfocar un haz de electrones fino sobre una muestra, ésta es barrida por el haz como si fueran
pinceladas y da como resultado electrones secundarios debido a la incidencia, estos electrones son

recolectados por un detector que lo transforma en imagenes.

Figura 3.4. Microscopio electronico de barrido de emision de campo (JEOL JSM-7600F).

3.3.3 Determinacidn y distribucién de tamafio de particula

Para la determinacion y distribucion de tamaio de particula las microesferas de pectina y quitosano
con y sin paracetamol, fueron fotografiadas en un microscopio electronico de barrido de emision
de campo (JEOL JSM-7600F) a un voltaje de 5 a 15 kV; se tomaron 15 fotografias, de estas
fotografias se determino el tamafio promedio de particula y la distribucion de tamafio de particula,

utilizando el software ImageJ y haciendo uso de la estadistica.

3.3.4 Espectrometria infrarroja (FT-IR)

En la técnica de infrarrojo los fotones de radiacion infrarroja son absorbidos por los enlaces de una
molécula pasando a niveles vibracionales superiores cada tipo de enlace absorbe radiacion
infrarroja a una frecuencia distinta, lo que permite obtener un espectro de reflexion de las bandas

de los grupos funcionales de sustancias organicas e inorganicas y por lo tanto su identificacion.

El andlisis de infrarrojo se llevo acabo para determinar los principales grupos funcionales presentes

en los precursores (pectina, quitosano y paracetamol) y en las microesferas con y sin carga de
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farmaco. El andlisis se realizd en un espectrémetro de infrarrojo por transformada de Fourier
modelo Tensor27 Bruker, como el que su muestra en la Figura 3.5. Para la preparacion de la
muestra a analizar se mezcld bromuro de potasio con la muestra problema; posteriormente se
compacto cada muestra para la formacion de una pastilla la cual fue analizada. Las bandas presentes

en los espectros se compararon con las existentes en la literatura.

Figura 3.5. Espectrometro de infrarrojo por transformada de Fourier Tensor 27 Bruker.

3.3.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido, es una técnica termoanalitica, donde la diferencia de calor
entre una muestra referencia y una muestra problema es medida en funcion de la temperatura. Por
ello, ambas muestras se mantienen casi a la misma temperatura durante todo el experimento. Esta

técnica permite determinar temperaturas de transformacion y la entalpia de sélidos y liquidos.

Se utiliz6 un analizador térmico simultaneo (DSC/TG) STA Q600 TA Instruments como el que se
muestra en la Figura 3.6, para la determinacion de las temperaturas de transicion vitrea, de fase y
de fusidn en los precursores (pectina, quitosano y paracetamol) y en las microesferas con carga de
farmaco. Para todos los andlisis se utilizd un crisol de alimina, ademas el proceso se llevd bajo
atmosfera controlada de Ar. En la Tabla 3.6 se observa las variables que se utilizaron para la

realizacion de los termogramas:
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Figura 3.6. Analizador térmico simultaneo (DSC/TG) STA Q600 TA Instruments.

Tabla 3.6. Variables para la realizacion de los estudios DSC.

Muestra Masa analizada  Temperatura de Temperatura Velocidad de

(mg) inicio (°C) final (°C) calentamiento
(°C/min)

Pectina pura 25.8020 25 300 10

Quitosano puro 23.0870 25 250 10

Paracetamol 23.8880 25 250 5

MPP @ 38.9300 25 200 10

MQP @ 22.4210 25 250 10

Nota: () MPP= Microesferas de pectina con carga de paracetamol; ) Microesferas de quitosano con carga de paracetamol.

3.3.6 Eficiencia de encapsulacion

Para la determinacion de la eficiencia de encapsulacion se utilizo un espectrometro UV-Vis lambda
25 marca PerkinElmer como el que se muestra en la Figura 3.7. Para la calibracion del
espectrometro UV-Vis, se prepard una disolucion patron de hidroxido de sodio (NaOH) 0.175 mM
(pH=8); a partir de esta disolucion, se prepararon 5 disoluciones de paracetamol de concentracion
conocida (2.5, 5, 10, 20 y 30 ppm), las disoluciones se guardaron en viales de polipropileno de 15

mL hasta su uso.

Para la preparacion de las disoluciones de las microesferas de pectina con carga de farmaco, se

tomo 0.1 g de microesferas, se diluyeron en 50 mL de la disolucion de NaOH. Las disoluciones de
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microesferas de pectina, se sometieron a agitacion magnética por 60 min a una velocidad de 480
rpm para liberar el paracetamol de las microesferas. Posteriormente las disoluciones se filtraron a
vacio dos veces para asegurar la separacion del polimero de las disoluciones y asi evitar su
interferencia en la medicion del espectro de absorcidn; en la primera filtracion se utilizé papel filtro
whatman niimero 42, el cual retiene particulas > 2.5 pm; en la segunda filtracion se utilizo papel
filtro millipore, el cual retiene particulas > 0.45 um. Las disoluciones resultantes se colocaron en

viales de polipropileno de 100 mL hasta su utilizacion.

Para la preparacion de las disoluciones de las microesferas de quitosano con carga de farmaco, se
tomo 0.05 g de microesferas, se diluyeron en 50 mL de la disoluciéon de NaOH. Las disoluciones
de microesferas de quitosano, se sometieron a agitaciéon magnética por 48 h a una velocidad de 480
rpm para liberar el paracetamol de las microesferas. El proceso de filtrado fue el mismo que para

las microesferas de pectina.

Figura 3.7. Espectrometro UV-Vis lambda 25 marca Perkin-Elmer.

Para este analisis, se midio el espectro de absorcion de las disoluciones patron de paracetamol
desde 190 a 1100 nm y se localizdé su maximo de absorcion. Esto proporciond una recta de
calibracion. Para el andlisis de las muestras problemas se realizé el mismo procedimiento. Con la
ecuacion de la linea recta proporcionada por la curva de calibraciéon se obtuvieron las
concentraciones de paracetamol en las muestras problema. Para la determinacion de la eficiencia

de encapsulacion se utilizo la Ec. (3.1).
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masa de farmaco encapsulado en las microesferas

Eficiencia de encapsulacién = x100 (3.1)

masa real del farmaco

3.3.7 Liberacién del fArmaco de las microesferas cargadas

Para las pruebas de liberacion de fArmaco se prepararon 18 diferentes muestras, cada una contenia
0.1 g de microesferas (pectina o quitosano) cargadas con farmaco en 50 mL de solucion PBS (buffer
fosfato salino) pH= 7.2-7.4, las muestras se incubaron a 37 + 2 °C con agitacion constante de 100
rpm. Para la determinacién de la concentracion se tomaron alicuotas a diferentes tiempos. Las
alicuotas fueron analizadas por UV-Vis para la medicion de la absorbancia y asi determinar la

concentracion del fArmaco a un tiempo determinado por medio de una curva de calibracion.

3.3.8 Pérdida de humedad

Para la determinacion de la pérdida de humedad; después del filtrado a vacio, las microesferas
fueron pesadas, este peso se registro, y las microesferas fueron colocadas en un horno por 1 h a
70°C, pasado este tiempo las microesferas fueron puestas en un desecador por 48 h a temperatura
ambiente, el peso final se determind cuando ya no hubo variacion de peso de la muestra. La pérdida

de humedad se calcul6 utilizando la Ec. (3.2).

masa inical — masa final

% humedad = — x 100 (3.2)
masa inicial

3.3.9 Porcentaje de rendimiento

El rendimiento se obtuvo utilizando la Ec. (3.3) para las microesferas de pectina y para las
microesferas de quitosano se utilizé la Ec. (3.4), [40]. El porcentaje de rendimiento se realiz6 para

cada lote.

masa recuperada

% de rendimiento = x 100 (3.3)

masa real

o peso de las microesferas producidas
% de rendimiento = , (3.4)
peso del agente entrecruzante + peso de quitosano
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3.3.10 Potencial Z

Se determino el potencial Z del paracetamol y de las microesferas poliméricas con y sin carga de
farmaco para determinar la carga electrostatica de las particulas, utilizando el equipo Zeta-meter
3.0+ (Fig. 3.8). Se prepararon alicuotas de cada muestra problema a 10 ppm en solucién PBS y se

utilizo un voltaje de 40 milivolts (mV).

Figura 3.8. Sistema Zeta-meter 3.0+.
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Capitulo IV

4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En esta seccion se describen los resultados obtenidos de la caracterizacion estructural tanto de los
materiales precursores (pectina, quitosano y paracetamol), como de las microesferas poliméricas
con y sin carga de fairmaco, mediante difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de
barrido (MEB), espectrometria infrarroja (FT-IR), determinacion y distribucion de tamafio de
particula, potencial Z y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se evaluaron propiedades como
la eficiencia de encapsulacion, cinética de liberacion de farmaco, pérdida de humedad y el

porcentaje de rendimiento de las microesferas poliméricas.

4.1 Determinacion de las variables para la sintesis de microesferas de pectina y quitosano

Como se expuso en el apartado 3.2 del desarrollo experimental se realizaron varios experimentos
para encontrar las variables adecuadas para la sintesis de microesferas, los resultados obtenidos

para la pectina se presentan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resultados de los experimentos realizados con pectina.

Nombre Cantidad Temperatura Velocidad Tiempo Resultado
de la de de de agitacion de obtenido
formulacion pectina (9) evaporacion (rem) agitacioén
de (min)

solvente (°C)

PL1 1 60 10000 15 Formacion de un
gel.

PL2 1 70 10000 15 Microesferas

PL3 1 80 13500 20 Microesferas

PL4 6 60 10000 15 Formacion de un
gel.

PL5 6 70 10000 15 Formacion de un
gel.

PL6 6 80 13500 20 Formacion de un
gel.

PL7 3 60 10000 15 Formacion de un
gel.

PL8 3 80 13500 15 Microesferas
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PL9 3 80 13500 20 Microesferas

PL10 1.5 60 10000 15 Formacion de un
gel.

PL11 1.5 70 10000 15 Microesferas

PL12 1.5 80 13500 20 Microesferas

En el caso de las formulaciones PL1, PL4, PL7 y PL10 el resultado fue la formacién de un gel,
debido a que la temperatura no fue la adecuada para la evaporacion del solvente. Al ser la
temperatura demasiado baja, la evaporacion del solvente es demasiado lenta, propiciando la
formacion de un gel, el cual al ser lavado y secado se obtuvo una masa rigida sin forma, de color

beige, la cual no puede ser rehidratada (Figura 4.1).

Para las formulaciones PL5 y PL6 también hubo formacion de un gel debido al exceso de pectina
que se utilizd, al no aumentar la fase acuosa y la fase orgénica la formacion de un gel fue mas
rapida, en aproximadamente dos horas de iniciada la evaporacion del solvente ya se apreciaba el
gel debido a un incremento en la viscosidad de la solucion. En el caso de las formulaciones PL2 y
PL3, se obtuvieron polvos finos de color marréon y sin aglomerados a simple vista, en las
micrografias de las Figuras 4.2 y 4.3 se observa la formacion de agregados para estas
formulaciones, también se observo que las particulas agregadas son semi-esféricas. PL8 y PL9 son
formulaciones similares, pero la formulacion PL8 no contenia glutaraldehido, los resultados de
estas formulaciones fueron polvos finos de color beige sin aglomerados visuales. La diferencia
entre estas dos formulaciones se observo en el microscopio, ya que las particulas de la formulacion
que no contenia glutaraldehido (Fig.4.4), son mas grandes, de superficie rugosa e irregular,
presentan algunos agregados y su forma es semi-esférica. Para la formulacion que contenia
glutaraldehido (Fig. 4.5), se observaron particulas mas pequefias y mas esféricas, la superficie de
algunas microesferas fue rugosa, pero esto es debido a la deshidratacion que sufren cuando se les

retira la humedad.

Por ultimo, las formulaciones PL11 y PL12 fueron una réplica a escala de la formulacion PL9; para
estas dos formulaciones se observaron las mismas caracteristicas que para la formulacion PL9. Se
pudo observar que para la evaporacion del solvente la temperatura adecuada es a 80°C, con 70°C
también se obtuvieron buenos resultados pero el tiempo de evaporacion del solvente se extiende y

las caracteristicas finales de las microesferas son muy similares a cuando se evapora el solvente a
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80°C. Para la realizacion de la sintesis de microesferas de pectina con paracetamol, se utilizo la
formulacion PL12 por las buenas caracteristicas que se obtuvieron en las microesferas, ademas
como el proceso fue a escala la cantidad de fase orgéanica se redujo, por lo tanto se redujo el desecho

de aceite mineral.

5.0kV LEI

Figura 4.2. Micrografia de microesferas de pectina formulacion PL2 a 50X.

42



Figura 4.4. Micrografia de microesferas de pectina formulacion PL8 a 250x.
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Figura 4. 5. Micrografia de microesferas de pectina formulacion PL9 a 100x.

Los resultados de la experimentacion realizada con quitosano se muestran en la Tabla 4.2; la
primera formulacidon QL1 presentd buenos resultados para la formacion de microesferas, se
obtuvieron polvos finos de color café oscuro y no presentaron aglomerados a simple vista; en las
micrografias de esta formulacion (Figura 4.6), se observo que las microesferas fueron de tamano

pequetio y superficie lisa.

La segunda formulacion QL2 solo fue una réplica a escala del primer experimento, para verificar
que a escala también se dieran las mismas propiedades en las microesferas de quitosano. Se
observaron las mismas propiedades que en la formulacion QL1; polvos finos de color café y sin
aglomerados a simple vista, en el estudio en el microscopio electrénico de barrido se observaron

microesferas de superficie lisa y tamafo pequeio.

Para la formacion QL3 el resultado obtenido fue la formacion de un gel, debido a que la temperatura
no fue la adecuada para la evaporacion del solvente. Se decidio realizar la experimentacion con la
formulacion QL2; de igual manera que en la pectina para reducir la fase organica y por lo tanto el

residuo de aceite mineral.
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Tabla 4.2. Resultados de los experimentos realizados con quitosano.

Nombredela  Cantidad Temperaturade Tiempode Velocidad Resultado
formulacion de evaporacion de  agitaciéon  de agitacion obtenido
guitosano solvente (°C) (min) (rpm)
(9)
QL1 3 80 20 10000 Microesferas
QL2 1 80 20 10000 Microesferas
QL3 3 60 20 10000 Formacion de gel

X 10,000 15.0kV SEI

Figura 4.6. Micrografia de microesferas de quitosano formulacion QL1 a 10000x.

4.2 Caracterizacion de materiales precursores y microesferas con y sin carga de farmaco

Es de gran importancia conocer las caracteristicas de los materiales precursores con los cuales se
realizod la sintesis de las microesferas de pectina y quitosano, asi mismo las caracteristicas de las
microesferas con carga y sin carga de farmaco. En esta seccion se presentan los resultados
obtenidos de la caracterizacion de los materiales precursores y de las microesferas con carga y sin

carga de paracetamol.
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4.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Para conocer si los materiales precursores son amorfos o presentan fases cristalinas se realizaron
estudios de difraccion de rayos X. En la Figura 4.7 se muestra el espectro de la pectina pura en el
cual se puede verificar que la pectina es un material amorfo, presenta dos protuberancias en el
angulo 20 que comienzan en 10° y terminan en 25°. Este andlisis también demostr6 la baja
cristalinidad de la pectina de alta metilacion >74%; cuando se tiene una pectina de baja metilacion
< 50% se obtiene alta cristalinidad por el menor niimero de acidos galacturénicos metil

esterificados.

300 -
275 -
250 -
225 -
200 {
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Figura 4.7. DRX de pectina pura de alta metilacion >74%.

Carbinatto y col. [41] estudiaron las propiedades fisicas de mezclas pectina-almidon reticuladas
con trimetafosfato de sodio. Al analizar por difraccion de rayos X encontraron una serie de picos
bien definidos a 12.7°, 18.42°, 28.22° y 40.14° (20), como se muestra en la Figura 4.8, con lo cual
se demuestra el comportamiento cristalino de la pectina de baja metilacion; siguiendo con el estudio
encontraron que la mezclas de pectina-almidon reticuladas en medio bésico, disminuyen la
cristalinidad de la pectina. Estos investigadores atribuyen este comportamiento a que el tratamiento

alcalino promueve una reorganizacion estructural, resultando en un deterioro del grado de

cristalinidad.
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Otro ejemplo claro de que la pectina no siempre se presenta amorfa es el que presentan Mishra y
col. [42], éstos investigadores desarrollaron membranas de hidrogel de una mezcla de pectina y
polivinilpirrolidona (PVP) para la entrega de drogas; al caracterizar la pectina por difraccion de
rayos X, observaron que la pectina pura muestra picos en 9°, 12.70°, 18.42°, 28.22° y 40.14° (20)
como se indica en la Figura 4.9, lo cual indica claramente el comportamiento cristalino de la

pectina. El grado de cristalinidad de esta muestra fue de 42.89%.
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Figura 4.8. DRX de pectina pura en su forma cristalina [41].
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En el caso de quitosano se observaron dos semi-picos en 14.5° y 20° (20), como se muestra en el
espectro de la Figura 4.10; lo que indica que el quitosano es un polimero semicristalino, de acuerdo
con la literatura el quitosano muestra una celda unitaria ortorrombica. Esta cristalinidad se debe a
la regularidad del empaquetamiento de sus cadenas, por el alto grado de desacetilacion > 75%. La
mayoria de los investigadores reportan este comportamiento semicristalino por ejemplo Vongchan
y col.[43] encontraron un patrén de difraccion de rayos X, muy parecido al encontrado en este
trabajo, encontraron semi-picos en 11.1° y 19.9° (20) como se muestra en la Figura 4.11. El
movimiento del primer pico se debe al mayor grado de desacetilacion, estos investigadores

utilizaron quitosano con un grado de desacetilacion de 89%.
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Figura 4.10. DRX de quitosano puro de alta desacetilacion >75%.
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Figura 4.11. DRX de derivados de esqueletos de cangrejos: (A) quitina, (B) quitosano, (c) polisulfato de
quitosano [43].
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El ultimo precursor, el paracetamol muestra un patron de difraccion de rayos X bien definido como
se observa en la Figura 4.12. Este presenta una estructura monoclinica, este tipo de estructura es
tipica del paracetamol comercial. Para la indexacion se tomd de referencia la tarjeta patron COD
2300230, proporcionada por el software del difractometro D8 ADVANCE. Se realizé una
comparacion del espectro de difraccion obtenido con el logrado por Nichols y col. [44] (Fig. 4.13).
Para esta comparacion solo se utilizaron las primeras 30 reflexiones con mayor intensidad, ya que
estos autores mencionan que la huella dactilar del paracetamol esta representada por éstas de mayor
intensidad. En la Tabla 4.3 se muestra esta comparacion. Se realizaron comparaciones respecto a
las distancias interplanares (d(A)) (Angstroms), planos (hkl) y los 4ngulos en 260. Se observo que
los espectros de rayos X son muy parecidos; respecto a la Tabla 4.3, se observa que las distancias
interplanares y los dngulos en 20 son muy parecidos, donde se encuentra un poco de diferencia es
en los planos (hkl), esta diferencia se da porque estos investigadores solo analizan un cristal de

paracetamol y la orientacion del haz esta bien definida en un sola orientacion del cristal.
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Figura 4.12. DRX de paracetamol puro >99%.
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Figura 4.13. Patron de difraccion de rayos X para paracetamol monoclinico [44].

Tabla 4.3. Comparacion de parametros de paracetamol puro >99% y paracetamol de referencia [44]

Paracetamol Pureza > 99% Paracetamol referencia [44]
d(A) hkl 26 d(A) hkl 20
7.296 110 12.120 7.301 001 12.112
6.398 001 13.829 6.398 101 13.830
5.805 200 15.250 5.809 002 15.240
5.702 201 15.526 5.709 101 15.508
5.631 111 15.724 5.640 110 15.700
5.285 011 16.759 5.294 111 16.732
4.936 210 17.954 4.877 111 18.175
4.690 020 18.906 4.690 020 18.905
4.348 120 20.406 4.355 021 20.376
4.268 111 20.793 4.276 112 20.756
3.903 121 22.763 3.849 112 23.087
3.848 311 23.094 3.785 121 23.483
3.648 220 24.378 3.650 022 24.367
3.593 201 24.757 3.596 103 24.741
3.355 211 26.568 3.355 122 26.545
3.276 112 27.193 3.280 211 27.165
3.199 002 27.864 3.201 202 27.847




3.136 321 28.430 3.140 122 28.403
3.074 312 29.018 3.075 211 29.012
3.046 411 29.296 3.048 113 29.887
2.985 320 29.909 2.987 023 31.273
2.852 221 31.335 2.858 221 31.877
2.809 031 31.829 2.805 032/131 32.575
2.752 230 32.499 2.747 132 34.173
2.618 131 34.211 2.622 132 35.706
2.512 331 35.712 2.513 114 36.195
2.477 511 36.223 2.480 033 36.094
2.432 330 36.928 2.434 204 37.466
2.397 202 37.477 2.398 213 37.896

La técnica de difraccion de rayos X para las microesferas de pectina con y sin carga de paracetamol
(Fig. 4.14), revel6 que la pectina continud con su comportamiento amorfo después de la sintesis

para la formacion de las microesferas, tal como se muestra en el espectro de color rojo; el espectro

de color negro corresponde a la pectina pura, se coloco solo como referencia.

Por otra parte, el espectro de difraccion de rayos X para las microesferas de pectina con paracetamol
de color rosa, reveld que continu6 el comportamiento amorfo de la pectina, pero hicieron presencia
9 picos correspondientes al farmaco, estos picos de difraccion son de los primeros picos de mayor
intensidad en el espectro del farmaco, en este caso se presentd con menor intensidad debido a la
presencia de la pectina, en la Tabla 4.4 se presentan las caracteristicas de estos picos y se comparan

con los picos del paracetamol encontrados anteriormente; la presencia de estos picos fue debido al

paracetamol que recubre las microesferas de pectina.
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Figura 4.14. Espectro de difraccion de rayos X para las microesferas de pectina con y sin paracetamol.

Tabla 4.4. Comparacion de los angulos 20 encontrado en el espectro de las microesferas de pectina con
paracetamol y el espectro de paracetamol puro.

Angulo 26 encontrado en el Angulo 26 del patron de Planos (hkl)

espectro de las microesferas difraccion de rayos X

de pectina con paracetamol
12.120 12.120 (110)
13.904 13.829 (001)
15.566 15.526 (201)
16.759 16.759 (011)
18.100 18.190 (211D
20.379 20.406 (120)
23.400 23.500 (021)
24.354 24.378 (220)
26.600 26.542 (121)

El espectro de difraccion de rayos X para las microesferas de quitosano con y sin paracetamol (Fig.
4.15) muestra que el quitosano continué con su comportamiento amorfo después de la sintesis. En
color rojo se representa el espectro de difraccion de rayos X de las microesferas de quitosano sin

farmaco y se observd que desaparece la protuberancia mas sobresaliente que se encontrd en el
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espectro de quitosano puro a 20° (26), el espectro de difraccion de rayos X del quitosano puro se
encuentra representado por el espectro de color negro para su comparacion. Por lo tanto la sintesis

para la produccion de las microesferas no afect6 al quitosano.

En color azul se muestra el espectro de difraccion de rayos X de las microesferas de quitosano con
paracetamol y se observd que también continia con el comportamiento amorfo después de la
sintesis, pero en este caso solo se presentd una protuberancia a 20.5° (26), esta protuberancia se
present6 con mas intensidad debido a la presencia del farmaco, pero a diferencia de las microesferas
de pectina en el espectro de las microesferas de quitosano no se difractdé ningin pico del
paracetamol de manera paralela con el espectro del quitosano, esto debido a que la cantidad de

farmaco en la superficie de las microesferas es casi nula.

—— Quitosano puro
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Figura 4.15. Espectro de difraccion de rayos X para las microesferas de quitosano con y sin paracetamol.

4.2.2 Microscopia electréonica de barrido (MEB)

Para conocer la morfologia de los precursores se realizaron estudios de microscopia electronica de
barrido; en el caso de la pectina pura que se muestra en la Figura 4.16 (a), se observo que esta

constituida por particulas irregulares alargadas, con un amplio rango de tamafio de particula, su
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superficie no es totalmente lisa, ya que muestra zonas donde la superficie es rugosa. En el caso del
quitosano puro que se muestra en la Figura 4.16 (b), present6 particulas en forma de hojuelas
alargadas, de superficie lisa e irregular y de diversos tamanos. En el paracetamol puro que se
muestra en la Figura 4.17 se observaron particulas grandes e irregulares, semi-planas y de

superficie lisa con pequenas incrustaciones de pequeiias particulas del mismo farmaco.

Figura 4.17. Micrografia de paracetamol puro 500X.

En la Figura 4.18 se observan varias micrografias de microesferas de pectina sin carga de
paracetamol, en la micrografia (a) se muestra una vista general de las microesferas de pectina sin

carga de farmaco, donde se observo el tamaiio; en la micrografia (b) se presenta un acercamiento
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de las microesferas de pectina donde se observo la superficie y la forma; en la micrografia (c) se
observé que las microesferas presentaron forma esférica y superficies rugosas con formacion de
estrias, este tipo de estrias se presentan debido a la pérdida de humedad y a la temperatura a la cual
fueron expuestas para la metalizacion la cual se realiza para que éstas puedan ser vistas en el
microscopio electronico de barrido ya que no son conductoras; en la micrografia (d) se muestra
una microesfera de pectina con forma esférica en la cual no se observo presencia de poros en la
superficie. En la Figura 4.19, se presentan dos micrografias donde se observa que las microesferas
de pectina presentaron porosidad en su interior, en la micrografia (a) se muestran los poros de una
microesfera cortada por la mitad, y en la (b) se presenta una fraccion de una microesfera de pectina,
el tamafio de los poros es de aproximadamente de 2 a 3 um, por lo tanto son poros de tamafo medio
comparado con el tamaiio de las microesferas. Este tamafio de poro, asegura una mayor eficiencia

de encapsulacion.

Figura 4.18. Micrografias de microesferas de pectina sin carga de paracetamol (a) 100x, (b)250x, (¢)500x
y (d)1000x, formulacion PL12 .
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Figura 4.19. Micrografias de las microesferas de pectina sin paracetamol mostrando la porosidad interior,
(a) 2000x y (b) 500x, formulacion PL12.

Las microesferas de pectina con carga de fArmaco presentaron caracteristicas morfoldgicas un poco
diferentes a las caracteristicas de las microesferas de pectina sin carga. En la Figura 4.20, en la
micrografia (a) se observan las microesferas de manera general, y se observaron tamafios de
particula menores que en las microesferas de pectina sin carga de farmaco; en la micrografia (b) y
(c) se observaron las microesferas a mayores aumentos, su forma fue esférica, en cambio su
superficie fue rugosa e irregular, no present6 poros en la superficie y se observé que el paracetamol

recubre las microesferas en forma de escamas irregulares tal como se muestra en la micrografia

(d).

El método de emulsion y evaporacion de solvente es un método eficiente para la obtencion de
microesferas de polimeros con la morfologia y las caracteristicas superficiales requeridas en
comparacion con otros métodos [45]. Algunos investigadores como Lee y col. [46] utilizaron el
método de secado por aspersion y obtuvieron particulas irregulares como las que se muestran en la
Figura 4.21, en la cual se observan particulas semiesféricas con presencia de estrias parecidas a las

que presentaron las microesferas de pectina de este trabajo.
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Figura 4.20. Micrografias de microesferas de pectina con carga de paracetamol (a) 250x, (b)500x,
(c)500x y (d)1200x, formulacion P4.

Figura 4.21. Micrografia de microesferas de pectina sintetizadas por secado por aspersion [46].

Continuando con el estudio morfolégico de las microesferas de quitosano, en la Figura 4.22 se
observan las microesferas de quitosano; en las micrografias (a), (b) y (c) se observo un amplio

rango de tamafios de particulas de forma esférica y superficie lisa, en la micrografia (d) se presenta
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una microesfera de quitosano a mayores aumentos donde se observa a detalle la forma esférica y
su superficie rugosa. En ninguna de las micrografias se observé porosidad en la superficie. En la
Figura 4.23 se muestran dos micrografias, en la micrografia (a) se muestra los poros internos de
una microesfera de quitosano, los poros fueron de tamafio medio comparados con el tamafio de las

microesferas, estos poros aseguran una mayor eficiencia de encapsulacion de paracetamol.

Figura 4.22. Micrografias de las microesferas de quitosano sin paracetamol, (a) 10000x

, (b) 10000, (c) 10000x y (d) 100000, formulacién QL2.
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Figura 4.23. Micrografia de una microesfera de quitosano sin paracetamol mostrando la porosidad
interna, 2000x formulacion QL2.

Las microesferas de quitosano cargadas con paracetamol presentaron caracteristicas un poco
diferentes a las caracteristicas morfologicas de las microesferas sin carga. En la Figura 4.24 se
observan varias micrografias de las microesferas de quitosano con carga de fdrmaco; en la
micrografia (a) se observo de manera general el tamafio de las microesferas, en este caso el tamafio
fue menor que en las microesferas sin carga debido a la interaccion farmaco—polimero. En las
micrografias (b), (c) y (d) se observo que las microesferas tienen forma esférica y morfologia lisa;

en este caso no se observo farmaco en la superficie.

Genta y col. [47] desarrollaron microesferas de quitosano para la liberacion de drogas, aplicando
el método de emulsion y evaporacion de solvente para la sintesis, el estudio de la morfologia de
estas microesferas mostrd la formacion de particulas con forma esférica, superficie lisa y con la
presencia de poros en la superficie, tal como se muestra en la Figura 4.25; también se puede

observar que las microesferas se encuentran agregadas, lo cual no se present6 en este trabajo.
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Figura 4.24. Micrografias de las microesferas de quitosano con paracetamol, (a) 5000x, (b) 10000x, (c)
10000x y (d) 10000x, formulacion Q4.

Figura 4.25. Micrografia de microesferas de quitosano [47].
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4.2.3 Determinacion y distribucion de tamafio de particula

En la Figura 4.26 se observa una grafica de frecuencia acumulada de tamafio de particula de las
microesferas de pectina sin cargada de farmaco, donde se observd que el 50% de las particulas
presentaron un didmetro inferior a 20.5 pm, y el 75% de las particulas presentaron diametros
menores a 28 pm. La Figura 4.27 muestra un histograma donde se observa con mas detalle qué
numero de particulas corresponde a cada clase de tamafio de diametro; el mayor nimero de
particulas se encontré entre 18.8 a 34.9 um de diametro. El histograma muestra una distribucion
de tamafio de particula que va desde 2.7 hasta 83.3 um lo cual es relativamente amplio, pero cabe
mencionar que el nimero de particulas que se encontré después de 59.1 pm es bajo. En los datos
estadisticos se encontrd que el didmetro promedio es de 26 um, con una desviacidon estandar de

11.31.
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Figura 4.26. Grafica de frecuencia acumulada de la distribucion de tamafio de las microesferas de pectina
sin carga de paracetamol.
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Figura 4.27. Histograma de tamafio de particula de las microesferas de pectina sin carga de paracetamol.

Comparando los resultados de las microesferas de pectina sin paracetamol con las que si contenian,
se encontrd que el 50% de las microesferas con carga de farmaco tienen un didmetro menor a 19.5
um y el 75% tiene didmetros menores a 31.5 pm, tal como se muestra en la grafica de frecuencia
acumulada de la Figura 4.28. Este aumento de diametro se debid a que la distribucion de tamafos
fue mas pequena tal como se muestra en el histograma de la Figura 4.29. El didmetro promedio de
las microesferas de pectina con paracetamol fue de 25 pm con una desviacion estandar de 13.68.
El tamano de las microesferas de pectina sin y con paracetamol se mantuvo constante, ya que la
diferencia de didmetros es de solo 1 um aproximadamente; por lo tanto la incorporacion del

farmaco no afecto el tamafio de la microesfera.
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Figura 4.28. Grafica de frecuencia acumulada de la distribucion de tamafio de las microesferas de pectina
con carga de paracetamol.
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Figura 4.29. Histograma de tamafio de particula de las microesferas de pectina con carga de paracetamol.
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Para las microesferas de quitosano sin paracetamol se obtuvieron microesferas muy pequenas tal
como se muestra en la grafica de frecuencia acumulada de tamafio de particula (Fig. 4.30); el 50%
de las particulas presentaron didmetros menores a 0.4 um y el 75% de las particulas presentaron
un didmetro menor a 0.6 um, esto quiere decir que el 75% de las particulas no rebasaron la micra
de tamafio. En el histograma de la Figura 4.31 se demuestra que la mayoria de las particulas se
encontraron en el rango de 0.4 a 0.8 um y que la distribucion de tamano fue pequefia ya que abarca
de 0.2 a 1.9 um. El didametro promedio de estas microesferas fue de 0.6 pm con una desviacion

estandar de 0.25.
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Figura 4.30. Histograma de tamafio de particula de las microesferas de quitosano sin carga de
paracetamol.
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Figura 4.31. Grafica de frecuencia acumulada de la distribucion de tamafio de las microesferas de
quitosano sin carga de paracetamol.

Las microesferas de quitosano cargadas con paracetamol presentaron un comportamiento similar a
las microesferas sin carga; en la Figura 4.32 se muestra la grafica de frecuencia acumulada de las
microesferas de quitosano con carga de farmaco, donde se observo que el 50% de éstas presentaron
didmetros menores a 0.5 pm, comparando este valor con el de las microesferas de quitosano sin
carga, la diferencia solo fue de 0.07 um. E1 75% de las particulas con carga de paracetamol presento
un diametro menor a 0.7 um, nuevamente la diferencia entre las microesferas con y sin carga fue
minima, 0.05 um. El histograma de la Figura 4.33 muestra que la mayoria de las particulas se
encontraron entre 0.5 a 0.9 um, el rango de distribucion de tamafio también fue pequeiio abarco de
0.1 a2 pum, se debe de mencionar que a partir de 1.5 pm, el numero de particulas fue pequefio. El
tamafio promedio de particula para las microesferas de quitosano con carga fue de 0.6 um con una

desviacion estandar de 0.24.

Se realiz6 una comparacion con los datos encontrados por otros investigadores, se observé que el
tamafio de las microesferas de quitosano obtenido en este trabajo es inferior. Nayak y col. [48]
reportan valores de tamafio de particula de 62 a 210 um. Esta diferencia de tamafio se debe a que
estos investigadores utilizaron menor cantidad de agente entrecruzante (glutaraldehido),

recordemos que el glutaraldehido ayuda a disminuir el tamafo de las microesferas.
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Figura 4.33. Grafica de frecuencia acumulada de la distribucion de tamafio de las microesferas de
quitosano con carga de paracetamol.
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Figura 4.32. Histograma de tamafio de particula de las microesferas de quitosano con carga de
paracetamol.



4.2.4 Espectrofotometria infrarroja (FT-IR)

Para conocer los principales grupos funcionales que estan presenten en los precursores, se realizo
un analisis de espectrofotometria de infrarrojo. En el caso del espectro de la pectina pura (Fig.
4.34), la literatura menciona que se traslapan muchas bandas, por lo cual solo se identificaron los
principales grupos funcionales de la huella dactilar. En la Tabla 4.5 se muestran las principales
bandas que se tomaron en cuenta para el estudio. Los grupos presentes son hidroxilo (-OH),
carbonilos (C=0), nitrilo (-CN), metil (-CH3), metilo (-CH) y metileno (-CH2). Se compar6 este
analisis con el realizado por Kumar y col. [49] estos investigadores encontraron bandas similares
para la pectina a las encontradas en este trabajo, por ejemplo, el grupo (-OH) a 3403 cm™!, (-CH)
22932 cm™, (-CO)a 1648 cm™!, (-CH,)a 1458 cm’!, (-OH) a 1381 cm™ y por ultimo (-CN) a 1018

cm’!; el desfase de algunas bandas se debe al grado de metilacién de la pectina que se utilizo.
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Figura 4.34. Espectro de infrarrojo de la pectina pura.
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Tabla 4.5. Principales grupos funcionales detectados en el espectro de infrarrojo de la pectina pura.

Grupo funcional Ndmero de onda (cm™)
-OH 3441
-CH 2935
C=0 1752
C=0 1627
-CH; 1450
-OH 1367
C-O 1015
-CH3; 920

En el espectro de infrarrojo del quitosano (Fig. 4.35), se encontraron 11 bandas principales las
cuales son caracteristicas de la molécula de quitosano, estas bandas se muestran en Tabla 4.6. Es
evidente la presencia de la banda del grupo (OH) a 3417 cm™!, a 2893 cm™! se presento la banda del
grupo (-CH), a 1660 cm™! se observé el primer grupo (C=0), en 1578 cm! se presentd la primer
amina, algunos autores sefialan una banda a 3215 cm™! aproximadamente donde aparece un amina,
tal banda no se presento en el epectro de infrarrojo del quitosano de este trabajo, a 1426 cm™ se
presento el grupo (-CHz), a 1319 el grupo (C-N), en 1072 se aprecia el grupo (-C-O), por ultimo,
las bandas 1021 cm™, 895 cm™!, 661 cm™ y 573 cm! se deben a un enlace glucosidico (C-O-C).
Autores como Hernandez y col [50] encontraron este tipo de bandas a partir de 1070 cm™ hasta

aproximadamente 556 cm™!, ellos atribuyen estas bandas a la presencia de grupos pirandsicos.
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Figura 4.35. Espectro de infrarrojo de quitosano puro.

Grupo Ndmero de Onda (cm™?)
-OH 3417
-CH 2893
C=0 1660
-NH: 1579
-CH; 1426
C-N 1319
C-O 1072
1021
C-0-C 895
661
563
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Para el espectro de infrarrojo del paracetamol (Fig. 4.36) se tomaron en cuenta las bandas mas
representativas. Las bandas tomadas en cuenta se muestran en la Tabla 4.7. La banda a 3324 cm™!
corresponde a (-NH), algunos investigadores encontraron una banda de (-OH), tal es el caso de
Bashpa y col. [51] que encontraron esta banda a 3300 cm’!, en este trabajo no se observo esta banda,
en cambio se registro una banda a 3100 cm™! correspondiente a (-CH); siguiendo con el estudio la
siguiente banda que se identifico fue a 1805 cm™ y pertenece a (-CHz), a 1654 cm’! se present6 el
primer grupo (C=0), muy cerca de este a 1616 cm™' se observo el grupo (C=C), a 1564 cm’!, 1508
cm-! y 1250 cm™! se identificd nuevamente el grupo (-NH), pero a esta longitud de onda la
presencia de este grupo es por flexidon no por estiramiento como en la primer banda que se registro
a 3324 cm’!, a 1438 cm™! se identifico el grupo (C-C) y por ultimo a 1110 cm™ y 841 cm! se

encontro el grupo (-CH); estas son las bandas que conforman la huella dactilar del paracetamol.
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Figura 4.36. Espectro de infrarrojo del paracetamol puro.
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Tabla 4.7. Principales grupos funcionales detectados en el espectro de infrarrojo del paracetamol puro.

Compuesto NUmero de onda (cm™)
-NH 3325
-CH 3107
-CH; 1851
C=0 1651
Cc=C 1610
NH 1564
1508
1256
C-C 1432
-CH 1174
833

Las bandas identificadas en los espectros de infrarrojo de los materiales precursores son
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en estos. Estas bandas fueron comparadas con
las bandas registradas después de la sintesis de las microesferas poliméricas para identificar si
existidé una modificacion del polimero y una interaccion polimero-farmaco, lo cual se reflejaria en
el movimiento de las bandas de los espectros de infrarrojo de los materiales. En el estudio de
infrarrojo realizado a las microesferas de pectina sin y con paracetamol, se observé que el farmaco
no interactiia con la pectina. En la Figura 4.37 aparecen 4 espectros de infrarrojo; el espectro de
color verde pertenece a la pectina pura, el espectro de color rojo representa las microesferas de
pecina sin carga de farmaco, el espectro de color azul representa a las microesferas con carga de
farmaco y por ultimo el espectro de color rosa representa el paracetamol puro. Analizando los
espectros se observo que no hay modificacion entre la pectina pura y las microesferas de pectina
sin carga, ya que se mantuvieron las mismas bandas, nuevamente se demuestra que la sintesis de

las microesferas no modifica la pectina.

Para las microesferas de pectina con carga de farmaco se observo la presencia del grupo (-OH) a
3438 cm’!, y justo en la prolongacion de esta banda se presento el grupo (-NH) del farmaco a 3330
cm’!, el grupo (OH) se presenté a 1365 cm’! este grupo pertenece a la pectina, la siguiente banda
identificada es la del grupo (-CH) a 2931 cm™ perteneciente a la pectina, el grupo (-CH) del
paracetamol que se encontré en 3100 cm™ no se denota totalmente solo se observa una
protuberancia no definida, por lo cual esta banda podria estar traslapa o difracta con muy poca

intensidad, a 1452 cm™ se observo el grupo (-CHz>), la siguiente banda identificada fue a 1749 cm™
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I del grupo (-C=0), estas dos bandas pertenece a la pectina, el grupo (-C=0) se volvié a presentar

a 1651 pero esta banda corresponde al farmaco, a 1619 cm™! se observé el grupo (C=C), a 1565 cm’

1, 1506 cm

'y 1247 ecm™ se encontrd el grupo (-NH) estos dos ultimos grupos pertenecen al

paracetamol, a 1438 cm™ se presenté el grupo (C-C) y a 1106 cm™ y 837 cm™! se identifico el

grupo (-CH), estos grupos también pertenecen al fArmaco, por tltimo a 1014 cm™! se observo el

grupo (-C-O) y a 917 cm™ se presenté el grupo (-CH3), estas bandas pertenecen a la pectina; en la

Tabla 4.8 y 4.9 se presenta un resumen de las bandas identificadas para cada espectro. Este estudio

confirmo que el paracetamol y la pectina no reaccionan y que no hay una modificacion del polimero

en la sintesis de las microesferas.

100 e sl
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— T T Pectina pura
Microesferas de pectina sin paracetamol

Microesferas de pectina con paracetamo

Paracetamol puro
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""'-‘-——-v‘ - b- .

1 1 I I
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Figura 4.37. Espectros de infrarrojo para la pectina pura, microesferas de pectina con y sin carga de

paracetamol y paracetamol puro.
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Tabla 4.8. Comparacion del nimero de onda (cm™) de las bandas encontradas en el paracetamol y las
microesferas de pectina con paracetamol.

Paracetamol Referencia Microesferas de pectina con
paracetamol
Grupo funcional Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm!)
encontradas
-NH 3325 3330
-CH 3107 0
-CH> 1851 0
C=0 1651 165
Cc=C 1610 1619
NH 1564 1565
1508 1506
1256 1247
C-C 1432 1436
-CH 1174 1106
833 837

Tabla 4.9. Comparacion del nimero de onda (cm™) de las bandas encontradas en la pectina pura y las
microesferas de pectina con y sin paracetamol.

Pectina pura Referencia Microesferas de Microesferas de
pectina sin pectina con
paracetamol paracetamol

Grupo Numero de onda Numero de onda Numero de onda

funcional (cm™) (cm™) (cm™)

-OH 3341 3341 3438

-CH 2935 2935 2931

C=0 1752 1752 1749

C=0 1627 1627 1625

-CHj; 1450 1450 1452

-OH 1367 1367 1365

C-O 1015 1015 1014

-CHs 920 920 917

El estudio de infrarrojo realizado para las microesferas de quitosano con y sin carga de paracetamol,
se muestra en la Figura 4.38. El espectro de color morado representa el quitosano puro, el espectro
de color rojo representa las microesferas de quitosano sin carga, el espectro de color azul representa
las microesferas de quitosano con carga de farmaco y por tltimo el espectro de color rosa representa

el paracetamol.
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® Quitosano puro

Microesferas de quitosano sin paracetamol

reesest Microesferas de quitosano con paracetamol

''''' Paracetamol puro

100 o=

! I ! 1 ! 1 ' 1 ! 1 ! 1 ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1?00 1000 500
Longitud de onda (cm )

Figura 4.38. Espectros de infrarrojo para el quitosano puro, microesferas de quitosano con y sin carga de
paracetamol y paracetamol puro.

En el caso del espectro del quitosano puro y las microesferas de quitosano sin paracetamol se
observé que los espectros se comportan de la misma manera, sin cambio en las principales bandas
representativas del quitosano. Por otra parte en el espectro de las microesferas de quitosano con
carga de farmaco se observo un traslape de bandas, debido a que algunos grupos son similares tanto
en el quitosano como en el paracetamol, por ejemplo, el grupo (OH), también se observo que hay
menor presencia de las bandas de paracetamol, una de las razon es la baja cantidad de fArmaco en
la superficie de las microesferas de quitosano por lo tanto se presentan bandas de paracetamol con

muy poca intensidad y estas pueden ser bloqueadas por las bandas de alta intensidad del polimero.

En el espectro de infrarrojo de las microesferas de quitosano con fadrmaco, la primer banda
encontrada es la del grupo (-OH) a 3405 cm™, seguida del grupo (-CH) a 2866 cm™!, estos dos
grupos pertenecen a bandas caracteristicas del quitosano, en este rango no se encontré la presencia

grupo (-NH) del paracetamol, el siguiente grupo es el (-C=0) a 1662 cm™', el grupo (-NH) a 1575
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em™ y a 1324 cm™! se identifico el grupo (C-N), a 901 cm™ y 684 cm™ se encontré el grupo (C-
0-C), estos estos grupos corresponden a bandas representativas del quitosano; en este estudio solo
se encontro tres bandas representativas del farmaco, a 1506 cm™ y 1250 cm™ se identifico el grupo
(-NH) y el grupo (-CH) a 834 cm™!, la presencia de pocas bandas del paracetamol pudo ser debido
a una interaccion a nivel molecular del quitosano y el paracetamol. En las tablas 4.10 y 4.11 se
hace un resumen de las principales bandas encontradas en las microesferas de quitosano con y sin
farmaco.

Tabla 4.10. Comparacion de la longitud de onda (cm™) de las bandas encontradas en el paracetamol puro
y las microesferas de quitosano con paracetamol.

Paracetamol Referencia Microesferas de quitosano
con paracetamol
Grupo funcional Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm'!)
encontradas

-NH 3324 0
-CH 3100 0
-CH; 1805 0
C=0 1654 0
Cc=C 1616 0
NH 1564 0

1508 1506

1250 1250
C-C 1438 0
-CH 1110 0

841 834

Tabla 4.11. Comparacion de la longitud de onda (cm™) de las bandas encontradas en el quitosano puro y
las microesferas de quitosano con y sin paracetamol.

Quitosano Referencia Microesferas de Microesferas de
quitosano sin guitosano con
paracetamol paracetamol

Grupo Numero de onda  (cm™) Numero de onda Numero de onda

funcional (cm™) (cm™)

-OH 3417 3417 3405

-CH 2893 2893 2866

C=0 1660 1660 1662

-NH; 1579 1579 1575

-CH; 1426 1426 0

C-N 1319 1319 1324

C-O 1072 1072 0
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1021 1021 0

C-0-C 895 895 901
661 661 684
563 563 0

4.2.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En este apartado se muestran los resultados del andlisis calorimétrico del paracetamol, pectina,
quitosano y microesferas de pectina y quitosano con carga de paracetamol. En la Figura 4.39 se
muestra el termograma del paracetamol puro, en éste se observd que no hay una transicion vitrea
en el rango de temperatura en el cual se realizo el andlisis, ademads se presentd un pico endotérmico
a 167.8 °C que corresponde a su temperatura de fusion y la entalpia de fusion (el area bajo la curva)
fue de 205.9 J/g. Este valor es similar al reportado por Sacchetti [52], ademas confirma que el

paracetamol con el que se trabajo es de estructura monoclinica debido a esta temperatura de fusion.

Paracetamol puro \

-10
-15
-20 -

-25

Flujo de calor (mW)

-30 -
-35 -

40 4 167.86 °C
205.9 J/g

'45 T T T T T T T T T 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Temperatura (°C)

Figura 4.39. DSC del paracetamol puro.

En la Figura 4.40 se muestran los termogramas de la pectina pura y de las microesferas de pectina
con carga de farmaco. El termograma de la pectina mostré dos picos uno endotérmico y uno

exotérmico; el pico endotérmico se presentd a 101 °C que corresponde a la fusion de la pectina y
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el valor de su entalpia de fusion fue de 215.5 J/g; siguiendo con el analisis del termograma de la
pectina pura, el pico exotérmico se presentd a 238 °C y corresponde a la temperatura de
cristalizacion de la pectina, su entalpia de cristalizacion fue de 132.5 J/g. Respecto al termograma
de las microesferas de pectina con carga de paracetamol se present6d un pico endotérmico a 91 °C,
por lo tanto la temperatura de fusion de las microesferas disminuye aproximadamente 10°C, esto
puede ser debido a la presencia del paracetamol, en este mismo termograma se present6 un segundo
pico endotérmico a 166°C con una entalpia de 4.52 J/g, este pico es del paracetamol presente en
las microesferas, lo cual indica que el paracetamol se encuentra presente en su forma cristalina;
ademds demostrd que no existe interaccion de la pectina y el farmaco. Devi y col. [53], en su
investigacion para la preparacion de pellets de pectina para el suministro dirigido del farmaco
aceclofeno, realizaron analisis de calorimetria diferencial de barrido para la pectina y encontraron
un valor de temperatura de fusion de 91.5°C, este valor se aproxima al encontrado en este trabajo;
ademas en el analisis de calorimetria realizado para la mezcla pectina-aceclofeno, mostr6 solo un
pico endotérmico a 160°C el cual corresponde a la temperatura de fusién del farmaco empleado,

indicando por lo tanto, que no hay interaccion entre la pectina y el farmaco.
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Figura 4.40. DSC de pectina y microesferas de pectina con carga de paracetamol.
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En la Figura 4.41 se muestran los termogramas para el quitosano puro y las microesferas de
quitosano con carga de paracetamol. En el termograma de quitosano puro se encontré un pico
endotérmico a 87°C, el cual corresponde a la temperatura de fusion para el quitosano puro con un
calor de fusion es de 287.4 J/g; Devi y col. [54] reportan una temperatura de fusion para el
quitosano de 92 °C, muy cerca a la obtenida en este trabajo. Por otra parte el temorgrama de las
microesferas de quitosano con carga de farmaco muestra este tipo de pico endotérmico a 79 °C
como se puede observar nuevamente la temperatura de fusion se reduce en aproximadamente 10°C,
tal como sucedio en las microesferas de pectina con carga de farmaco. Devi y col. [54] también
reportan una disminucion de 5° C en la temperatura de fusion después de sintetizar el quitosano
para encapsular aceclofenaco. Continuando con el andlisis del termograma de las microesferas de
quitosano con carga, se observa la presencia de dos picos exotérmicos un a 187 °C y el otro a 225
°C con valores de entalpia de 2.52 J/g y 7.21 J/g respectivamente. De acuerdo con la literatura y
con algunas investigaciones, por ejemplo Dong y col. [55], el primer pico a 187 °C se puede
relacionar con la interaccion polimero-farmaco y el segundo pico a 225.14°C puede relacionarse a

la temperatura de cristalizacion del quitosano puro.
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Figura 4.41. DSC de quitosano y microesferas de quitosano con carga de paracetamol.
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4.2.6 Eficiencia de encapsulacion

Se determino la eficiencia de encapsulacion de los 12 experimentos realizados de cada polimero.
Para la curva de calibracion se utilizaron los espectros que se muestran en la Figura 4.42, estos
espectros corresponden a las muestras de concentracion conocida de paracetamol (2.5, 5, 10, 20,
30 ppm). Utilizando la concentracion conocida de farmaco y la absorbancia que mostraron los
espectros de estas muestras, se realizo la grafica que se muestra en la Figura 4.43, los datos se
ajustaron a una linea recta y a partir de la ecuacion de la linea recta se obtuvo la Ec. (4.1) para el

calculo de la concentracion de farmaco en las muestras problema.

----- 2.5 ppm de paracetamol
35— 5 ppm de paracetamol

————— 10 ppm de paracetamol
-------- 20 ppm de paracetamol

3.0 — 30 ppm de paracetamol

absorbancia

T v 1
350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 4.42. Espectros UV-Vis de las muestras patron de paracetamol.
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Figura 4.43. Curva de calibracion para la cuantificacion de paracetamol en microesferas
poliméricas.
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En la Tabla 4.12 se resumen los resultados de la eficiencia de encapsulacion de las microesferas de
pectina con carga de paracetamol. La eficiencia de encapsulacion mas baja fue para la formulacion
P1 con 18.86% de encapsulacion, respecto a las dos siguientes formulaciones P2 y P3, los
resultados de encapsulacion son muy similares y mayores a las formulaciones P1 y P4, la mayor
eficiencia de encapsulacion se obtuvo para la formulacion P3 con 37.13%. La eficiencia de
encapsulacion de firmaco en todas las formulaciones fue baja comparada con la que otros
investigadores reportan. Se pudo observar que conforme se aumenta la cantidad de farmaco se
incrementa la eficiencia de encapsulacion, hasta llegar a un limite donde a pesar de incrementar la
cantidad de paracetamol la eficiencia de encapsulacion se mantienen constante, como se puede

observar en la formulacién P4.
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Tabla 4.12. Eficiencia de encapsulacion de paracetamol de las microesferas de pectina.

Formulacion Masa de Paracetamol Paracetamol % de eficiencia
Pectina microesferas de tedrico (g) encontrado en de
pectina con las microesferas  encapsulacion
paracetamol (g) de pectina (g)

P1 0.920 0.2 0.0377 18.86

P2 1.020 0.3 0.1036 34.55

P3 1.220 0.4 0.1485 37.13

P4 1.180 0.5 0.1292 25.85

Dashora y col. [56] en la investigacion sobre la encapsulacion de prednisolona en microesferas de
pectina reportan eficiencias de encapsulacion de 52.29 hasta 74.85% utilizando el método de
emulsion y evaporacion de solvente. La prednisolona es un firmaco que se utiliza para el
tratamiento de colitis ulcerosa. Por otra parte Baracat y col. [57] reportan eficiencias de
encapsulacion muy parecidas a las obtenidas en este trabajo; en su investigacion para la
formulacion de nuevos sistemas de liberacion utiliza mezclas de pectina/caseina y paracetamol,
sintetizadas por el método de coacervacion compleja, estos investigadores obtienen eficiencias de

encapsulacion de 38 a 57%.

Una de las razones de la baja eficiencia de encapsulacion es la velocidad de agitacion para la
formacion de la emulsion, muchos investigadores utilizan velocidades de 500 hasta 1500 rpm solo
para la emulsion y una velocidad de 400 a 700 rpm para la evaporacion del solvente y en este
trabajo se utilizaron velocidades de agitacion para la formacion de la emulsion de 10000 a 13500
rpm y una velocidad de agitacion para la evaporacion de solvente de 840 rpm, lo que puede producir
la adhesion de particulas de paracetamol a las paredes del vaso de precipitados, lo cual resulta en

una mala dispersion del farmaco, y por lo tanto, baja eficiencia de encapsulacion.

La viscosidad de la pectina en solucion puede influenciar la eficiencia de encapsulacion, tal como
lo menciona Jyothi y col. [58], al aumentar la viscosidad se retarda la difusion del farmaco dentro
de las gotas de polimero formadas. Por lo tanto la alta viscosidad de la pectina evita la difusion del
farmaco dentro de las goticulas de pectina durante el proceso de formacion de las microesferas.
Estos mismos investigadores mencionan que la alta temperatura de eliminacion de solvente facilita
la solidificacion de la fase dispersa y facilita la difusion de fArmacos o proteinas en la fase continua;

lo cual se puede traducir como el aumento de temperatura en la eliminacion de solvente facilita la
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solidificacion de las microesferas de pectina, por lo cual mejora la difusion del paracetamol en el

aceite mineral, lo cual provoca una baja encapsulacion.

Otro factor a considerar es el peso molecular del polimero, por ejemplo Fu y col. [59] investigaron
los efectos del peso molecular sobre la eficiencia de encapsulacion y la liberacion in vitro de
microesferas de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) cargadas con huperzina A, este es un
suplemento herbolario que ayuda al tratamiento de la demencia senil; las microesferas fueron
preparadas por el método de emulsion y evaporacion del solvente. Los resultados que obtuvieron
indican que las microesferas de bajo peso molecular (PLGA 10000) tenian mejor eficiencia de
encapsulacion que las microesferas de medio y alto peso molecular (PLGA 20000 y PLGA 30000),
los porcentajes fueron 62.75, 27.52 y 16.63 respectivamente. En el caso de las microesferas de
pectina se utiliz6 pectina de alto peso molecular (180 KDa), lo cual contribuy¢ a la baja eficiencia
de encapsulacion, para las microesferas de quitosano se utilizoé quitosano de bajo peso molecular y

se observo mayor eficiencia de encapsulacion que en las microesferas de pectina.

En la Tabla 4.13 se muestran los resultados de la eficiencia de encapsulacion de las microesferas
de quitosano con carga de farmaco. Se pudo observar un aumento en la eficiencia de encapsulacion;
para la formulacion Q4 se alcanza el 64.33% de encapsulacion valor muy superior al maximo
encontrado para las microesferas de pectina. Respecto a las otras formulaciones, el valor minimo
encontrado corresponde a las formulaciones Q1 y Q2 presentan valores muy similares que oscilan
en 47% de encapsulacion; la formulacion Q3 tiene una eficiencia del 53.35%. Se observo que al
incrementar la cantidad de farmaco aumenta la eficiencia de encapsulacion. Los valores
encontrados son muy parecidos a los reportados por otros investigadores o en algunos casos

superiores.

Tabla 4.13. Eficiencia de encapsulacion de paracetamol de las microesferas de quitosano.

Formulacién Masa de Paracetamol Paracetamol % de eficiencia
quitosano microesferas de tedrico (g) encontrado en de
guitosano con las microesferas  encapsulacion
paracetamol (g) de quitosano (g)

Q1 1.513 0.2 0.0948 47.44

Q2 1.556 0.3 0.1409 46.97

Q3 1.680 0.4 0.1583 53.35

Q4 1.720 0.5 0.3028 64.33
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Abd-Allah y col. [60] reportan valores de eficiencia de encapsulacion de 13.5 a 59.5% para
microesferas de quitosano cargadas con lornoxicam sintetizadas por gelacion inotropica con
tripolifosfato (TPP). Estos investigadores atribuyen la baja encapsulacion a la eficiencia de la
reaccion entre el quitosano y el (TPP), y a la baja solubilidad del farmaco en la solucion de

quitosano.

Cosco y col. [61] desarrollaron microesferas de quitosano cargadas con rutin sintetizadas por el
método de secado por aspersion obteniendo eficiencias de encapsulacion de 61.6 a 75.1%.
Observaron que el aumento de carga de rutin en la preparacion de las microesferas causa una
disminucion en el porcentaje de rendimiento, pero un aumento en la concentracion de farmaco
aumenta la eficiencia de encapsulacion; esto es similar a los resultados obtenidos para el quitosano

al aumentar la cantidad de farmaco.

Al igual que en las microesferas de pectina existen varios factores que afectan la eficiencia de
encapsulacion del farmaco en las microesferas de quitosano; como los que ya se han mencionado,
velocidad de agitacion para la formacion de la emulsion, velocidad de evaporacion del solvente y
la viscosidad. Ademas de estos factores debe tomarse en cuenta la interaccion entre el quitosano,
agente entrecruzante (glutaraldehido) y farmaco; ya que al mezclar el quitosano con acido acético
el grupo amina (NHz) del quitosano se protona lo cual provoca interacciones con el grupo hidroxilo
terminal (OH) del glutaraldehido, disminuyendo la interaccion con el farmaco lo cual da como
resultado la baja eficiencia de encapsulacion. La interaccion entre el quitosano y el paracetamol es
otra de las razones por la cual se obtuvo mayor eficiencia de encapsulacion en las microesferas de
quitosano en comparacion con las microesferas de pectina. Algunos investigadores mencionan que
el aumento de quitosano en las formulaciones disminuye la eficiencia de encapsulacion debido a

la viscosidad y propicia la formacion de particulas mas grandes por el exceso de polimero [62].

4.2.7 Cinética de liberacion

Todos los estudios de liberacion de farmaco se realizaron en solucion PBS (buffer fosfato salino)
pH =7.2-7.4, en una incubadora con agitacion marca Labtech LSI-3016A, la velocidad de agitacion
usada fue de 100 rpm y la temperatura fue 37+2 °C, cada matraz contenia 50 mL de solucion PBS
y 0.1 g de microesferas cargadas de fArmaco (pectina o quitosano). Para determinar la cantidad de

farmaco liberado, se tomaron alicuotas a tiempos especificos, las alicuotas fueron filtradas y
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centrifugadas para retirar el polimero y detener la liberacion de paracetamol. La cuantificacion del

farmaco se realizd por espectroscopia UV-Vis. Las pruebas de liberacion de farmaco tuvieron una

duracion de 20 dias. Los datos obtenidos de las disoluciones, fueron analizados para investigar el

modelo de liberacion del farmaco, se analizaron de acuerdo a los siguientes modelos matematicos:
orden cero (Ec. 4.2), primer orden (Ec. 4.3), segundo orden (Ec. 4.4), modelo de Weibull (Ec. 4.5),
Higuchi (Ec. 4.6) y Korsmeyer-Peppas (Ec. 4.7) [37-39].

Donde:

In Mt = InMO + Klt

1
— = — + Kyt
M, M, °

log[—In(1 — M,)] = blog(t—T;) — log a

M, K.
M, X
M ke
Moo KpP

M;: Cantidad de farmaco disuelto en el tiempo t.

M, : Cantidad inicial de farmaco en la solucion (M, = 0).

t: Tiempo.

K: Constante de liberacion de orden cero.

K;: Constante de liberacion de primer orden.

K,: Constante de liberacion de segundo orden.

M, : Cantidad de farmaco total.

o)

M . , . .
M—t: Fraccion de farmaco liberado a un tiempo t.

ec.4.2

ec.4.3

ec.4.4

ec.4.5

ec.4.6

ec.4.7
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b: Depende del tipo de curva; (caso 1) curva sigmoides (b = 1), (caso 2) curva parabolica (b >

1) y (caso 3) curva exponencial (b < 1).
a: Escala del tiempo del proceso.

T;: tiempo de retraso (T; = 0).

Ky : Constante de Higuchi.

Kyp: Constante de Korsmeyer-Peppas.

n: es el exponente de liberacion, que caracteriza el mecanismo de liberacion del fArmaco y cuyos
valores dependen de la forma de la matriz. Sin < 0.45 la liberacion es por un proceso de difusion;
si n > 0.89 la liberacion es gobernada por la relajacion de las cadenas poliméricas (caso II de
transporte); si 0.45 > n < 0.89 la liberacion se da por la combinacion de los procesos de
difusion y relajacion del polimero (transporte no Fickiano). En la Tabla 4.14 y 4.15 se muestran
los datos obtenidos de las disoluciones de las microesferas poliméricas cargadas con fairmaco y en
la Tabla 4.16 los resultados obtenidos para cada pendiente de la cinética de liberacion de

paracetamol de las microesferas poliméricas.

Tabla 4.14. Datos obtenidos de la liberacion de paracetamol de las microesferas de pectina.

Tiempo  Horas (h) Miligramos  Concentracion

(min) (mg) (mg/L)
0 0 0 0
15 0.25 9.80 196.17
30 0.5 10.64 212.96
90 1.5 11.12 222.56
180 3 11.14 222.82
720 12 12.27 24547
1080 18 13.40 268.11
1440 24 14.04 280.91
2880 48 14.67 293.47
4320 72 15.03 300.73
5760 96 15.40 308
7200 120 16.00 320.04
8640 144 16.70 334.19
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10080 168 17.50 350.12

11520 192 18.82 376.51
12960 216 20.45 409.06
14400 240 22.04 440.83

Tabla 4.15. Datos obtenidos de la liberacion de paracetamol de las microesferas de quitosano.

Tiempo Tiempo miligramos Concentracion
(min) (h) (mg) (mg/L)
0 0 0 0
30 0.5 8.60 172.00
60 1 8.64 172.80
120 2 9.08 181.71
180 3 9.33 186.74
240 4 9.43 188.74
480 8 9.51 190.31
720 12 9.62 192.50
1440 24 9.77 195.41
2880 48 9.79 195.84
4320 72 10.29 205.97
5760 96 10.48 209.63
7200 120 11.07 221.41
8640 144 13.29 265.95
10080 168 16.24 324.96
11520 192 16.45 329.14
12960 216 16.72 334.43
14400 240 16.78 335.67
15840 264 17.27 345.51
17280 288 17.34 346.82
18720 312 17.57 351.49
20160 336 18.10 362.07
21600 360 18.19 363.94
23040 384 18.24 364.94

24480 408 18.37 367.49




Tabla 4.16. Resultados de los modelos matematicos aplicados en las pendientes de la cinética de
liberacion de paracetamol de las microesferas poliméricas.

NuUmero de Microesferas Numero de Microesferas
pendiente y de pectina pendiente y de quitosano
modelo con modelo con
matematico paracetamol matematico paracetamol
#1 M, = 7847t #1 M, = 344t
Ordencero K = 784.7mg/h K = 344mg/h
R2 = 1 Orden cero RZ = 1
#2 M, #2 M;
Modelode 37 = 0.003t + 0.034 Modelo de M = 0.0023t + 0.025
Higuchi o 000312 Higuchi K, = 0.0023 h™2
=Y H =Y
R? =0.9617 R? = 0.9635
#3 1 _5 #3 In M, = 0.0355t + 5.125
Segundo M, —4e™t + 0178 Primer K; = 0.0355mg/h
orden K, = —4e >mg~1h1 R%2= 09714
R? = 0.9891 orden
#4 InM, = 0.0032t + 5.31 #4 InM, = 0.008t + 4.438
Primer K; = 0.0032mg/h Primer K; = 0.008 mg/h
orden R? = 0.9993 R? = 0.9993
orden
#5 M, #5 1 _
Korsmeyer - M. — 0.0011t- 2.56 sequndo E = —2e~% + 0.003
Peppas Kgp = 0.0011 h~08476 K, = —2e ®mg~th!
n = 0.8476 orden R? = 0.9742
R? = 0.9734
"o L 5e7t + 0,002
Segundo M,
K, = —5¢e " mg~th!
orden R? = 0.9739

Para la liberacion de paracetamol de las microesferas de pectina se realizo un ajuste para cada uno
de los modelos matematicos ya mencionados, debido a la complejidad del sistema se realizé un
ajuste por partes como se muestra en la Figura 4.44. La pendiente 1 muestra la liberacion rafaga
inicial, que corresponde al 3% del total de farmaco encapsulado, esta cantidad es liberada en un
lapso de tiempo de 0.25 h. Para la segunda pendiente el mejor ajuste fue para el modelo matematico
de Higuchi, esto indica que la liberacion de farmaco en esta etapa esta gobernada por la relajacion
del polimero y por un fenomeno de difusion debido al farmaco que se encontraba en la superficie
de las microesferas. Después de las 24 h la liberacion es gradual como se puede ver en las
pendientes 3 y 4, donde el mejor ajuste matematico fue para el modelo de segundo orden y primer

orden respectivamente, este tipo de cinética de liberacion esta relacionada con la penetracion de la
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solucion PBS en la matriz polimérica [63], lo cual provoca una relajacion del polimero y la
liberacion por difusion del paracetamol. Este doble mecanismo de liberacion de farmaco se
confirma con el valor de n en la ecuacién de Korsmeyer-Peppas que menciona que si este valor se
encuentra entre 0.45 y 0.89 la liberacion se da por la combinacion de los procesos de difusion y
relajacion del polimero (transporte no Fickiano), el valor encontrado en este trabajo fue de 0.8476.
La pendiente 5 muestra que la liberacion de paracetamol llegd a la estabilidad, por lo cual ya no
hay mas liberacion de farmaco. En las primeras 24 h se liber6 el 29.12% del farmaco encapsulado
y el 50% es liberado en aproximadamente 120 h (5 dias), la liberacion total del fArmaco dur6 10
dias, se siguid monitoreando la solucion por 15 dias y 1 mes, pero ya no se observé un cambio en
la concentracion de la solucion. En el apéndice Al se muestran las graficas de los diferentes
modelos matematicos aplicados para determinar la cinética de liberacion de paracetamol de las
microesferas de pectina. La cantidad de paracetamol total liberada fue de 22.04 mg, que
corresponde a una eficiencia de encapsulacion del 44.08%. Algunos investigadores que trabajan
con microesferas de pectina mencionan que entre menor cantidad de fairmaco encapsulado la
liberacion es mas lenta debido a que la pectina en pH entre 5.5 y 7.4 se desprotona dando lugar a
la formacion de grupos carboxilato, estos grupos interactiian con el farmaco dando como resultado

una liberacion farmaco mas lenta. [64, 65].

0.09 y =0.0011x + 2.560
R? = 0.9734
0.08 Pendiente 5
% 0.07
500,06 y = 0.0032x - 5.319
o~ 0.05 R? = 0.9993
= . y = -4E-05x + 0.178 Pendiente 4
Lo00a L e s A
3 0.04 y = 0.003x + 0.034 E d9'9f913
8 0.03 R?=0.9617 endiente
E Pendiente 2
0.02 y = 784.7x
0.01 R*=1
Pendiente 1
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (Vt) (h)

Figura 4.44. Cinética de liberacion de las microesferas de pectina cargadas con paracetamol (modelo de
Higuchi).
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La liberacion de farmacos en medio acido suele ser mas rapida que en medio basico, similar a lo
sucedido en la liberacion de paracetamol de las microesferas de pectina, la cual fue lenta por
encontrarse a pH basico; una opcion para proteger los medicamentos de cambios de pH es producir
sistemas de liberacion de doble capa para proteger el farmaco hasta su llegada a la zona blanco. La
cinética de liberacion en este tipo de sistemas depende en gran medida de las caracteristicas
fisicoquimicas tanto del polimero y del farmaco, asi como del medio en el cual se realice la

liberacion [65, 66].

Chaudhary y col. [67] desarrollaron comprimidos osmoticos microporosos bicapa para la
liberacion controlada de clorhidrato de diciclomina y diclofenaco potasico en el colon. La primera
capa estaba compuesta por Eudragit L-100 y la segunda capa estaba compuesta por pectina, acetato
de celulosa y los farmacos. En los estudios in vitro observaron que la primera capa protege la
segunda capa hasta su llegada al colon, ya en el colon la pectina es hidratada por fluidos colonicos
y degradada por microorganismos; esta degradacion provoca poros a través de los cuales los
farmacos son liberados, generando un fenémeno de difusion con una cinética de orden cero. La
liberacion sostenida de los farmacos solo se logrd por un periodo de 24 h. Estos investigadores
también utilizaron el modelo matematico de Korsmeyer-Peppas y confirmaron por el valor de n
que las formulaciones mostraban una cinética de difusiéon no Fickiano; estos resultados son
similares a los obtenidos en este trabajo. Orhan y col. [68] sintetizaron microesferas de pectina
cargadas con hidrocloruro de ciproflacina por medio de secado por aspersion, y observaron un
efecto rafaga al inicio de las pruebas de liberacion, este efecto aumentd a medida que disminuia la
relacion pectina:farmaco, por lo tanto entre menor cantidad de fairmaco y mayor cantidad de
polimero la liberacion puede ser sostenida por mas tiempo, la liberacion total del farmaco se llevo

en 48 h.

Existen diferentes formas de vehiculos de pectina para la administracion de farmacos, por ejemplo,
Kubo y col. [69] desarrollaron formulaciones de pectina (soles) con la capacidad de gelificar en in
situ, estas soluciones son administradas por via oral para la administracion sostenida de
paracetamol; prepararon soluciones de pectina que contenian citrato sodico, cloruro de calcio y
paracetamol; el citrato de sodio se afiadié a la formulacion para formar un complejo de iones de
calcio (Ca™) con la pectina, estos iones de calcio (Ca*?) en forma compleja son los responsables

de mantener la formulacion en estado liquido (sol) y de inducir la gelificacion de la pectina en
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medio acido (H"). Estos geles lograron una liberacion sostenida de paracetamol por 6 h, y la
cinética de liberacion se apeg6 al modelo de Higuchi, lograron observar que el 50% del paracetamol

se liber6 en 1 h y el resto en un total de 5 h por un proceso de difusion.

El potencial de las microesferas de pectina no solo se limita a la liberacion de farmacos algunos
autores como Munarin y col. utilizaron microesferas de pectina para inmovilizar células para la
regeneracion del tejido 6seo. Las microesferas de pectina lograron mantener la viabilidad, la
actividad metabolica, la morfologia y la diferenciacion osteogénica de preosteoblastos (MC3T3-
El) por 29 dias. Ademas estudiaron microesferas de pectina-RGD, (pectina modificada con un
péptido de secuencia Ar-Gly-Asp) y concluyeron que esta modificacion mejoraba la adhesion
celular y su proliferacion dentro de la microesfera, también lograron observar que las células eran
capaces de organizar estructuras tridimensionales fuera de las microesferas produciendo una matriz
extracelular mineralizada. Con estos resultados sugieren que la pectina puede ser propuesta como

un vehiculo celular inyectable para la regeneracion de tejido 6seo.

Referente a las microesferas de quitosano, el modelo cinético de la liberacion de paracetamol se
muestra en la Figura 4.45. La pendiente 1 muestra la liberacion rafaga inicial que corresponde al
2.6% del total de paracetamol encapsulado, este porcentaje de farmaco se libera en un lapso de 0.5
h. La pendiente 2 se ajustd al modelo de Higuchi lo cual indica que la liberacion estd gobernada
por un proceso doble, penetracion del liquido buffer y la liberacion del paracetamol por difusion.
La pendiente 3 y 4 se ajustan al modelo matematico de primer orden, este comportamiento se debe
a un proceso de liberacion por difusion [71]. El proceso de difusion se confirma con el valor de
nen la ecuacion de Korsmeyer-Peppas, cuando el valor de n < 0.45, indica un proceso de
difusion, en este trabajo el valor de n fue de 0.16. La pendiente 5 se ajustd al modelo matematico
de segundo orden esto indica que nuevamente se combinan dos procesos, la penetracion del liquido
buffer en las microesferas o el hinchamiento de éstas y la liberacion de farmaco por difusion. Por
ultimo la pendiente 6 muestra que la liberacion de paracetamol se estabilizd, por lo tanto ya no se
liberé mas farmaco. En las primeras 24 h se liber6 el 23.10% del farmaco encapsulado y el 50% de
esté fue liberado en 192 h (8 dias), la liberacion total de paracetamol se dio en 17 dias; se continu6
monitoreando la solucidén por un mes pero no se detectaron cambios en la concentracion de la
solucion. En el apéndice A2 se muestran las graficas de los diferentes modelos matematicos

aplicados para determinar la cinética de liberacion de paracetamol de las microesferas de quitosano.
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La cantidad de paracetamol total liberada fue de 18.37 mg, que corresponde a una eficiencia de
encapsulacion del 62.56%. La liberacion de farmaco a partir de microesferas de quitosano se
produce después del hinchamiento de las microesferas, al entrecruzar el quitosano con
glutaraldehido durante la sintesis aumenta la hidrofobicidad de las microesferas aumentando el
tiempo de hinchamiento, por lo cual, se prolonga el tiempo de liberacion de farmaco [71]. Esta es
la razon por la cual se logra la liberacion sostenida de paracetamol por 17 dias, este periodo de

tiempo es muy superior al encontrado para las microesferas de pectina.

0.07 y = -2E-06x + 0.003
R?=0.9742
0.06 Pendiente 5
—-0-0-9
% 0.05 y = -5E-07x + 0.002
'ED ' y = 0.0005x + 0.0281 R?=0.9739
T - R?=0.8963 Pendiente 6
3 Pendiente 3 y = 0.008x +4.438
()] 2 _
T 0.03 R%?=0.9993
c Pendiente 4
9 y = 0.0023x + 0.0251
S 002 R?=0.9635
Pendiente 2
0.01
y = 344x
0 Rz = 1
o Pendiente 1 5 10 15 20 25

Tiempo (Vt) (h)

Figura 4.45. Cinética de liberacion de las microesferas de quitosano cargadas con paracetamol (modelo
de Higuchi).

Patel y col. [71] desarrollaron microesferas de quitosano para la liberacion sostenida de nicorandil
para reducir la frecuencia de dosificacion. Las microesferas fueron sintetizadas por el método de
emulsion. En el estudio de liberacion de farmaco encontraron que el modo de liberacion del
nicorandil fue por difusion, observaron el efecto rafaga debido a particulas de farmaco que se
encontraban en la superficie de las microesferas. La liberacion de nicorandil se dio en un periodo
de 12 h tiempo muy inferior al obtenido en este trabajo. Estos investigadores concluyen que la
velocidad de liberacion de farmaco a partir de este tipo de matriz disminuye con el aumento de la

concentracion de quitosano, al aumentar la cantidad de polimero la pared de las microesferas
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aumenta su espesor, esto se refleja en el aumento de tiempo para la penetracion de fluidos en el

interior de las microesferas, por lo tanto se requiere de mas tiempo para la difusioén del farmaco.

Varios investigadores que estudian el efecto de la liberacion de farmacos de matrices poliméricas,
han demostrado que la liberacion de farmacos se ve afectada principalmente por tres factores,
hinchamiento de la matriz polimérica, porosidad y solubilidad del farmaco. En algunos casos el
aumento de la concentracion de farmaco en la sintesis de microesferas disminuye la liberacion de

éste desde la matriz [72, 73].

Mothilal y col. [74] desarrollaron microesferas de quitosano para la liberacion controlada de
aceclofenaco. Las microesferas se prepararon por la técnica de reticulacion ionica. El
comportamiento de la liberacion de aceclofenaco in vitro mostr6é un efecto rafaga, liberando el
19.24% en 1 h, en las siguientes 6 h se liberd el 40.23%. El mejor modelo para la liberacion de
farmaco fue el de Higuchi con un coeficiente de correlacion de 0.9890, este modelo indica que la
liberacion de aceclofenaco desde la microesferas de quitosano se da por un fenomeno de difusion

y desdoblamiento del polimero.

Pandey y col. [75] produjeron microesferas de alginato-quitosano cargadas con tres fArmacos
(rifampicina, isoniazida y pirazinamida), para la administracion oral para el tratamiento de la
tuberculosis en conejillos de indias. Este estudio reveld que la administracion oral de una sola dosis
de microesferas, era capaz de mantener niveles sostenidos de firmaco en el plasma del conejillo de
indias por un periodo de 7 dias y en los 6rganos hasta por 9 dias. Por lo cual, la vida media y el
tiempo medio de residencia de los farmacos se increment6 de 13 a 15 veces comparado con una
dosificacion tradicional. Ademas la administracion de una dosis de microesferas a intervalos de 10
dias produjo el aclaramiento de bacilos (disminucion de bacterias dafiinas), este resultado es
equivalente al tratamiento convencional durante 6 semanas. En este tipo de microesferas, el

quitosano se utiliza para retardar la erosion del alginato y para controlar la liberacion de farmaco.

Realizando una comparacion de las microesferas de pectina y quitosano de este trabajo se pudo
observar que se obtiene una mejor liberacion sostenida de paracetamol de las microesferas de
quitosano, esta se logrod por un periodo de 17 dias, en cambio para las microesferas de pectina la
liberacion de paracetamol tuvo una duracion de 10 dias. Ambos periodos de tiempo son superiores
a los reportados por otros investigadores. Por lo tanto ambos polimeros son adecuados para la

liberacion sostenida de fAirmacos. Las microesferas de quitosano cargadas de fAirmacos hidrofobos
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pueden lograr eficiencias de encapsulacion superiores y la liberacion de este tipo de farmacos se
puede prolongar por largos periodos de tiempo debido a la combinacién de la hidrofobicidad del

quitosano reticulado y el farmaco.

4.2.8 Porcentaje de pérdida de humedad

Como se muestra en las Tablas 4.17 y 4.18, la humedad que quedo en las microesferas de pectina
y quitosano después del lavado con hexano es relativamente baja. Por lo tanto la evaporacion del
solvente en la sintesis de las microesferas es casi total, lo que asegura la estabilidad del polimero y

del paracetamol durante su almacenamiento.

Tabla 4.17. Resultados de la pérdida de humedad de las microesferas de pectina con y sin paracetamol.

Formulacién Masa inicial (g) Masa final (g) % de pérdida de
Pectina humedad
PL12 1.034 1.015 1.83
P1 0.933 0.920 1.39
P2 1.050 1.020 2.85
P3 1.250 1.220 2.4
P4 1.210 1.180 2.47

Tabla 4.18. Resultados de la pérdida de humedad de las microesferas de quitosano con y sin paracetamol.

Formulacion Masa inicial (g) Masa final (g) % de pérdida de
Quitosano humedad
QL2 1.560 1.490 4.48
Q1 1.600 1.513 4.18
Q2 1.626 1.556 4.30
Q3 1.760 1.680 4.54
Q4 1.800 1.720 4.44

4.2.9 Porcentaje de rendimiento

En el estudio del porcentaje de rendimiento se observo que las microesferas de pectina (Tabla 4.19)
tienen un rendimiento bajo, el rendimiento promedio para las microesferas de pectina fue de
60.32%, comparando este valor con el reportado por otros investigadores es bajo; Banerjee y col.
[76] reportan valores de rendimiento de 76.10 a 88.08%. En contraste, para las microesferas de
quitosano (Tabla 4.20) se observo mayor rendimiento, el rendimiento promedio de las microesferas
de quitosano fue de 82.80%. Raval y col. [77] reportan valores de rendimiento de 66 a 89%, valores

similares a los obtenidos en este trabajo. La diferencia de rendimientos entre las microesferas
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poliméricas se debid principalmente a las velocidades de agitacion utilizadas en la formacion de la
emulsion, para la pectina se utiliz6 la velocidad de agitacion mas alta (13500 rpm) para lograr una
emulsion homogénea, ya que debido a la alta viscosidad de la pectina no se lograba una emulsion
homogénea a la velocidad de emulsion del quitosano (10000 rpm); esta velocidad de agitacion
pudo provocar la adherencia del polimero a las paredes del vaso de precipitado, dando como

resultado un menor rendimiento para las microesferas de pectina.

Tabla 4.19. Resultados del porcentaje de rendimiento de las microesferas de pectina con y sin

paracetamol.
Formulacién Masa inicial (g) Masa final (g) % de rendimiento
Pectina
PL12 1.5 1.015 67.66
P1 1.7 0.920 54.11
P2 1.8 1.020 56.66
P3 1.9 1.220 64.21
P4 2 1.180 59.00

Tabla 4.20. Resultados del porcentaje de rendimiento de las microesferas de quitosano con y sin

paracetamol.
Formulacién Masa inicial (g) Masa final (g) % de rendimiento
Quitosano
QL2 1.678 1.490 88.79
Q1 1.878 1.513 80.56
Q2 1.978 1.556 78.66
Q3 2.078 1.680 80.84
Q4 2.17 1.720 78.97

4.2.10 Potencial Z

El potencial Z da una estimacion de la carga neta real de las particulas mas la carga asociada con
cualquiera de los iones que se mueven junto con la particula en el campo eléctrico [78]; se puede
utilizar para realizar una prediccion sobre la estabilidad de dispersiones de coloides, un alto

potencial Z (> |30| mV/) propicia una repulsion eléctrica que evita la agregacion de particulas [79].

En la Tabla 4.21 se muestran los resultados obtenidos para el paracetamol y las microesferas
poliméricas; se analizaron 20 muestras de cada polimero y de paracetamol. La carga electrostatica
para el paracetamol fue de -178.80 SD 26.3; las microesferas poliméricas libres de farmaco

presentan cargas electrostaticas positivas; algunos autores también reportan cargas positivas, por
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ejemplo, Sun y col. [80] encontraron valores de 25.97 mV para microesferas de quitosano; ademas
mencionan que el valor de la carga electrostatica depende del grado de reticulacion del quitosano;
cuando la reticulacion es total existe un aumento en la carga electrostatica de la particula. Subudhi
y col. [79] encontraron valores negativos de carga electrostatica para particulas de pectina (-27.5
mV), atribuyen este valor a la saturacion parcial de grupos de acido galacturénico de la pectina;
por lo tanto el valor positivo obtenido en este trabajo es debido a la casi completa saturacion de los
grupos de acido galacturénico de la pectina. Los valores negativos encontrados para las
microesferas con carga de farmaco son debido a las particulas de paracetamol que comienzan a

liberarse en el momento en que las microesferas se ponen en contacto con la solucion SBF.

Tabla 4.21. Resultados de potencial Z para el paracetamol y microesferas poliméricas.

Paracetamol  Microesferas  Microesferas  Microesferas  Microesferas
de pectinasin de pectinacon de quitosano  de quitosano

farmaco farmaco sin farmaco sin farmaco
(PL12) (P3) (QL2) (Q4)

Potencial -178.80 SD 112SD 31.3 -115.32 SD 130.09 SD -182.35SD
z 26.3 13.9 24.4 19.9

Mediante el control adecuado de las variables de sintesis del método de emulsion y evaporacion de
solvente, se logro sintetizar microesferas de polimeros naturales (pectina y quitosano) cargadas con
paracetamol. Estas microesferas poliméricas presentaron propiedades adecuadas como buena
morfologia, tamafio de particula uniforme, superficie no porosa y biodegradabilidad; estas
caracteristicas las convirtieron en un vehiculo adecuado para la liberacion prolongada de

paracetamol y para su aplicacion médica.
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Capitulo V
5. CONCLUSIONES

El método de emulsion y evaporacion de solvente es eficaz para la obtencion de
microesferas de polimeros biodegradables, ya que se obtiene microesferas de forma esférica
y tamafio de particula uniforme, con porosidad interna que no alcanzan la superficie.

La pectina y el quitosano son polimeros adecuados para la encapsulacion de medicamentos,
ya que se logro encapsular el paracetamol, el cual es un medicamento dificil de encapsular
debido a su alto carécter hidroéfilo.

Aunque la eficiencia de encapsulacion resulto baja (37.13% para la pectina y 64.33% para
el quitosano), se pueden realizar algunas modificaciones del método de sintesis para lograr
eficiencias mas altas; otra opcion es realizar microesferas con doble capa que ayudaria a
mejorar la eficiencia de encapsulacion y ademas protegeria el firmaco de cambio de pH.
Los tamafios de particula obtenidos (25 pm para la pectina y 0.6 um para el quitosano) son
adecuados para diversas aplicaciones, tales como la aplicacion nasal, ocular, subcutdnea y
oral.

Se demostro el potencial de las microesferas de pectina y de quitosano como vehiculos para
el transporte de farmacos ya que el perfil de liberacion de farmaco de las microesferas de
pectina es adecuado para la liberacion sostenida de paracetamol por 10 dias y el de las
microesferas de quitosano es por 17 dias, ambos en pH basico, este resultado es prometedor
ya que se puede pensar en encapsular medicamentos de caracter hidréfobo, esperando una
eficiencia de encapsulacion alta y un perfil liberacion lento, este tipo de liberacion ayudaria
a reducir la dosis y la frecuencia de ingesta de medicamentos que presentardn un gran

nimero de efectos secundarios en el organismo.
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RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

Se recomienda modificar el proceso de sintesis de las microesferas poliméricas para obtener mayor
eficiencia de encapsulacion de farmaco y mayor rendimiento. La disminucion de la velocidad de
agitacion para la formacioén de la emulsion ayudaria a facilitar la difusion del farmaco en las
microesferas y la disminucion de la velocidad de agitacion para la evaporacion del solvente
disminuiria la pérdida de farmaco y polimero debido a la agitacion violenta, de este modo también
se aumentaria el porcentaje de rendimiento, volviendo el proceso de sintesis mas rentable. Otro
factor que se puede modificar para aumentar la eficiencia de encapsulacion, es la disminucion de
la cantidad de polimero, ya que al disminuir éste, la viscosidad disminuye y la difusion del farmaco
en la microesferas es mayor, ademds entre menor cantidad de polimero el tamafio de particula
disminuye, aumentado las aplicaciones de las microesferas poliméricas. También se sugiere el
cambio de la fase aceitosa o fase continua, para evitar el lavado de las microesferas con hexano y
evitar residuos de aceite en las microesferas. El uso de un liofilizador, ayudaria a volver el proceso

mas eficiente y se evitaria el uso de solventes como hexano, acetona, diclorometano, metanol etc.

Como trabajo futuro las microesferas poliméricas seran adheridas a andamios de biovidrio para la
regeneracion Osea, las microesferas poliméricas seran cargadas con factores de crecimiento o
antibidticos. Actualmente las microesferas de quitosano han sido adheridas a andamios porosos de
biovidrio CEL2. Estas microesferas fueron incorporadas a las paredes del andamio por inmersion;
lo andamios son preparados mediante el método combinado de metalurgia de polvos y espumado
de polimeros usando el biovidrio CEL2, el cual se prepara por la ruta convencional de fusién y
temple. Los resultados preliminares indican que los andamios tienen una microestructura y
propiedades mecanicas apropiadas para su uso como implantes 6seos, y las microesferas tienen una

morfologia y tamafio adecuado para ser incorporadas dentro de una matriz tridimensional [81].
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APENDICE Al

Modelos matematicos aplicados a la cinética de liberacion de paracetamol de las microesferas de
pectina:

e Orden cero
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e Segundo orden
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Modelo de Higuchi
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APENDICE A2

Modelos matematicos aplicados a la cinética de liberacion de paracetamol de las microesferas de
quitosano:
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e Segundo orden
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