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RESUMEN EJECUTIVO:

El estudio de esta investigacion concierne la encapsulacién de farmacos modelos como
acido acetilsalicilico e Ibuprofeno (ASA e IB) en geles elaborados a partir de
carboximetilcelulosa y quitosano con la incorporacion de ciclodextrinas (CDs), por medio

del método de interaccion de carga.

Se determiné el orden de adiciéon adecuado CMC/CS basado en analisis de rendimiento,
hinchamiento y observacién bajo microscopio, el tipo de medio en el que se realizan los
geles se determin6 comparando las imagenes SEM. En el medio elegido se realizaron
geles por los diferentes métodos de interaccion de cargas y se compararon por imagenes,
IR y potencial z, para entender las diferentes interacciones de los compuestos en el gel.
Posteriormente se evaluaron las diferentes relaciones de CMC/CS haciendo pruebas de
iméagenes, pH, potencial z, IR rendimiento y RMN para analizar como varia el gel
obtenidos con las relaciones poliméricas, también se observé como afecta el tiempo de

gelacion la morfologia del gel.

La encapsulacién de ASA se realizo en el gel formado y durante la formacion de geles
CMCI/CS con y sin CaCl, evaluando el rendimiento del gel, la eficacia de encapsulacién y
la morfologia de los geles. También se determiné el efecto de la velocidad de agitacion y
el flujo de CMC en el rendimiento, la eficacia de asociacion y la absorcién de agua, Para
la encapsulacion de IB se determind el efecto de la velocidad de agitacion en el
rendimiento y la eficacia de asociacién. Se estudié el efecto de la inclusiéon de CD en la
solubilidad de IB seguido de su inclusion en la formulacién del gel, la cual se caracterizé
por rendimiento, eficacia de encapsulacion, pH, potencial z e imdgenes SEM. Finalmente

se determind la degradacion térmica y enzimética de los geles con el farmaco.

Los geles CMC/CS presentan mayor recuperacion de gel a bajas relaciones y mas

hinchamiento libre con la relacion CMC/CS. Todos los geles tienen forma de redes
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tridimensionales amorfas y porosas, con poros mas pequefios a proporciones CMC/CS
mas elevadas. La espectroscopia infrarroja mostr6 bandas que correspondian a las
vibraciones de los enlaces carbonilo (C = O) de CS y grupos carboxilo de CMC. En el
proceso de elaboracion de los geles, el tiempo de gelacién aumento la aglomeracién y en
cuanto al potencial z los geles arrojan valores negativos alrededor de -372 mV a -51 mV.

Cada método de interaccién de carga produce cambios en la morfologia de los hidrogeles;
exhibiendo poros mas grandes en presencia de CaCl2. La Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) muestra que existe interaccion de todos los componentes que se emplearon en la
elaboracion del gel. En la incorporacién de ASA la relacion 200 sin CaCl2 es la que mayor
eficiencia de encapsulacién presenta (21%), cuando el farmaco era incorporado durante a
formacion del gel. Todas las relaciones encapsularon ASA cuando se agregdé en el gel ya
formado, siendo la relacién 21 sin CaCl2 la que mayor eficacia de encapsulacion reportd
(10%). El disefio de experimentos arrojé que a menor velocidad de agitacion y mayor flujo
se obtiene una mayor absorcién de agua mientras que el aumento de flujo y la mayor
velocidad de agitaciébn mejoran la eficacia de asociacion, y el rendimiento mejora con el
menor flujo. La B-CD y la HP-B-CD son del tipo lineal positiva, mientras que la A-B-CD
presenta una isoterma de desviacion positiva. La HP-B-CD es la que da lugar al mayor
aumento de solubilidad de IB, un 360% mas soluble que en B-CD a una concentracion
0,013 molar. Adicionalmente, se consiguié un aumento de la solubilidad del IB del 226%
con la mezcla CMC/HP-B-CD respecto a la relacion CS/HP-B-CD. La inclusiéon de CD en
la formulacién del gel permite encapsulacion de farmaco para relacion 2,7 que no
presentaba encapsulacion y el gel de la relacion 200 incrementé la capacidad de
encapsulacion con una relacién 1/1 CMC/CD. EIl tiempo de gelacion presenta una leve
influencia negativa en la encapsulacion de IB. La porosidad de los geles se determiné por
medio de un porosimetro de mercurio y la degradacion con la temperatura por medio de
termogravimetria (TGA), degradacién. La microscopia Electronica de Barrido (SEM) se

mostro geles porosos y el TGA la presencia de los diferentes polimeros y la CD.

Este trabajo de investigacion se logré entender el principio y el fendmeno alrededor de la
formacion de geles por interaccion fisica, hacer geles de CMC/CS/CD, encapsular
farmaco en un gel que no proporcionaba encapsulacion al incorporar CD, obtener buena

encapsulacion y buen rendimiento y estandarizar el método. Asi se encuentra que la
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relacion entre polimeros afecta la morfologia de los geles y la encapsulacion de farmacos,
ademas la incorporacion de CD aumenta la capacidad de encapsulacion permitiendo

incluso que geles que no encapsulen proporcionen encapsulacion.

PALABRAS CLAVES: INTERACCION DE CARGAS, LIBERACION CONTROLADA DE
FARMACOS, AMINO-BETA-CICLODEXTRINA, CARBOXIMETILCELULOSA,
QUITOSANO.
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INTRODUCCION

1. HIDROGELES

Los hidrogeles son redes tridimensionales entrecruzadas de polimeros hidrdfilos,
constituidos mayormente por agua [1]. Algunos tienen la capacidad de responder a
cambios en el ambiente circundante como son: pH, temperatura, modificaciones de fuerza

ionica o de su estado (hinchamiento, encogimiento), a una velocidad especifica [2].

Los primeros trabajos reportados de usos de hidrogeles fueron realizados por Wichterle y
Lim en 1960, quienes emplearon hidrogeles de hidroxietil metacrilato entrecruzado
(HEMA) para fines bilégicos [3].

Los hidrogeles se forman por entrecruzamiento quimico o fisico de homo o co-polimeros y
se clasifican segln su sintesis. El entrecruzamiento quimico se da por enlaces covalentes
(entre mondmeros funcionales o por polimerizacion por adicion con iniciacion por
radiaciéon) y el entrecruzamiento fisico por interacciones hidr6fobas, puentes de

hidrégeno, estéreo — acomplejamientos, interacciones electrostaticas o de carga [1, 2].

1.1. Hidrogeles quimicos

Los hidrogeles quimicos se sintetizan por entrecruzamiento covalente de redes,
entrecruzamiento de polimeros en estado sélido o en solucion por medio de radiacion,
agentes entrecruzantes o compuestos reactivos multifuncionales solubles en agua; co-
polimerizando un monémero y posteriormente entrecruzando en solucion; polimerizando

un monémero en un polimero sélido diferente para formar un gel de red interpenetrada
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(INP); por co-polimerizacién por injerto o por conversion de polimeros hidréfobos a
hidrofilos y posterior entrecruzamiento para formar una red [4, 5].

También se pueden obtener por sintesis en dos etapas, funcionalizando el polisacarido

con dobles enlaces reactivos y luego entrecruzando por polimerizacion por radicales libres

[5]

Los enlaces covalentes también se pueden dar entre grupos funcionales con reactividad
complementaria o por entrecruzamiento por reacciones de condensacién por presencia de
grupos como OH- y COOH- [5].

Estos hidrogeles no son homogéneos, pues contienen regiones de alta densidad de
entrecruzamiento y bajo grado de hinchamiento llamados “clister’, dispersos en las
regiones de baja densidad de entrecruzamiento y alta capacidad de hinchamiento.
Ademas, dependiendo de la composicion, la temperatura, el disolvente y la concentracion
de sélidos empleados durante la gelacién, puede ocurrir la separacién de fases o que el

agua llene los poros del hidrogel [4].

1.2. Hidrogeles fisicos

Los hidrogeles fisicos se forman por fuerzas secundarias, entre las que estan incluidas las
fuerzas hidrofobas, los puentes de hidrégeno y las fuerzas idnicas [4]. Estos hidrogeles
tampoco son homogéneos ya que presentan extremos de cadenas libres o bucles de

cadenas.

Los hidrogeles fisicos se pueden sintetizar empleando diferentes metodologias:
calentando una solucion polimérica, entrecruzando un polimero en solucién acuosa,
usando ciclos de hielo-deshielo para formar microcristales del polimero, disminuyendo el
pH para formar un gel enlazado por puentes de hidrogeno entre dos polimeros diferentes
en la misma soluciéon acuosa, mezclando soluciones de un polianion y un polication para
formar una coacervacion compleja o gelando una solucién polielectrolita con un ion

multivalente de carga opuesta [3-5].
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- Interacciones hidrofobas. Los polimeros con dominios hidrofobos se entrecruzan
en ambientes acuosos mediante gelacion térmica reversa, resultado del delicado balance
entre los puentes de hidrégeno y las interacciones hidr6fobas que dependen de la
temperatura [5].

- Interacciones por puentes de hidrogeno. Se forman por ciclos de congelamiento —
descongelamiento [5].

- Interacciones por estéreo — acomplejamiento. Son interacciones entre cadenas
poliméricas, o moléculas pequefias, de la misma composicidbn quimica pero diferente

estereoquimica, estos muestran alta biocompatibilidad y biodegradabilidad [5].

- Interacciones de carga. Es el entrecruzamiento por cambios de pH, ionizacién o
protonacién de grupos funcionales ibnicos que causan la gelacion. Pueden darse entre un
polimero y una molécula pequefia o entre dos polimeros de carga opuesta [4]. Cuando
dos polielectrolitos de cargas opuestas se mezclan, gelifican dependiendo de su
concentracion, fuerza iénica o el pH del medio, forman una coacervacion compleja, que
posee un gran atractivo en la ingenieria de matrices de tejidos [4]. Si se combina un

polielectrolito con un ion multivalente de carga opuesta también se forma un gel [3-5].

En la gelaciéon ionotrépica, los hidrogeles se producen debido a la capacidad de los
polielectrolitos para entrecruzarse con contraiones, formando una estructura de malla de
entrecruzamiento iénico. La técnica de complejacion de polielectrolitos forma hidrogeles
mediante la adicion de un polielectrolito a otro polielectrolito que tiene carga opuesta estos
gelifican o precipitan dependiendo de su concentracion, fuerza iénica o el pH del medio [3-
6].

La diferencia principal frente a los hidrogeles quimicos es que estos son reversibles por
cambios fisicos como resistencia idnica, pH, temperatura, aplicacién de estrés o adicion
de solutos especificos [3, 4], estos cambios podrian usarse como disparadores para
administrar un medicamento en un sitio especifico, y también pueden ayudar a mantener

el efecto del medicamento durante un periodo de tiempo, dias o incluso semanas [7-9].
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La forma de producir estos geles es goteando una solucién polimérica de caracter
anionico que contenga el farmaco deseado, en una solucién de cationes polivalentes o
polimeros catiénicos (o viceversa), los cationes se difunden en las gotas de la solucion
polimérica cargada del farmaco, formando un entramado tridimensional de unidades

entrecruzadas iGnicamente [5].

En estudios previos se encontré que las condiciones del proceso de obtencién de los
geles afectan la morfologia, el rendimiento de los geles y la encapsulacién de los
farmacos. Sriamornsak y Puttipipatkhachorn aseguran que existe diferencia entre las
morfologias de los geles formados con Ca+2 y con una mezcla Ca+2 con CS [10]. Polk y
colaboradores[11], observaron que en geles hechos con CS y Ca*? la cantidad de
polianion en la formacién esta relacionada con la encapsulacién de farmaco. Wakiyama
indica que aumentar la velocidad de agitacion durante la formacion mejora la cantidad de

farmaco encapsulado [12].

2. POLIMEROS EN LA OBTENCION DE GELES

Los polisacaridos se han estudiado durante los ultimos afios como materia prima en la
encapsulacion de farmacos que forman una estructura de malla por interaccion de carga
entre aniones y cationes y han ido ganando cada vez mas atencibn como componentes
de los sistemas de administracion de farmacos que responden a estimulos, ya que estos
son tienen propiedades peculiares como buena solubilidad en ambientes acuosos, alta
estabilidad, toxicidad nula, biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de

encapsular farmacos [7, 25, 26].

Un tipo de polisacaridos ampliamente usados son los iénicos, que pueden ser facilmente
reticulados para hacer redes de geles y son sensibles a una variedad de agentes externos
e internos con lo que se logra la liberacién controlada de farmacos [25, 26]. En
aplicaciones de administracion de farmacos, los polisacaridos que poseen grupos
hidroxilo, carboxilo y amino son bioadhesivos y podrian aumentar el tiempo de residencia
[25].
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El Cuadro 1 muestra algunos polimeros hidréfilos (naturales y sintéticos) empleados como
matrices en la sintesis de geles. Los polimeros son ampliamente usados para la liberacion
de farmacos por la facilidad de modificacion de su estructura [13, 14]. Los polimeros
sintéticos atraen interés por la repetitividad que presentan en su sintesis, y los polimeros
naturales, especialmente los polisacaridos, por sus caracteristicas de inocuidad,
abundancia y biocompatibilidad [5].

Cuadro 1. Polimeros empleados como matriz en la sintesis de geles [4].

Polimeros anidnicos Acido hialurénico [15], acido alginico. (alginato) [16], pectinas

[17], carragenina, sulfato de condoitina, carboximetilcelulosa.

Polimeros catiénicos Quitosano [18], polilisina [19].

Polimeros anfipaticos Colageno [20], gelatina [21], carboximetilquitina [22].

Polimeros neutros Dextran [23], agarosa [24], pululano [25].

Si el farmaco esta recubierto por un polimero, la liberacion es controlada por la difusion
del farmaco a través de la membrana polimérica. El recubrimiento de la membrana actua
como una barrera de liberacion, por lo tanto, la solubilidad y difusién en o a través de la

membrana de polimero se convierte en un factor determinante en la liberacion [14].

La velocidad de liberacién también puede verse afectada por interacciones iénicas entre
el farmaco e ingredientes auxiliares, o por la velocidad de degradacion del polimero [14,
26]. Ademas permiten la liberacién sostenida del farmaco en el sitio deseado durante un
periodo de dias o incluso semanas [13, 14]; son sensibles al pH, iones y/o temperatura,

mejoran la utilidad de los farmacos y reducen los efectos secundarios téxicos [27, 28].
En la formacion de hidrogel, tanto la concentracion de polimeros como la secuencia de

adicion, entre otros factores, desempefian papeles importantes en la morfologia y el
tamafio del hidrogel [6, 29, 30].
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3. GELES EN BIOMEDICINA

Los hidrogeles son redes tridimensionales capaces de absorber grandes cantidades de
agua o fluidos bioldgicos, por lo tanto, atraen el interés en la medicina [1]. Entre las
diversas aplicaciones de los geles en biomedicina, actualmente se destaca su empleo
como sistemas de liberacion controlada de farmacos, agentes bioactivos en una ubicacion
especifica y en la regeneracién de tejidos u organismos [2]. Para esta finalidad, los geles
no pueden ser toéxicos, deben tener buena biocompatibilidad, baja tension interfacial,

minima irritacion mecanica, baja friccién y ser inocuos [1].

Los geles en su conformacién adoptan diferentes formas fisicas, que se emplean segun el
area en la que estén enfocados: formas sélidas moldeadas (lentes de contacto suaves),
matrices de polvo prensado (pildoras y capsulas de ingestion oral), microparticulas
(bioadhesivos o tratamiento de heridas), recubrimiento (implantes, catéteres, pildoras,
capsulas, etc.) membranas y parches (depdsito de medicinas, parche de liberacion de
medicinas), soélido encapsulado (bombas osmdéticas), liquido (geles por calentamiento o
enfriamiento) [3, 4].

Los geles sensibles a cambios en el ambiente tienen un enorme potencial en la
biomedicina, ya que en el organismo se encuentran variaciones de pH y temperatura

favoreciendo la liberacién localizada y controlada de farmacos [31].

3.1. Liberacion controlada de farmacos

La liberacion controlada de un farmaco contenido en un gel, depende del tamafio y la
fraccion de volumen de poro y sus interconexiones, el tamafio de la molécula del farmaco,
y el tipo y fuerza de las interacciones del farmaco con las cadenas de polimeros que
componen la red de gel, también depende de la solubilidad y desorcién del farmaco, su

difusion a través de la matriz y la degradacion del gel [4].

Si el farmaco esta recubierto por un polimero, la liberacion es controlada por la difusion

del farmaco a través de la membrana polimérica o por la velocidad de degradacion del
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polimero, también puede verse afectada por interacciones ionicas entre el farmaco e
ingredientes auxiliares. El recubrimiento de la membrana actia como una barrera de
liberacion, por lo tanto, la solubilidad y difusién en o a través de la membrana de polimero

se convierte en un factor determinante en la liberacion [14, 26].

3.2. Geles de polimeros — ciclodextrinas en el encapsulamiento y liberacion de

farmacos.

El Cuadro 2 muestra algunos de los geles, en diferentes presentaciones, obtenidos para
encapsular diferentes farmacos en matrices de polimeros.-CD. Segln estos trabajos,
agregar CD a la red polimérica mejora la solubilidad del farmaco y al mismo tiempo influye

en su encapsulamiento y liberacion.

Cuadro 2. Ciclodextrinas empleadas en el encapsulamiento de farmacos con polimeros.

CD Sistema de liberacién Polimero

B-CD Dendrimeros, hidrogeles, nanoesponjas, PAMAM [32] PPG [33],
nanoparticulas solidas, microesferas bio- EGDE, HPMC [34] ECH
adhesivas, microparticulas/microesferas, [35].

supositorios, tabletas de disolucién rapida, gel

HP-B-CD  Liposomas, microesferas, dendrimeros, PEG, PVA, HA, S [36],
microparticulas, nanoparticulas, hidrogeles, PAMAM [32], CS [37, 38],
tabletas bucales, particulas porosas grandes, EGDE, HPMC [34], PLGA
lipoesferas, crema vaginal, supositérios, [39] PACA [40]
aerosol nebulizador, implantes lipidicos,

solucién parenteral y oral.

DM-B-CD  Microesferas PEG, PVA, HA, S [36]

OM-B-CD Microesferas PEG, PVA, HA, S [36]

M-B-CD Hidrogeles EGDE, HPMC [34]

SB-B-CD  Hidrogeles PEG, PVA, HA, S [36],
EGDE, HPMC [34]

B-CDMCT Tela de celulosa Celulosa [41]

MCT-B- Tela con actividad antibacterial Algodédn [42]
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CD

SBE7-3- Perlas HPMC, PVP [43]
CD
Me-B-CD tabletas de disolucion rapida, gel CS [44]

Abreviaciones:

BCD: B-ciclodextrina, HP-B-CD: Hidroxipropil-B-ciclodextrina, DM-B-CD: Dimetil-B-
ciclodextrina, OM-B-CD: 6-O-maltosil-B-ciclodextrina, M-B-CD: metil- B -ciclodextrina, SB-
B-CD: Sulfobutill- B -ciclodextrina, MCT-B-CD: Monoclorotriazinil-B-ciclodextrina, SBE7m-
B-CD: Sulfobutilleter-B-ciclodextrina, PAMAM: Poliamidoamina, PPG: Propilenglicol,
EGDE Etilenglicol-diglicidiléter HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa, ECH: Epiclorohidrina,
PEG, Polietilenglicol, PVA: Alcohol polivinilico, HA: Acido hialurénico, S: Almidén; CS:
Quitosano, PLGA: Poli(acido lactico-co-glicolico), PACA: Poli(alquilcianoacrilatos).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Muchos de los farmacos empleados actualmente presentan problemas de solubilidad y/o
paso a través de las membranas del organismo, absorcién y efectos secundarios no
deseados [16, 30, 45, 46]. La aspirina [acido acetilsalicilico (ASA)] es usado como
analgésico, antiinflamatorio y antipirética y el lbuprofeno (IB) es un farmaco analgésico
(aliviar el dolor) y antipirético (fiebre) y antiinflamatorio no esteroideoque funciona de
forma rapida y eficaz para aliviar el dolor casi en cualquier parte del cuerpo [47], estos
genera problemas secundarios que se ven reflejados en el estbmago (dispepsia,

erosiones géstricas y duodenales, sangrado y hemorragia) [48].

En los dltimos afios, la tecnologia farmacéutica se ha centrado en el disefio de sistemas
de liberacion, por ejemplo geles, capaces de controlar la liberacién del farmaco, para que
ésta se produzca en el lugar preciso para su absorcion o efecto y a la velocidad deseada
[26, 49].

La gran mayoria de hidrogeles de origen sintético estudiados hasta la fecha presentan
problemas de liberacién, confinamiento del farmaco y toxicidad por trazas de solventes
téxicos empleados en el proceso de fabricacion [30]. Por esta razén se quiere determinar
el posible uso de polisacéaridos derivados naturales (celulosa y quitina) con inclusion de
CD para el encapsulamiento de farmacos a través de la formacién de geles por
interaccion de cargas, aprovechando las caracteristicas que aporta la CD en cuanto a
solubilizacion y atrapamiento de los farmacos en su geometria de tamafio y forma
especifica, ademas de que presenta liberaciones a pH béasico. Para ello se requiere de
estudios enfocados a desarrollar nuevos geles para el transporte de farmacos, buscando
establecer las condiciones para la formacion de geles portadores y estudiar su eficiencia

de encapsulamiento y liberacion.
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En los casos en que el gel de CS se emplee en pHs bajos, requiere otro polimero que lo
proteja contra la acidez (envolviéndolo), y asi cuando el pH va aumentando la capa
entérica se disuelve liberando el nucleo recubierto de CS[50]. Por eso se plantea trabajar
con bajas dosis de CS y altas de CMC, para logra liberacion a pHs neutros y basicos,
ademas investigadores como Tosaki y otros indican que el CS y la CMC tienen un buen
potencial para ser utilizadas como portadores en sistemas de liberacion basica como el
colon [51]. Por otro lado, algunas investigaciones reportan que la asociacion del CS con

poliiones negativos se presenta a pHs por debajo de 6.5 [52].
De esta forma, la pregunta que orienta y delimita el objeto del siguiente proyecto es:

¢,Como influye la inclusion de CDs en el encapsulamiento y liberacién de farmacos

modelos a diferentes pHs en hidrogeles preparados a partir de CMC y CS?
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CAPITULO 1.
ESTADO DEL ARTE

1.1 ESTADO DEL ARTE

El quitosano, carboximetilcelulosa y ciclodextrina han sido usados por separado y en
combinaciones en la preparacibn de geles con aplicaciones en farmacia. Se han
reportado diversos trabajos en la literatura acerca de su uso como agentes de

encapsulamiento de farmacos entre los que se encuentran:

1.1.1 Quitosano.

El quitosano (CS) es el producto N-desacetilado de la quitina, un biopolimero natural que
se obtiene del exoesqueleto de los crustaceos de los insectos y hongos, caracterizado por
una buena biocompatibilidad, baja toxicidad, mucoadhesividad y biodegradabilidad[53]. El
CS se disuelve en pH &cido, es por eso que para lograr una liberacion a pH basicos
requiere de un polimero secundario, un recubrimiento con otro polimero o la adicién de

agente gelificante que aumente su resistencia [22, 54, 55].

En particular, en cuanto a la liberaciéon controlada de farmacos, diversos estudios han
demostrado que el CS puede emplearse tanto para la administracién especifica en un sitio
(mucosa) como para la administracion transmucosa, ya que es capaz de promover una
absorcion rica del farmaco a través de mucosas nasales e intestinales y pobre en
mucosas bucales y vaginales, también posee excelentes propiedades de formaciéon de
pelicula [53, 54]. Las matrices porosas basadas en CS se ha usado para diferentes
aplicaciones, como para la regeneracibn O6sea periodontal, para cultivar islotes

pancreaticos y como portadores de péptido/proteina [55].
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Es bien conocido que dos de los factores que afectan la formacién de hidrogeles a partir
de CS y sus propiedades son: su grado de desacetilacion y peso molecular [56]. Ko y
otros [57] reportaron que incrementar el peso molecular del CS genera particulas mas
esféricas y disminuye la liberacion.

Munjeri [17] logré6 modificacion en la liberacion de indometacina y sulfametoxazol
encapsulados en gotas de pectina amidada reticulada con calcio, utilizando un complejo
polielectrolito de CS alrededor de las perlas, trabajando a pH bajo para reducir la
repulsién entre el CS y la pectina. La cantidad total de farmaco liberado durante 5 horas

vario de 7.5% a 27.5% para indometacina y de 33% a 65% para sulfametoxazol.

En la literatura que se cita a continuacién como se muestran varias investigaciones de
geles a partir de alginato y CS. Chen [16] empleé N-O-carboximetilquitosano (NOCC) y
alginato con genipina como agente reticulante para encapsular albumina de suero bovino
(BSA) y encontr6 que un pH 1,2 limita el hinchamiento (2,5) por la formacién de enlaces
de hidrégeno entre NOCC y alginato, mientras que a pH de 7,4 los grupos de &cido
carboxilico se ionizan y el gel aumenta su hinchamiento (6,5) por la repulsion
electrostatica entre los grupos acidos ionizados. Por otro lado la cantidad de BSA liberado
a pH 1,2 fue 20% incrementando a 80% a un pH de 7,4. Gong [46] formé perlas de
alginato/acido N-a-glutarico-quitosano por doble reticulacion con Ca®" y suspension de las
perlas en sulfato de sodio para el encapsulamiento de BSA y encontré una baja liberacion

por debajo del 18% a pH 1,2 y una liberacion cerca al 100% a pH 7,4.

Wang y otros [58] fabricaron perlas de hidrogel de quitosano-g-acido
poliacrilico/atapulgita/alginato de sodio (CTS-g-PAA/APT/SA) reticuladas con Ca** debido
a la gelacioén iénica del SA, para encapsular diclofenaco sédico (DS) y lograron perlas de
4-5 mm que proporcionaban una liberacion de 3,76% a pH 2,1y 100% a pH 6,8 a las 24

h, respectivamente. La liberacion del farmaco a pH 6,8 fue controlada por el hinchamiento.

Luo junto con su grupo de investigacion [22] prepararon perlas de hidrogel de
carboximetilquitosano (CMCS) de 1-2 mm en disolventes binarios alcohol-acuosos y

encontraron que la morfologia y forma de las perlas dependen de la concentracion de
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alcohol logrando la mayor esfericidad con 3% de calcio y una concentracion de alcohol de
30%. También lograron una eficiencia de encapsulamiento del 96.9% de vitamina D3
empleando glutaraldehido como agente de reticulacion quimica para mantener la
integridad del hidrogel y la morfologia tras el secado.

Islam [59] uso ortosilicato de tetraetilo (TEOS) para entrecruzar CS y alcohol polivinilico
(PVA), encontrando que el encapsulamiento y la liberacion disminuyen a medida que la

temperatura y la densidad de reticulaciéon aumenta.

Belluzo y su grupo de investigacion [60] estudiaron la distribucién de tamafios de poros y
homogeneidad de superficies con la aplicacion de ultrasonido durante la obtencién de los
hidrogeles de CMC y CS. En ambos casos observaron una estructura tridimensional
altamente porosa con buena interconexidn entre poros y porosidades superiores al 70%,
el diametro medio de los poros era de 82 £ 7 ym para los geles hechos con ultra sonido

frente @ 115 £ 9 ym en los que no se uso.

En cuanto a términos de encapsulamiento, se logra buena retencién tanto por mezcla
directa de los polimeros con el farmaco como por goteo de uno en otro, como en el
empleo de CS /4cido poliacrilico, donde se obtuvo una eficiencia de impregnacion de
aspirina de un 94% mediante su disolucion en agua: etanol con una relaciéon de 2:1y su
posterior adsorcion durante 24 horas a 25 °C en la mezcla polimérica [61], o el uso de
polisacéaridos ibnicos como el CS o el alginato de sodio con IB seguido por un goteo en las
soluciones de contraiones como tripolifosfato o CacCl,, que arrojé un encapsulamiento de
98% [62].

Lai y Shum [63] reportaron que usando un derivado de CS injertada con hipromelosa,
altamente soluble en agua para formar un complejo polielectrolito con CMC garantiza una
eficiencia de encapsulamiento 1-2 veces mayor que la producida al usar CS convencional

y una liberacion 2-3 veces mas sostenida.

Se ha encontrado que el IB tiene interacciones electrostéticas e hidr6fobas con el CS 'y se
forman puentes de hidrégeno entre sus cadenas lo que mejora la velocidad de liberaciéon

del farmaco y garantiza un mejor encapsulamiento [64].
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También se han preparado varios tipos de hidrogeles de carboximetilcelulosa con CS
(complejacién de polielectrolitos) [29, 65, 66] en mezcla con la sal [67, 68].

1.1.2 cCarboximetilcelulosa (CMC)

La carboximetilcelulosa (CMC) es el éster de celulosa mas empleado en aplicaciones
biomédicas, es un derivado de la celulosa altamente soluble en agua. La interaccion de
sSus grupos con iones metalicos multivalentes permite la formacién de geles que son
estabilizados por interacciones electrostaticas. Las interacciones entre sus grupos —OH
con otros grupos contribuye a la estabilidad e insolubilidad en agua de este agregado
polimérico [6, 69].

Los grupos anidénicos de la CMC sbédica (pKa ~ 4.6) hacen que ésta sea adecuada para
formar hidrogeles y redes interpenetrantes que se encogen a pH &cido reduciendo el
grado de hinchamiento debido a la formacion de puentes de hidrégeno entre los COOH vy
los grupos OH; este hinchamiento aumenta a pH neutro y alcalino ya que se ionizan
parcialmente los grupos carboxilo y se presenta repulsiéon electrostatica [28, 31, 70]. Es un
polimero bioadhesivo que puede adherirse a mucosas, soportando por ejemplo en la boca
la salivacion, los movimientos y la degluciéon durante un periodo de tiempo significativo
[53].

Lin y Lin [71] estudiaron el efecto de la concentracién de carboximetilcelulosa sédica
(NaCMC) en la liberacion de la teofilina, observando que a mayor cantidad de NaCMC es

mas lenta la liberacién y mas grande el tamafio de las particulas obtenidas.

El sistema coacervado de microesferas de CMC y PVA reticuladas con glutaraldehido
para encapsular diclofenaco y 5-fluorouracilo, liberaron mas rapido a pH 7,2 que a pH 1,2.
Segun los autores este comportamiento es debido a la formacion de puentes de
hidrégenos entre los precursores del hidrogel a pH acido [72]. Empleando los mismos
polimeros y adicionando Fe** como agente reticulante, Xiao [73] logro liberar hemoglobina
apH?7A4.
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Una manera de mejorar el patron de liberacion controlada de la CMC es entrecruzandola
con CS [74]. Cui [75] usé CMC para estabilizar las particulas catidnicas de CS formando
una coacervacion compleja y estudié su aplicacion con ADN plasmido como una

aproximacion a la inmunizacion genética.

También se han fabricado esferas de goma de semilla de algarrobo y CMC sédica con
Al"®* como entrecruzante, para encapsular diclofenaco de sodio, logrando una liberacién

completa del farmaco en medio alcalino y una liberacién controlada en medio acido [76].

Una mezcla de dos polimeros ampliamente usados en la liberacion controlada de
farmacos, el alginato y la CMC, se emplearon para obtener perlas haciendo gotear una
disoluciéon de los polimeros en una solucién de cloruro férrico para portar proteinas
terapéuticas, revelando que la rugosidad y el tamafio de poro de las perlas aumentan con
la proporcién en volumen de CMC empleada, y que el volumen de CMC aumenta el

encapsulamiento [70].

Por otro lado, la CMC reticulada con moléculas catidnicas de epiclorhidrina, libera mas
rapido a pH 4, cuando los grupos acidos carboxilicos no tienen carga y so6lo ocurren
interacciones débiles entre el farmaco catiénico y el hidrogel; a pH por encima de 4,6; las
fuerzas de atraccion se hacen mas fuertes y la liberacién es mas sostenida hasta llegar a
9. El aumento adicional en el pH conduce a un aumento en la concentracion de iones que

debilitan la atraccion y aceleran la liberacion [28, 77].

Un caso particular ocurre cuando la CMC sddica se esterifica con acriloilo o cloruro de
metacriloilo donde su hinchamiento se vuelve dependiente del pH y se vuelve insoluble en

agua [78].
Zhang e investigadores [79] fabricaron micro-capsulas de CS y CMC, lograron encapsular

BSA en un 75% y encontraron una disminucién en la liberacion con el aumento de CS en

la relacion. También reportaron que el medio acido favorece la interaccion electrostatica.
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Abruzzo y colaboradores [80, 81] reportaron que en la elaboracién de hidrogeles a partir
de CS y CMC es mejor trabajar con exceso de CMC ya que garantiza mayor
encapsulamiento, absorcion de agua y velocidad de liberacion controlada.

Otra manera de obtener particulas con CMC y CS para el encapsulamiento de farmacos
es recubrir microesferas con capas de complejo CMC-CS, para finalmente extraer las
microesferas dejando una esfera hueca de complejo polielectrolito [82].

Siritientong y Aramwit [83] encontraron que el peso molecular de la CMC no afecta la

morfologia de los geles pero que su degradacién disminuye con el aumento de éste.

Por otro lado, Wach [84] y otros reportaron que un alto grado de grupos carboxilos

promueve reacciones de reticulacion.

1.1.3 Ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos derivados de almidén que contienen
seis (a-CD), siete (B-CD), ocho (y-CD), nueve (6-CD), diez (e-CD) o mas, unidades de a-

D-glucopiranosa unidas mediante enlaces (a 1-4) [85].
Son en forma de cono truncado y poseen una estructura supramolecular tipo celda o jaula

(Figura 1). Su superficie exterior es hidréfila y por lo tanto, son generalmente solubles en

agua, pero la cavidad interna tiene un caracter menos hidrofilo [86-90].
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Figura 1. Estructura de la CD [91].

Las moléculas hidrofobas contenidas en muchos farmacos interactian mas
favorablemente con (-CD que con a-CD, debido a que las cavidades de la B-CD pueden
alojar grupos aromaticos, mientras que el diametro de la a-CD es mas pequefio (Figura 2).

La interaccion también se puede dar con la y-CD, pero su costo es muy elevado [92].

Free drog molecule

Drog in a non-inclusiion complex

Drog in a inclusion complex

L 4
' "Empty" Cyclodextrin molecule
w

' Drog/cyclodextrin inclusion complex

Figura 2. Complejos D:CD

Dos desventajas de la B-CD son su limitada solubilidad en agua (18.6 mg/mL) y la
citotoxicidad que presentan si no estan modificadas, lo que limita sus aplicaciones

farmacéuticas, conduciendo asi a un aumento del empleo de 3-CD modificadas [88]. La
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presencia de carga puede desempefiar un papel significativo en la complejacion de
farmaco / CD y, por lo tanto, un cambio en el pH de la solucién puede variar la constante
de formacion de complejos. En general, las formas idnicas de farmacos forman complejos

mas débiles que sus formas no idnicas [93].

Las B-CD catiénicas y la hidroxipropil-B-CD tienen una excelente solubilidad en agua,
mejor hemocompatlbilidad y no presentan citotoxicidad, ademas presentan una mejor
disponibilidad y rendimiento de suministro de farmacos que la de B-CD [90, 94, 95]. Un
ejemplo especifico son las poli B-CD catidnica con grupos amonio cuaternarios, las cuales
mejoran la solubilidad del farmaco en agua y reducen la actividad hemolitica, en
comparacion con 3-CD sin modificar [94], también generan superior capacidad de carga y

liberacion controlada de farmacos [90].

La modificacion con unidades de hidroxipropilo aumenta la solubilidad de la CD un 60%
en peso y producen complejos solubles [93, 96]. La Figura 3 muestra el complejo de
asociacion IB/B-CD. Se sabe que en la formacién de complejos el IB/ B-CD es

considerado como el mas estable [97].
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Algunos polimeros realzan el efecto de solubilizacién de CD, debido a su participacion
directa en la complejacion de farmacos, mejorando las propiedades biol6gicas de los
complejos farmaco:CD [93]. Los polisacaridos son ampliamente usados para la liberacion

de farmacos por la facilidad de modificacion de su estructura [13, 14]. Un tipo de
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polisacaridos ampliamente usado son los ionicos, que pueden ser facilmente reticulados
para hacer redes de geles y son sensibles a una variedad de agentes externos e internos
con lo que se logra la liberacion controlada de farmacos [27, 28]. La adicion de polimeros
solubles en agua al medio que contiene al complejo CD: Farmaco, incrementa la
complejacion del farmaco, asi se necesita menos CD aumentando las propiedades
biologicas y farmacéuticas del farmaco [98].

Las cavidades hidrofobas internas de las CDs facilitan la inclusion de moléculas
huéspedes estabilizadas por interacciones no covalentes, capaces de formar complejos
de inclusion con los farmacos, ademas son capaces de alterar el patrén de liberacién,
cambiando la solubilidad e incrementando la estabilidad de los farmacos y de aumenta su
permeabilidad [88, 92-94, 99]. En el caso de disposicién oral, las CDs no son hidrolizadas
ni absorbidas por el estbmago ni el intestino delgado, sin embargo, la micloflora presente

en el colon la rompe en pequefios sacaridos permitiendo su absorcion [50].

También se han aplicado otros derivados de CDs, logrando buenas separaciones usando
amino 6-monoamino-6-monodesoxi-B-CD permetilado y heptakis (2,3-dimetil-6-amino-6-
desoxi) -B-CD, porque las cargas opuestas pueden mostrar altas CE [29]. El heptakis (2,3-
di-O-metil-6-amino) - B —CD fue el mejor [100].

Se han realizado microgeles de poli-B-CD y CMC, usando cloruro de benzoato (2-
hidroxietil) trimetilamonio como entrecruzante, para encapsular calceina. La liberacion
total ocurri6 a pH 3, por la protonacion de los &cidos carboxilicos que causa
desintegracion, mientras que a un pH de 8 se logré una liberacién del 23% en un tiempo
de 24 horas, la cual increment6 a 47% a pH 11 debido a la disminucion de la densidad de

entrecruzamiento [90].

También se conformaron nanoparticulas por la gelacién de CS y carboximetil-3-CD, con
un tamafio de entre 231 a 383 nm y un potencial z positivo variante entre 20,6 y 39,7 mV.
Este complejo se prepar6 para la incorporacion de insulina y heparina, con una eficiencia
de asociacion de respectivamente 85,5 a 93,3 y 69,3 a 70,6% y un aumento del tamafio

de las particulas (366-613 nm), pero sin modificar significativa los potenciales z (23,3 a
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37,1 mV). En cuanto a la liberacién de farmaco, lograron una estabilidad en fluido
intestinal simulado a pH 6,8 y 37°C durante al menos 4h [101].

Una coacervacion alginato/CS con B-CD para encapsular insulina mostré una cinética de
liberacion que difiere con el tiempo de acomplejamiento, siendo 1 h el menor tiempo
requerido para una rapida liberacion. Por otro lado la cantidad de insulina disponible
aumenta con la cantidad de B-CD empleada y su aumento también disminuye la

agregacion de farmaco, e incrementa su liberacién en fluido intestinal simulado [88, 99].

Existen varios trabajos que reportan la inmovilizacion de CD sobre el CS para obtener un
material para transportar farmacos. Chen y otros [102] inmovilizaron la CD en la posicion
6-OH en vez de la 2-NH, para no suprimir las propiedades del CS y permitir su uso en la
formacion de membranas. Kono y colaboradores injertaron [103] CD en
carboximetilquitosano encontrando un incremento en la cantidad de ASA absorbido y una
disminucién en la velocidad de liberacion, relacionado con el aumento de CD incorporado

en los geles.

La CMC y la B-CD forman hidrogeles apropiados para encapsular farmacos, los cuales
disminuyen su capacidad de hinchamiento con el incremento de CD usado en la
preparacion. Estos hidrogeles mostraron ser Utiles para el encapsulamiento de bisfenol A
[104].

También se ha investigado la formaciéon de membranas por capas de polielectrolitos de B-
CD anibnicos (entrecruzamiento entre acido citrico y f-CD) y catiénicos (entrecruzamiento
entre epiclorhidrina y B-CD en presencia de cloruro de glicidiltrimetilamonio) empleando
termo fijacién (enlazamiento térmico), encontrando que el aumento de los grupos amonio
del polimero cationico incrementa el encapsulamiento de acido benzoico de ter-butilo
[105].

Yalcin y otros [106] prepararon hidrogeles a partir de HP-B-CD con alginato o CS para
tratar la formacion de amiloides (Ab) responsables del Alzheimer y encontraron que su
administracion nasal disminuye significativamente la fragmentacion del ADN y aumenta la

funciobn mitocondrial proporcionando proteccion contra la neurotoxicidad inducida por Ab.
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CAPITULO Il.
OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar hidrogeles a partir de carboximetilcelulosa, quitosano y ciclodextrinas
modificadas mediante interaccion de cargas para el encapsulamiento y liberacion de

farmacos.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de las condiciones de preparacion sobre las propiedades
fisicoquimicas de geles preparados a partir de carboximetilcelulosa (CMC) con
Quitosano (CS) por interaccién de cargas.

2. Evaluar la eficiencia de encapsulacién de ASA en los hidrogeles.

3. Establecer el efecto del uso de B-ciclodextrinas (HP- B-CD y A-B-CD) en la formacién

de hidrogeles y la eficiencia de encapsulamiento de IB.

4. ldentificar el efecto de estimulos externos en la liberacion controlada de farmacos y

degradacion enzimatica del hidrogel.
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PROPUESTA METODOLOGICA

CAPITULO III.

MATERIALES Y METODOS

La Figura 4 muestra la metodologia seguida en el desarrollo de la investigacion.
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MATERIALES

A continuacibn se mencionan los reactivos empleados en el desarrollo

experimental.

Polimeros:

Carboximetilcelulosa (CMC): Sal de carboximetilcelulosa de sodio, Mw ~250.000, grado
de sustitucion 0,7. Sigma Aldrich, CAS 9004-32-4.

Quitosano (CS): Quitosano, Mw ~250.000, deacetilacion 75-85%, Sigma Aldrich, CAS:
9012-76-4.

Ciclodextrinas:

Amino-B-ciclodextrina (A-B-CD): Heptakis-(6-Amino-6-Deoxy)-B-cyclodextrin
heptahydrochloride, Cyclolab, code: CY-2065. Férmula Molecular: C4HgsO2N,Cl;, Mw ~
1383.3, posibles impurezas: Beta-ciclodextrina, hidracina.

Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD): KLEPTOSE® HPB Hidroxipropil-B-ciclodextrina,
Roquette, Batch E0208, EP-USD/NF, DPO DV993X1/1, FAES FARMA, S.A. Férmula
Molecular: -CH,CHOHCHg. Sustitucion: 0,65; Mw ~1400, solubilidad en agua> 600 mg/L.
B-ciclodextrina (3-CD). Sustitucion: 0, Mw ~1135, solubilidad en agua 18,5 mg/L.
Farmacos:

Acido acetilsalicilico (ASA): Sigma Aldhich, CAS: 50-78-2.

Ibuprofeno (IB) 298% (GC), Sigma Aldrich, CAS: 15687-27-1.

42



Otros:

Cloruro de Calcio (CaCly): Cloruro de Calcio dihidratado, Carlos Erba, Férmula quimica
CaCl,2H,0, CAS: 10035-04-8.

METODOS

Los métodos experimentales se presentan a continuacion:

3.1 FORMACION DEL GEL

3.1.1 Efecto del orden de adicion del polimero sobre la formacién de gel

El orden en que se adicionan los polimeros en la formacién de gel por interaccion de
cargas tiene efectos en la morfologia y posterior encapsulacion y liberacion de farmacos.
Con el fin de evaluar el efecto de cambiar la secuencia de adicién y concentracion de los
polimeros en la formacion de los hidrogeles, se tomaron como base una densidad de
carga para el CS de 0,3 meg/g [107]. Se prepararon soluciones de polimero a
concentraciones tales que pudieran pasar a través de la aguja y formar una gota separada
sin problemas de fluidez (CMC < 2%) [108].

El CS elegido tiene un peso molecular medio y un grado de acetilacion de 75 a 85% que
segun Zhou y otros [56] son condiciones Optimas para la obtencion de hidrogeles. En
cuanto a la CMC también se eligi6 un peso molecular medio y un bajo grado de
sustitucién (0,7) por recomendaciones de la literatura, como indican Angelova y
Hunkeler[109] y Kaihara y otros [110].

Para solubilizar los polimeros fue necesario dejar cada solucion bajo agitacion magnética

durante 24 horas. La concentracion de CMC se fij6 en 0,75% p/v, mientras que se
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emplearon dos preparaciones CS (0,01 y 0,75% en é&cido acético 1% v/v), llamando las
relaciones CMC/CS 75y 1.

Aproximadamente 10 mL de solucion de CMC se dej6 caer a través de una aguja (21 G)
desde una jeringa de plastico a un vaso de precipitado que contenia 10 mL de una de las
soluciones de CS (0,01 y 0,75%), bajo agitacién suave (600 rpm) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, la mezcla se agité durante otros 20 minutos y el
hidrogel se mantuvo 24 horas a temperatura ambiente, para alcanzar el equilibrio[111].

Posteriormente se realiz6 otro gel agregando el CS sobre el CMC. (Figura 5).
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Figura 5. Montaje. Formacion del gel.

Finalmente la decision de cual polimero se goteaba se tomé basado en las comparacion
entre las micrografia, rendimientos e hinchamiento libre de los geles obtenidos por la

metodologia descrita anteriormente.

3.1.2 Efecto del medio de preparacién en la obtencion del gel

Para decidir las condiciones del medio de los geles, se tomo la relacion méas alta
(CMC/CS 200) debido a que la alta concentracion de CMC generaba mayor carga y
modificacion del medio y se realizaron geles en medios a pH 3 y 6 (controlando la
variacion del pH con NaOH y HCI 0,1N a medida que se gotea el CMC sobre la solucién

catidnica). Otro medio fue preparar la solucion catiénica acido acético con una solucién de
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etanol al 30% antes de la gelacion. Finalmente, otra opcion fue disolver la CMC en una
solucion NaCl 200mM la cual fue goteada sobre la solucion catidénica. La morfologia de
estos geles se comparé con la de un gel realizado sin control del medio, para determinar

la manera en que se realizarian.

3.1.3 Comparaciéon entre métodos de interaccién de cargas para la obtencion de

los hidrogeles

Se realizaron geles por interaccién de cargas entre los polimeros, entre la CMC y el CaCl,
y una mezcla de los 3 compuestos y se compararon por medio de micrografia, SEM,
potencial z, FTIR. Se prepararon tres muestras de gel para cada sistema con el fin de

comparar los resultados. La manera en la que se obtuvieron los geles fue la siguiente:

Gelacion ionotrépica: El CMC se disolvio en agua desionizada (a la concentracion
deseada) y se gotearon aproximadamente 10 mL de esta solucién por medio de una
bomba New Era Pump System Inc., través de una aguja (21 G) usando una jeringa de
plastico, sobre un vaso de precipitado que contenia 10 mL de la solucion de CacCl,,
solubilizado bajo agitacion magnética, durante 2 horas aproximadamente. El tiempo de
agregacion fue de 10 minutos y el tiempo total de mezcla,sumando los minutos de goteo,
fue de 30 minutos, debido a que el tiempo de agregacion no tiene efecto después de 30
minutos [112]

Con el fin de completar la reaccion, el hidrogel se dej6é en equilibrio aproximadamente 24
horas [111]. Después, la muestra se centrifugd a 3300 rpm durante 30 minutos y el
precipitado se elimind del sobrenadante. Finalmente, los geles se lavaron con agua
destilada y se separaron de nuevo por centrifugacién, para eliminar la mayor cantidad

posible de residuos.

Complejo de Polielectrolito: El procedimiento siguié la metodologia similar a la descrita
anteriormente. Se us6 una solucién CS en acido acético al 1% p/v como agente catidnico,
en lugar de CaCl,. La mezcla (después del goteo) se agitdé en las mismas condiciones
durante 20 minutos y luego, el hidrogel se mantuvo durante 24 horas a temperatura

ambiente hasta que se alcanzé el equilibrio. La muestra se centrifugd y el precipitado se
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elimind del sobrenadante. Finalmente, los geles se lavaron con agua destilada y se

separaron de nuevo por centrifugacion.

Preparacion de geles mediante complejacién polielectrolitica y gelacion ionotrépica
simultanea: Se llevé a cabo una mezcla de ambos procedimientos solubilizando el CacCl,
en la solucion CS (2 horas de agitacion), y luego se dej6é caer la CMC en esta mezcla.
Después se siguid la metodologia de separacion descrita antes.

Para evaluar el efecto del orden de agregacion en el método decomplejacion de
polielectrolitos se us6 una concentracibn de CS 0,016% p/v y se goted sobre una
solucién de CMC al 0,8% plv.

3.1.4 Influencia de la relacion polimérica CMC/CS sobre el gel

Para evaluar el efecto de la relacion CMC/CS, la concentracién de CS se fij6 en 0,01% p/v
(disuelto en &cido acético al 1% v/v) para evitar problemas de viscosidad cuando se
mezcla con polimeros aniénicos a altas concentraciones [120]. Los geles se prepararon
empleando como polimero aniénico la CMC a 2%; 0,75%; 0,32%; 0,21% y 0,027% p/v.
Las fracciones poliméricas CMC/CS quedaron fijas en 200, 75, 32, 21 y 2,7 y se
caracterizaron por Rendimiento, Micrografia, SEM, pH, Potencial z, FTIR y RMN (Estas

caracterizaciones se describen en el nimeral 3.4).

3.1.5 Efecto del tiempo de gelacion

Con el fin de evaluar el efecto producido por el tiempo de gelacién sobre la morfologia de
los hidrogeles, se tomé la relacibn 21 evaluadas anteriormente y se detuvo la
complejacion después de los 20 minutos de agitacion, en ese momento, el complejo

polimérico se separd para medir su potencial z y ser observado por microscopia 6ptica.
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3.2 ENCAPSULACION DE ASA

3.2.1 Formacién de hidrogel y posterior encapsulacién de ASA

Para la formacion del gel se tuvo en cuenta el rendimiento encontrado para cada relacion
CMC/CS y se elaboraron geles segun las relaciones poliméricas mencionadas
anteriormente, goteando un volumen del polimero aniénico (7, 40, 70 y 90 mL) sobre un
vaso de precipitado que contiene el mismo volumen de la solucién del polimero catidnico
ylo CaCl, (dependiendo del método empleado) que se encontraba sobre una placa con
agitacién (dando entre los dosel volumen final indicado en la tabla). Las concentraciones

de CaCl, se evaluaron a 0 y 0,09 M en la solucién del polimero catiénico.

El tiempo total de mezcla fue de 30 minutos y se siguié con procedimiento tal y como se

describié anteriormente en el numeral 3.1.3. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Relacion CMC/CS: CacCl, en la formulacién de los geles
Relacion CMC (mg) CS (mg) CacCl, (mg) Volumen final (mL)

CMC/CS

200 140 0,7 0 14
75 300 4 0 80
21 147 0 140
2,7 24,3 9 0 180

200 140 0,7 0,093 14
75 300 4 0,531 80
21 147 7 0,93 140
2,7 24,3 9 1,196 180

El gel formado se lavo para retirar el CaCl, que no fue incorporado al hidrogel y se seco a
60°C. Posteriormente se depositd en un recipiente que contenia una solucion de ASA 250

ppm y se agitdé a 250 rpm, finalmente la suspension se dej6é en reposo a temperatura
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ambiente por 24 horas (tiempo para garantizar formacion del gel y la penetracion del ASA)
y el gel obtenido se lavo y secé a 60°C. A los geles se les determind la EA y se

observaron por SEM.

3.2.2 Formacion simultanea de hidrogel con encapsulamiento de ASA

Para evaluar la encapsulacion de ASA durante la formacién del gel, se gote6 el polimero
aniénico sobre un vaso de precipitado que contenia la solucion del polimero catiénico y
CaCl, mezclada con el ASA, a condiciones similares a las del numeral anterior y se dejé
gelar por 24 horas. Las concentraciones de CaCl, se evaluaron a 0 y 0,09 M en la
solucién del polimero catiénico. La concentraciéon del farmaco en la solucion final se fijo a

250 ppm. Las cantidades empleadas en la elaboracion se listan (Tabla 2).

Tabla 2. Relacién CMC/CS: CaCl,:ASA en la formulacién de los geles

Relacion CMC (mg) CS (mg) CaCl;, (mg) Volumen final ASA (mg)

cMc/CS (mL)
200 140 0,7 0 14 3,5
75 300 4 0 80 20
21 147 0 140 35
2,7 24,3 9 0 180 45
200 140 0,7 0,093 14 3,5
75 300 4 0,531 80 20
21 147 7 0,93 140 35
2,7 24,3 9 1,196 180 45

Estos geles se caracterizaron por Rendimiento, EA y se observaron por SEM.

3.2.3 Efecto delavelocidad de dosificacion y de agitacién

Con el fin de evaluar el efecto de los parametros de elaboracion del farmaco sobre sus
propiedades, se realiz6 un disefio de experimentos con 8 ensayos para el estudio del

efecto de la velocidad de dosificacion y de agitacion sobre la eficacia de asociacion de
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ASA, el rendimiento y el porcentaje de hinchamiento libre (%adsorcion de agua), para el
gel que registr6 mayor encapsulacion (relacion 200), usando como parametros:
velocidades de agitacion de 400 y 800 rpm vy flujo de agregacion de 40 y 80 mL/h. Los
resultados se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza, los datos

fueron procesados utilizando el software Statgraphics Centurion XVII.

3.2.4 Inclusién de CD

Continuando con la busqueda del aumento de EA de ASA, se incluyé HP-B-CD en los
geles, empleando una relacion CMC/HP-B-CD de 1 y reduciendo la relacion CMC/CS a
100. Para ello se adicion6 ASA a la solucién acuosa de CS y CD, seguido por el goteo de
CMC sobre éstas. Todo el proceso se realiz6 bajo agitacion magnética continua durante el
goteo y hasta completar media hora. El sistema se dejé en equilibrio durante 24 horas, tal

como se obtuvo el gel sin CD.

3.3 ENCAPSULACION DE IB

3.3.1 Efecto de la velocidad de agitacion y el flujo de CMC en la encapsulacién del

IB en gel

Tomando como referencia las mejores condiciones para encapsular ASA (2% de CMC,
0,01% de CS, relacion CMC/CS 200 y un flujo de 80 mL/h), determinada en el numeral
3.2.2, la cual arrojar6 un 70% de eficacia de encapsulacion, determinada por UV
(Shimadzu espectometro UV-vis UV-1603,Japan), se decidi6 tomar estas mismas
condiciones encapsular el, dado que este es parcialmente soluble en agua se us6 una
cantidad 0,6 mg de IB de manera que se solubilizara completamente en los 7 mL de

solucion de CS usada en la formacion del hidrogel.

En estas pruebas se fijo la masa de gel seco en 0,3 g; por lo tanto para la relacién 200 se
elabor6 el gel goteando un volumen del polimero aniénico (7 mL) sobre un vaso de

precipitado que contenia el mismo volumen de la solucion del polimero catiénico (CS) con
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el IB solubilizado. La formacion se realiz6 segun lo descrito anteriormente en el numeral
3.2.2.

La cantidad de IB encapsulado se determind empleando espectrometria UV a una
longitud de onda de 264 nm[113], midiendo la concentracién en el sobrenadante después
de separar el gel. A las muestras también se les determiné el rendimiento.

3.3.2 Solubilidad del Ibuprofeno con las ciclodextrinas

El IB presenta muy poca solubilidad en agua (0,05 mg/mL de agua)[114], valor que se
pretende aumentar con la inclusion de CDs. En este ensayo se utilizé la técnica de
diagramas de solubilidad de fases para analizar la capacidad de solubilizacién del IB con
diferentes CD y se determiné la eficiencia de complejacién (CE) de las CDs para evaluar
la eficiencia de solubilizaciéon del IB, es decir, determinar la relacion entre la concentracion
de complejo, CD y farmaco libre [115]. La CE se calculd a partir de la pendiente de los
diagramas de solubilidad de fases, siendo este parametro independiente de la solubilidad

del principio activo (Sy).

Los diagramas de solubilidad de fases se obtuvieron mediante la representacion de la
solubilidad frente a la concentracion de CD[116]. La constante aparente de estabilidad ,
suponiendo la formacién de complejos de inclusiébn de una CD con estequiometria 1:1

(K1.1), se calculé a partir de la pendiente y la interseccién de la recta con la ecuacion 1.

Pendiente .,
K11 = So(1-Pendiente) Ecuacion 1

Se determind la eficiencia de complejacion (CE) por medio de la Ecuacion 2.

__[D:CD] _  Pendiente

CE = So *Kyq = [CD] ~ 1-Pendiente Ecuacion 2

Por otra parte, la relacién farmaco: CD [D:CD] se calculé a partir del valor de CE con la

Ecuacion 3.
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[D:CD] =1+ é Ecuacion 3

Para elaborar los diagramas de solubilidad se afadieron cantidades en exceso de IB a
una serie de soluciones acuosas de concentraciones crecientes de CD, entre 0y 1,5 %
p/v para la B-CD, y entre 0 y 10 % p/v para la HP-B-CD y A-B-CD (por su solubilidad en
agua), contenidas en eppendorf (tubos de polipropileno con tapon plano hermético de
0.5 mL) y se agitaron a 25°C y 100 rpm durante 4 dias con el fin de alcanzar el equilibrio.
Después, las muestras se centrifugaron durante 30 minutos a 12500 rpm, posteriormente
se tomd 1 mL del sobrenadante para preparar las diluciones y determinar la concentracién
de IB que se logré solubilizar con ayuda de un espectrofotdmetro UV empleando una

longitud de onda de 264 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3.3 Encapsulacién de IB en el gel CMC/CS con HP-B-CD y A- B-CD en la relacién
CMC/CS 200

Con el fin de estudiar la influencia de la presencia de los dos polisacéridos que forman el
hidrogel en el complejo D:CD, se determind la formacion de gel y la encapsulacion de 1B,
en el gel que mas ASA encapsuld, a la velocidad de flujo y de agitacion elegidas
anteriormente, usando HP-B-CD y A-3-CD.

Para ello se adicioné IB a la solucion acuosa de CS y CD seguido por el goteo de CMC
sobre éstas. Conociendo que para la relacién mayor (CMC/CS 200) hay exceso de carga
aniénica, se buscé mantener la relacion masica anidnico/catibnica empleada

anteriormente, reemplazando con CD (HP-B-CD) la parte retirada de CMC.

Todo el proceso se realizd bajo agitacibn magnética continua durante el goteo y hasta
completar media hora. Se siguié el mismo procedimiento del gel sin CD. Los geles
obtenidos se caracterizan por medio de su rendimiento, eficacia de asociacion, potencial

z, tamafio y pH ((Estés caracterizaciones se describen en el nimeral 3.4).
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La Tabla 3 muestra las relaciones empleadas de CMC/HP-B-CD para encapsular IB.
Cuando no se emple6 CD sdlo se pudo trabajar con 1 mg de IB para garantizar su
solubilidad, al agregar la CD esta cantidad se pudo aumentar al doble.

Tabla 3. Relaciones empleadas de CMC/HP-3-CD.

Muestra CMC (mg) CS (mg) CD (mg) IB (mg)
1 140 0,7 0 1
2 100 0,7 40 2
3 80 0,7 60 2
4 70 0,7 70 2
5 60 0,7 80 2
6 40 0,7 100 2

Posteriormente, se realiz6 un gel con A-B-CD a la mejor relaciéon encontrada de HP- B-CD

3.3.4 Encapsulacién de IB en el gel CMC/CS con HP-B-CD y A- B-CD en la relacion
CMCI/CS 2,7

La relacibn CMC/CS 2,7 sin CD no presentd encapsulaciéon, por eso se propuso trabajar
esta relacién 2,7 y determinar el efecto de la inclusion de CD. Para esto inicialmente se
trabajaron dos cantidades masicas de CD, igualando la méasica de CMC (24,3 mg CD) en

una pruebay en otra la de CS (9mg CD), manteniendo la proporcion CMC/CS (Tabla 4).

Tabla 4. Relaciones empleadas de CMC/HP-B-CD.

Muestra CMC (mg) HP-B-CD(mg) CS (mg) IB (mQ)
1 24,3 0 9 4
2 24,3 24,3 9 10
3 24,3 9 9 10

En la Tabla 5. Relaciones empleadas de CMC/HP-B-CD.se listan las otras
concentraciones de CD empleadas, En la muestra 3 la relacion CMC/CS es 1,35 y por la

poca cantidad de HP-B-CD se redujo también la cantidad de IB.
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Tabla 5. Relaciones empleadas de CMC/HP-3-CD.

Muestra CMC (mg) HP-B-CD(mgQ) CS (mg) IB (mg)
1 24,3 0 9 4
2 24,3 125 9 4
3 12,15 4,5 9 2

Posteriormente, a se realizd un gel con A-B-CD a la mejor relacion encontrada de HP- [3-
CD

Para fijar el tiempo de encapsulacion de IB optimo, se realizaron geles a una relacion
CMCI/CS de 2,7 con 9 mg HP-B-CD y se determin6 por UV la encapsulacién alas 0, 6,9y
12 y 24 horas, a una longitud de onda de 264 nm.

La caracterizacion de los geles se realizé determinando su rendimiento, eficacia de

asociacion y pH.

Para determinar la influencia que tuvo la mezcla polimero/CD en la encapsulacion y
formacion de los geles, se evalu6 la solubilidad del IB agregandolo en exceso a cada una
de las siguientes relaciones: CMC/HP-3-CD 2,7/1, CS/HP-3-CD 1/1, y HP-B-CD 1mg HP-
B-CD/mL de solucion, las cuales se agitaron a 25°C y 100 rpm durante 4 dias con el fin de
alcanzar el equilibrio. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 30 minutos a
12.500 rpm y se determiné la concentracion de IB que se logrd solubilizar con ayuda de
un espectrofotometro UV, empleando una longitud de onda de 264 nm. Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

3.4 CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES

A continuacién, se listan las técnicas empleadas para la caracterizacion de los geles

obtenidos, las cuales se emplearon segun los requerimientos de cada método.
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3.4.1 Morfologia

Para caracterizar la morfologia de los geles humedos, se coloc6 una gota de la muestra
en un portaobjetos con una gota de agua para dispersar el gel antes de la observacion.
Luego se coloco un cubreobjetos y la muestra se observé bajo un microscopio Optico
(Leica DMREB, software LAS, version 7.1 Camara Leica DFC320).

La morfologia del gel seco se observd a partir de muestras de gel congeladas con
nitrégeno liquido, y luego liofilizadas (24 horas en vacio a -50°C). Las muestras se
analizaron mediante microscopio electrénico de barrido HITACHI TM-1000 (Hitachi High-
Technologies Inc., Japdon. —SEM- Phenom ProX scanning electron microscope, sin

preparacion previa.

3.4.2 Hinchamiento libre

La capacidad de hinchamiento libre de los hidrogeles (adsorcion de agua) (Ecuacion 4) se
determiné de la siguiente manera: las muestras se secaron hasta peso constante en un
horno a 60 °C; luego se pesaron y rehidrataron en agua destilada durante 24 horas. La

diferencia de peso se registro y las muestras de gel se secaron nuevamente [117].

S = (M) x100 Ecuacion 4
W

Donde Wg es el peso seco y Wa es el peso del gel hinchado.

3.4.3 Rendimiento

Las muestras de hidrogel obtenidas se secaron en un horno a 60°C hasta un peso
constante para calcular el rendimiento, se realizaron 3 repeticiones de cada muestra

(Ecuacion 5) [117].
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R = (—) x 100 Ecuacion 5

Donde Wqg es el peso seco del hidrogel y Wp es el peso de los productos utilizados para

la preparacion del gel.

3.4.4 Potencial z

La distribucién de carga (potencial z) y el tamafio de las particulas en el gel se midieron
entre 20 y 24 horas después de la preparacion para los geles dejados en equilibrio, e
inmediatamente después de la formacién para las veces en las que se comparé el tiempo

de gelacién, se determiné el potencial de 3 muestras por relacion polimérica.

Se utilizé un Zetasizer Nano ZS90 con cubetas DS170 con acido acético como medio de

dispersién para el CS y agua como medio de dispersién para los hidrogeles y la CMC.
3.45 FTIR

Los espectros FTIR de muestras de gel seco se registraron en un espectrometro FTIR de
Perkin-Elmer, modelo Spectrum GX con una union para reflectancia total atenuada (ATR)
y un cristal de diamante. Los espectros se tomaron entre 4000 y 600 cm™ con una

resolucién de 4,00 cm™ y 16 escaneos.

3.46 RMN

La relacion 200 con CacCl, (un polication) se analizé con un espectrometro de Resonancia
Magnética Nuclear de sélidos (RMN) **C para determinar la interaccion de los polimeros y

el CacCl, en el gel obtenido. El equipo en el que se midieron las muestras es un equipo de
RMN Jeol Modelo ECA600 de 600MHz. Usando la sonda DOTY de 4mm de diametro del
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porta muestras (rotor) para medicion de solidos de dos canales (1H y X) y el experimento
fue de CPMAS.

3.4.7 Porosimetria

La distribucion del tamafio de poro se evalu6 mediante porosimetria de intrusion de
mercurio utilizando un Micromeritics Autopore 1V 9500 (Norcross, GA, EE. UU.) Equipado

con un penetrometro de 3 mL para sélidos (Se realiz6 una muestra por prueba).
3.4.8 Eficaciade encapsulacion

La cantidad de farmaco encapsulado se determiné por diferencia frente a la cantidad de
farmaco en el sobrenadante por UV a una longitud de onda de 225 nm para el ASA 'y 264
nm para el IB, la evaluacion se realiz6é por tiplicado. La eficacia de asociacion (EA) se

determiné por medio de la Ecuacion 6:

%EA = (%) x100 Ecuacion 6

Donde Ws es la concentracion inicial de farmaco en la solucion, y Wa la concentracion de

farmaco asociado al gel.
3.4.9 Hinchamiento

Las condiciones de hinchamiento se evaluaron incubando los geles CMCI/CS vy
CMC/CDICS liofilizadas (de peso conocido) en 50 mL de solucion buffer y agitando a 200
rom y 37°C, se midieron 3 repeticiones por muestra. Se usaron pHs fijos para que los
resultados fueran extrapolables a otras vias de administracion y no Unicamente a la

administracion por via oral (absorcion gastrointestinal):

pH 1,2 que simula el pH del estbmago (donde normalmente el gel comienza a liberar el

farmaco)
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pH 5,8 representa la primera porcion del intestino delgado, que es donde el farmaco,
dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas, comienza a absorberse

pH 7,4 es la Ultima porcion (intestino grueso), donde se da la absorcion.

El hinchamiento (Qs) se cuantific6 por diferencia de pesos, mediante la Ecuacion 7,
secando los geles antes de cada pesada con papel filtro para eliminar el exceso de
solucion buffer.

Qs = (Wsw;zvd) Ecuacion 7

Donde Ws es el peso de la muestra himeda luego del proceso de hinchamiento y Wd es
el peso de la muestra seca.

3.5 PRUEBAS DE LIBERACION Y DEGRADACION DE LOS GELES

3.5.1 Liberacion de farmaco a diferentes pH

Las condiciones de liberacion se evaluaron por triplicado incubando muestras liofilizadas
(de peso conocido) en 50 mL de solucién buffer y agitando a 200 rpm y 37 °C. Se usaron
pHs fijos para que los resultados sean extrapolables a otras vias de administracién y no

Unicamente a la administracién por via oral (absorcién gastrointestinal) (pH 1,2, 5,8y 7,4)

Se realiz6 un estudio de la liberacion en el tiempo (Ecuacion 8). La cantidad de farmaco

liberado se siguid por espectrofotometria UV (225nm para el ASA y 264nm para el IB)

%Rf = (%) * 100 Ecuacion 8

o
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Donde Wo es la concentracion inicial de farmaco en el gel, y Wt la concentracion de
farmaco liberado en tiempo t

La liberacion controlada se realizé midiendo la concentracion en tiempos especificos

(Ecuacion 9) (R.= liberacion de farmaco en un tiempo fijado).

%Rc =), (% * 100) Ecuacién 9
° t

Donde t es un intervalo de tiempo fijado de liberacion de farmaco [118].
3.5.2 Pruebas de degradacién térmicay enzimética
Termogravimetria TGA

Para evaluar el efecto de la temperatura, los geles deben soportar la temperatura del
cuerpo humano (entre 35 y 38 °C), por medio de un estudio de tremo-gravimetria (TGA)

se determind la despolimerizacién y los cambios de los polimeros con la pérdida de agua.

Para esta prueba se utilizé un analizador termogravimétrico AutoTGA 2950HR V5.4A de
25 a 350 °C bajo una atmésfera de nitrégeno a una velocidad de calentamiento de 5°C

min"1, con el software Universal V3.5B TA Instruments.
Degradacion Enzimatica

La degradacion enzimatica se evalud por tripicado colocando las esponjas en 50 mL de
tampon pH 5,8 de a-amilasa (12000 UI/L). La agitacion y la temperatura del medio se
fijaron en 200 rpm y 37°C, respectivamente. A intervalos de tiempo predeterminados, se
retiraron las esponjas de la solucidon de a-amilasa y se sumergieron durante 10 min en
HCI 0,1 N para desactivar la enzima. Finalmente, las muestras se secaron en un horno a

105 °C durante 12 h y se pesaron (metodologia 1).
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En otra serie de experimentos, las esponjas también se preincubaron en HCI 0,1 N
durante diferentes periodos de tiempo (15, 30, 60 y 120 min), a continuacion, se retiraron
y se remojaron durante 2 y 4 h, en 250 ml de tampdn pH 5,8 que contenia 12000 UI/L de
a-amilasa (metodologia 2). La degradacion enzimatica se evalu6 usando la Ecuacién 10.

Degradacion (%) = 100 = % Ecuacién 10
1

Donde W, es el peso de la esponja seca antes de la incubacién de la enzima, W, el peso

perdido por la esponja seca después de la incubacion de la enzima.[119]
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. PREPARACION DEL GEL A PARTIR DE CARBOXIMETILCELULOSA Y QUITOSANO

4.1.1 Efecto del orden de adicion del polimero sobre la formacién de gel

En esta parte de la experimentacion se obtuvieron hidrogeles para todas las secuencias
de adicion estudiadas, CMC en CS (CMC/CS) y CS en CMC (CS/CMC) tal como lo
reportaron varios autores[6, 29, 120], los resutados se listan a continuacion. Como efecto
del orden de adicion se observd que el orden de mezcla de polielectrolitos vario las
condiciones del medio en los que se obtuvieron los hidrogeles como en el caso de
CS/CMC donde los geles se formaron a un pH mas alto que el de CMC/CS, ya que el
primero fue formando en la CMC (pH 6,31) y el segundo en la CS (pH 2.28) [29, 121,
122]. La obtencion de geles a diferentes relaciones poliméricas demostré que ambos son
polimeros adecuados para la formacion de geles y concuerda con la literatura, donde se
reporta que el CS y la CMC forman complejos inter-macromoleculares por la fuerte
interaccion entre sus grupos funcionales, como la interaccion electrostatica y los enlaces
de hidrogeno [29].

Morfologia

La Figura 6 muestra la diferencia entre el gel formado por el orden CMC/CS y CS/CMC
para la relacion CMC/CS 75. Con baja cantidad de CS no se observd precipitacion o
turbidez cuando se agregd CS sobre CMC; este comportamiento puede deberse a un
exceso de carga anionica (COO-) de CMC y un pH bajo que reduce el numero de

interacciones con grupos CS-NH3". Al cambiar la secuencia de adicién, ahora dejando
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caer la solucion de CMC en una solucién CS diluida, se mejor6é el contacto entre los
polimeros y se produjo una suspension turbia (Figura 6a), produciendo mas particulas de
gel [123]. Estas condiciones producian particulas de gel en forma de esponjas [55] (Figura
6b) que tenian un tamafo de poro de alrededor de 3 pm.

Figura 6. Hidrogeles obtenidos mediante la adicion de a) CS en CMC (izquierda) y CMC
en CS para una relacién de 75/1 (derecha) b) CMC afiadida a CS para una relacion de

75/1 (tamano de poro alrededor de 3 pm). Aumento 100x
En el caso de CMC agregado en CS para una relaciéon de 75, la aglomeracion se pudo

observar bajo el microscopio, mientras que la adicién de CS sobre CMS mostré solo unas
pocas particulas visibles (Figura 7).
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Figura 7. Micrografias de hidrogeles obtenidas mediante la adicion de a) CS / CMC para
una relacion de 75y b) CMC / CS para una relacion de 75

En este trabajo, CMC y CS tenian un peso molecular promedio de 250 kDa. El peso
molecular es un factor en el proceso de aglomeracion, entre otros factores (por ejemplo,
pH), cuanto mayor sea el peso molecular, mas sitios i6nicos estaran disponibles para
interactuar [124].

A una relacion CMC/CS 1 (75/75) se observaron particulas del orden de milimetros
(Figura 8). El hidrogel seco CMC/CS preparado con una proporcion de 1 era una esponja
delgada (como una lamina de acetato) y translicida que presentaba una red de particulas
de diferente tamafio

Figura 8. Esponjas obtenidas al agregar a) CMC / CS para una relaciéon de 1, b) CS/ CMC
para una proporcion de 1
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Rendimiento

El rendimiento también cambi6 con la secuencia de adicion. El hidrogel hecho afiadiendo
CMCI/CS tuvo un rendimiento de 70,85% con una desviacion de 1,67% y el orden inverso
de la adicion produjo un rendimiento cercano al 100% con una desviacion de 1,86%. Los
resultados anteriores muestran que el orden de adicion tiene influencia en la morfologia y

rendimiento del gel, este comportamiento también fue observado por Fukuda y otros[29].

Hinchamiento libre

Los hidrogeles preparados en una proporcibn de 1/1 arrojaron un porcentaje de
hinchamiento libre de 4325 + 46% cuando se afiadi6 CMC a CS, mientras que el que se
formd con el orden inverso tenia solo 856 + 20%. La relacion CMC/CS mostr0 mas
hinchamiento libre que el hidrogel obtenido mediante la adicion de CS sobre CMC,;
indicando asi la importancia del orden de adicion de los polimeros en la morfologia del
gel. Esto se debe probablemente a que el CMC es muy hidréfilo y al tener un contacto

directo con el agua, puede interactuar mas con ella.

El orden de adicién elegido para la elaboracién de geles fue la CMC sobre la CS, basado
en lo reportado en literatura acerca del efecto del hinchamiento libre en la posterior

encapsulacion y liberacion de los farmacos[125].

4.1.2 Efecto del medio de preparacion en la obtencion del gel

Para comparar los diferentes geles obtenidos en cada medio, primero se compararon las
4 imagenes SEM de la relacion CMC/CS a pH 3, pH 6, en NaCl y el OH, seguido por las 4
imagenes CMC/CS/ CacCl, y finalmente las muestras CMC/ CacCl, (Figura 9).

La primera fila (CMC/CS) muestra una membrana mas densa y de poros grandes para las
muestras a los diferentes pHs. El tamafio de los poros disminuye con la presencia de
NaCl y OH, el alcohol también genera una superficie rugosa debida a la compresion

generada durante el proceso de liofilizacion.
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Figura 0. Imagenes SEM de hidrogel a) CMC/CS pH 3, b) CMC/CS pHG. ¢) CMC/CS
NaCl, d) CMC/CS OH, e) CMC/CS/CaCl, pH 3, f) CMC/CS/ CaCl, pH 6, )
CMC/CSICaCl, NaCl, h) CMC/CS/CaCl, OH, i) CMC/CaCl, pH 3, j) CMC/CaCl,
bH 6, k) CMC/CaCl, NaCl, [) CMC/CaCl, OH

*a), b), e), f), i), j) a400 x, c) a 330x, d) y I) a 350x, g) a 360x, h) a 300x y k) a 390x

Al agregar CaCl, (mezcla de los dos métodos), mejora la definicion de los poros en los
geles realizados a pH 3, pH 6 y NaCl, pero el gel obtenido en alcohol muestra una

membrana muy densa y poco porosa.

Para la gelacion ionotropica (CMC/CaCl,) todos los geles muestran membranas porosas
tanto las realizadas a pH3, pH6 y OH, pero el gel obtenido en el medio con NaCl es una

membrana muy densa y poco porosa.
Los medios pHs 3 y 6 son los que presentan en comun para los diferentes métodos de

interaccion de carga, un gel poroso y son las Unicas muestras que después de liofilizar

mantenian la forma del recipiente en el que se secaban y no se comprimian.
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La Figura 10. Imagen SEM de hidrogel sin condiciones controladas pH 3,8 muestra un gel
realizado sin condiciones controladas (pH resultante de la mezcla de polimeros sin un

medio buffer), el cual tiene una estructura porosa y al liofilizar no se comprime.

TM-1000_4466 x400 200 um

Figura 10. Imagen SEM de hidrogel sin condiciones controladas pH 3,8

Los poros son muy importantes en el hidrogel, debido a que los poros superficiales al
contacto con agua se llenan y facilitan la difusion inicial del farmaco, controlada por la
disolucion del soluto en los poros llenos de agua y por su difusion Sin embargo, cuando
el gel es hidrofilo, ocurre un hinchamiento progresivo del polimero que lleva a cambios de
la forma y tamafio de los poros, esto conlleva a la difusién del medicamento tanto a traves
de los poros llenos de agua y a través del polimero hinchado[126]. De esta manera se
puede deducir que estos geles liberarian farmaco de ambas maneras. La liberacion

disminuye con el tamafio de poro [126, 127].

Es por esta razén que se decide trabajar sin una solucién buffer, al pH obtenido por
lamezcla de los geles, que se encuentra entre 3 y 4, esto reduce los costos de
elaboracion y permitira ver el efecto del pH en la formacion del gel, debido a que este

cambiara con la relacion polimérica empleada.
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4.1.3 Formacién de hidrogel por los diferentes métodos de interaccion de carga

El orden de adicion CMC/CS se eligié debido a la mayor produccion de hidrogel en
comparacion con la secuencia CS/CMC a bajas concentraciones de CS y porque genera
mayor hidratacion, lo que es un factor crucial en la encapsulacion y liberacién (apartado
hinchamiento libre de numeral 4.1.1 y Figura 7)

Los diferentes métodos de interaccion de carga arrojan geles con CMC, siendo
translucidos los obtenidos por gelacion ionotrépica y blanquecinos los obtenidos por

coacervacion o la mezcla de los dos métodos.

Morfologia

La Figura 11 muestra las microfotografias obtenidas con un microscopio 6ptico a una
concentracion de CMC del 2% (concentracion maxima que pasa por la aguja sin presentar
problemas por la viscosidad), para comparar hidrogeles hechos de CMC por diferentes
métodos. Las micrografias mostraron que la apariencia de los hidrogeles CMC cambia
con el método utilizado para su produccion. Se observaron formas conicas y espirales sin
ninguna aglomeracion visible mediante gelacion ionotrépica (Figura 11a y b), mientras que
la complejacion con polielectrolitos produjo una membrana similar a una esponja. Por otro
lado, la mezcla de procedimientos produjo una suspension turbia y viscosa (a medida que

aumentaba la concentracion de CaCl,) con particulas alargadas.
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Figura 11. Micrografias 6pticas de hidrogeles fabricados a partir de CMC al 2% para
determinar las diferencias morfolégicas generadas por los diferentes métodos
deinteraccidon de cargas: a) gelacion ionotrépica con CacCl, al 1% p/v; b) gelacion
ionotrépica con CaCl, al 4,9% plv, c); complejacion de polielectrolitos con CS 0,01% plv;

d) combinacion de gel *escala a, b) 200x, ¢, d) 100x.

Existen muchos estudios sobre la gelacion ionotrépica entre CMC y CaCl,[6, 128], pero se
muestran y analizan pocas imagenes microscopicas. Dhanaraju y otros [128] estudiaron la
gelacion ionotropica de Na-CMC y Na-Alginato a una concentracion fija de CacCl, al 5%,
encontrando que el tamafio medio de las perlas de hidrogel aumentdé a una mayor
concentracion de ambos polimeros. Huei y otros [129] mostraron con imagenes opticas,
gue el CMC forma gel por complejacion polielectrolitica con gelatina usaando férrico

acuoso.

Hosny y otros [130] encontraron que el tamafio de las perlas de gel de CMC se vio
afectado por la concentracion de polimero (3% p/v); sin embargo, se obtuvieron formas
mas homogéneas a concentraciones de 2%, atribuyendo el aumento del tamafo al
incremento en la viscosidad de las soluciones del polimero.
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La Figura 12 muestra imagenes SEM para hidrogeles fabricados a partir de CMC al 2%
por los métodos de interaccion de carga mencionados. Todos los métodos produjeron
particulas esponjosas con una estructura macroporosa observable. En el caso de la
gelacion ionotropica, las imagenes muestran que el espesor de las paredes de la
membrana aumenta a concentraciones mas bajas de cloruro de calcio (concentraciones
basadas en datos reportados en la literatura) (Figura 12 a y b). El complejo polielectrolito
(Figura 12 c¢) muestra una membrana con poros mas pequefios (aproximadamente 10
um), mientras que la combinacion de los métodos de gelacién ionotropica y complejacion
(Figura 12d) produjo una membrana mMA&s gruesa con poros mas grandes
(aproximadamente 100 um). Las imagenes SEM de gelacién ionotrépica y complejacion
de polielectrolito mostraron trazas aparentemente de sal de calcio no solubilizada (Figura
12 d).

TM-1000_4817 x200  500um

x200  500um

TM-1000_4820
Figura 12. Imagenes SEM para hidrogeles hechos de CMC 2%; a) gelacién ionotrépica
con CacCl, al 1% p/v; b) gelacién ionotropica con CacCl, al 4,9% p/v; c) complejacion
polielectrolita con CS 0,01% p/v; y d) combinacién de gelacién ionotrépica y complejacion

polielectrolita *escala 200x
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Es evidente que la combinacion de métodos proporciond poros mas grandes
(aproximadamente 100 um) y una red mas densa (red mas gruesa, sin tantos poros
pequefios), mientras que la gelacion ionotrOpica generé poros mas pequefios
(aproximadamente 25 pum para la concentracion del 1% y 50 um para la concentracion del
4.9%) y una red menos densa. La complejacion de polielectrolitos produjo poros ain mas
pequefios y una membrana de apariencia esponjosa. Dhanaraju y otros [128] reportaron
imagenes SEM donde las membranas porosas observadas son similares a las esponjas

obtenidas en este estudio.

Para examinar el efecto de la variacion de la concentracion de CacCl, sobre los hidrogeles
fabricados mediante gelacion ionotrépica, la concentracion de CMC disminuy6é hasta
alcanzar el 1,6% y se usaron diferentes concentraciones de CacCl, (4,9, 7,35y 14,7% p /

v) para garantizar la formacion del gel (Figura 13).

Todos los niveles de concentracién de CaCl, dieron como resultado particulas con forma
conica truncada y espiral en el intervalo de micrémetros (Figura 11ay b y Figura 13), y el
gel adoptaba forma de esponja cuando se liofiliz6. La cantidad y el tamafio de estas
particulas aumentaron con el incremento de las cantidades de CacCl, presentes en la
solucién, lo que sugiere que a mayor concentracion de CaCl,, se produjo mas gel (no

reportado).
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Figura 13. Micrografias 6pticas de un hidrogel hecho por gelacién ionotrépica de CMC
1,6% y CacCl, 4,9% plv. *escala 50x

Se obtuvieron particulas similares en el caso de complejacion de polielectrolito, solo
cuando se afiadié CS 0,016% p/v gota a gota en CMC 0,8% p/v (cambiando la secuencia
de adicién de polimeros). Sin embargo, la recuperacion del precipitado después de la

centrifugacion fue dificil debido a su poco rendimiento (Figura 14).

100 pm

Figura 14 Micrografias Opticas de un hidrogel hecho por complejacién polielectrolitica de
CS 0,016% p/v sobre CMC 0,8% p/v. *escala 50x
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La Figura 15 muestra como al mezclar los métodos de interaccion de cargas y complejo
polielectrolito se presentan también las formas en espiral y cono truncado observadas en
el microscopio para gelacion ionotrépica.

TM-1000_4465 x200 500 um

Figura 15. Imagen SEM para hidrogeles hechos de CMC 2%, CaCl, al 1% p/vy CS
0,001% p/v.

La forma notada en estos hidrogeles (Figura 15) se observo anteriormente en la gelacion
ionotrépica de CMC con CaCl,, en algunos geles obtenidos por complejacion de

polielectrolitos de al agregar CS sobre CMC y en este caso de mezclas de métodos.

Potencial z

Sadeghi y otros [131] sugieren que el potencial z es un indicador de carga, que esta
disponible en la superficie del gel, y los valores reflejan la carga que no se neutraliza. Se
obtuvieron valores de potencial z negativos mas altos para las particulas fabricadas
mediante el método complejo polielectrolito que con la gelacién ionotrépica, porque la sal
(electrolito catiénico presente en este sistema) proporciona mas carga positiva, que

neutraliza las cargas negativas.

La adicion de sal en la formulacion del gel genera un efecto sobre la interaccion de cargas
de los hidrogeles. El cloruro de calcio tiene un tamafio mas pequefio que CS y puede
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alcanzar mas sitios generando mas interaccion con el polimero aniénico y reduciendo asi
la carga negativa de los polimeros como lo demuestra el potencial z, que arrojé un valor
de -394 mV para la gelacion ionotrépica junto con complejo polielectrolito (mezcla de
métodos) y de -962 mV para el complejo polielectrolito en la relacion CMC/CS 200.

El valor de potencial z arrojado para los geles elaborados por complejacion
polielectrolitica revela que no todas las cargas de polimero aniénico se equilibraron,
probablemente debido a la baja concentracion de CS. La adicion de electrolito catidnico
disminuye la magnitud de las cargas nhegativas, y sugiere que existe una mayor
interaccion molecular para los valores de potencial z resultantes que son mas cercanos a
cero [131].

La estabilidad de la emulsion y los coloides, segun la teoria electrostatica del DLVO, es un
equilibrio entre las fuerzas atractivas de van der Waals y las fuerzas eléctricas de
repulsién. Si el potencial zeta cae por debajo de cierto nivel existira agregacién como
resultado de las fuerzas atractivas, por el contrario, un alto potencial zeta (positivo o

negativo) mantiene un sistema estable[132].

FTIR

La Figura 16 muestra los espectros IR de los hidrogeles preparados a partir de CMC
mediante gelacion ionotropica, complejacion de polielectrolitos y una combinacion de

ambos.

Los espectros FTIR mostraron presencia de los polimeros cationicos y aniénicos en los
geles obtenidos por complejacion de polielectrolitos. Lo mismo se observé en los geles
obtenidos entre CMC y el cloruro de calcio para la gelacion ionotropica, y entre los tres
componentes para la combinacién de gelacién ionotropica y los métodos de complejacion

de polielectrolitos.
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Figura 16. Espectros FTIR de hidrogeles hechos de CMC (a) 2% por: b) gelacion
ionotropica con CaCl, 1% p/v; c) complejacion polielectrolita con CS 0,01% p/v; y d)

combinacién de gelacion ionotropica y complejos polielectrolitos.

El CS tiene bandas caracteristicas del enlace OH a 3352 cm™. A 2918 cm™ existe la sefial
de los grupos -CH,. También se pueden ver las bandas caracteristicas en 1640, 1570 y
1460 cm™, que pertenecen a la vibracion de los enlaces carbonilo (C = O) del grupo amida
y el grupo amina protonada (NH3"). Las sefiales de los enlaces C-H se identifican en 1420
y 1380 cm™. Las bandas a 1300 y 1250 cm™ corresponden al estiramiento C-N, mientras
que las bandas a 1150, 1040 y 1030 cm™ pertenecen al grupo C-O (COH, COC y
CH,OH). La banda a 1150 cm™ se atribuye a las vibraciones asimétricas de CO
resultantes de la desacetilacion de CS. La banda a 890 cm™ esta relacionada con los

enlaces glicosidicos [133].

La CMC tiene bandas a 1590 cm™, 1412 cm™ y 1315 cm™ que se asignan a estiramiento
COO asimétrico, estiramiento simétrico y flexion C-H, respectivamente, lo que indica la
presencia del grupo éter carboximetilico. La banda a 3315 cm™ corresponde al grupo —OH
y la banda a 2918 cm™ se puede asignar a estiramiento de los grupos CH y CH,. Las

bandas a 1102 1050 y 1020 cm™ pertenecen a C-O-C y C-O caracteristicas de los
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polisacéridos, la banda a 890 cm™ se atribuye al enlace glicosidico y a la estructura del
sacarido [134].

El complejo CMC/CS tiene las bandas caracteristicas de CS y CMC, enlaces glicosidicos,
OH, C=0, CH, y amida, lo que es evidencia de la formacién del complejo por interaccion
fisica, y también una nueva banda en 1725 cm™ debido al estiramiento C = O, los grupos
carbonilo son muy sensibles a los atomos y grupos cercanos, por lo que el cambio de esta
sefal se debe a los diferentes entornos quimicos del grupo carbonilo en el complejo. El
gel CMC/ CacCl, tiene las bandas caracteristicas tanto de CMC como de CaCl,, vy
finalmente el espectro CMC /CS/ CaCl, muestra caracteristicas de todos los compuestos,

lo que indica que todos los grupos de interés estan presentes.

El gel CMC/CS/CaCl, tiene todas las bandas caracteristicas de CMC. El espectro muestra
bandas caracteristicas de CS 1380, 1150 cm™. La sefial a 1040 cm™ estad mas atenuada
que la banda a 1030 cm™, probablemente debido a los mismos cambios en el entorno. La
interaccion de los polimeros con CaCl, produce grandes diferencias en 3300 cm™, lo que
sugiere una reorganizacion de los enlaces de hidrégeno cuando se forma el complejo; y

también entre 1700 y 1250 cm™ que probablemente resulta del nuevo entorno de C = O.

En comparacién con el espectro de CMC, el CS en la complejacion de polielectrolitos

reduce la banda de 1620 cm™, también causa que la banda a 1050 cm™ se atende.

Con respecto a las interacciones entre los polimeros y el cloruro de calcio en las
diferentes preparaciones de gel, las principales diferencias se observaron a 3300 cm™ y
entre 1700 y 1250 cm™. Los enlaces OH, C=0 y C-N son los grupos funcionales mas
afectados por las interacciones de las cadenas de polimeros en el sistema. Para los geles
de CMC en relacion con los espectros de CMC, la formacion de una sal aumenté la banda
de 3300 cm™, hizo aparecer la banda de 1490 cm™, disminuy6 la banda de 1300 cm™, y
redujo la sefial a 1100 cm™. En el presente trabajo, los cambios entre bandas de 1590 y
1250 cm™ en espectros obtenidos de geles hechos por gelacion ionotrpica y una
combinacién de gelacion ionotropica y complejacion de polielectrolitos pueden asignarse
al reemplazo de Na* por Ca™, lo que puede indicar puntos de cruzamiento vinculacion

debido a la interaccion de los componentes [135].
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4.1.4 |Influencia de larelacién de polimeros sobre el gel

Como se muestra a continuacion, todas las relaciones tratadas produjeron hidrogeles y se
pueden observar grandes diferencias en las estructuras, apreciables a la vista.

Rendimiento

La Tabla 6 muestra los rendimientos de hidrogel para cada combinacién de CMC y CS.
Durante la formacién de los geles sin farmaco se observdé que en cada una de las
relaciones estudiadas producian rendimientos diferentes: 20% para las relaciones
CMCI/CS entre 200 y 21, 12% para la relacion CMC/CS 75 y 94% para la relacién de
CMCI/CS 2,7. De acuerdo con Gasergd y otros [136], el nlcleo del hidrogel esta formado
por el polimero que se deja caer sobre una solucion del polielectrolito de carga opuesta;
en el presente trabajo el CMC. En términos generales, a un pH basico, las cadenas de
CMC adoptan una configuracion de cadena lineal y se contraen a medida que disminuye
el pH; por lo tanto, en el caso de CMC/CS, el rendimiento del gel mejoré a medida que
disminuy6 el pH, probablemente debido a una estructura mas ajustada de la CMC, que a
su vez podria ser recubierta méas facilmente por la CS. Estos resultados estan de acuerdo

con los informados por otros autores [137]..

Tabla 6. Rendimiento de los hidrogeles a las diferentes relaciones polimero anidnico a

cationico.
Relacion R (%) Desviacion (%)
CMCI/CS 200 21,70 0,26
75 11,56 0,6
32 20,10 0,97
21 21,06 0,69
2,7 94,08 2,69
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El resultado de esta investigacién coinciden con en el estudio realizado por Fukuda y
otros [29] s6lo en la relacion 2,7, donde se observa el cambio en la cantidad porcentual de
CS, ya que ellos indican que el rendimiento de hidrogeles de CMC/CS aumenta con la
concentracion de CS y en este trabajo el rendimiento es relativamente contante.

Morfologia del hidrogel

Los geles formados presentan diferente apariencia, pasando de un gel translucido a una
relacibon CMC/CS de 200, que no precipitaron rapidamente, mientras que se observd un
hidrogel blanco en el que se observa una macro-aglomeracién a una relacion CMC/CS de

21. En la Figura 17 se observa la apariencia del formado a la relacion CMC/CS de 21.

Figura 17. Gel formado con la relacion CMC/CS 21

De acuerdo con Devi y otros (2012), la relacion 6ptima se logra cuando el sobrenadante
tiene la menor viscosidad [120]. Por esta razon, se forma un complejo insoluble cuando la
concentracion de polianion disminuye. Schatz propuso que la formacion de hidrogel
conduce a la floculacion solo a proporciones de carga equilibrada; sin embargo, si la
interaccion ocurre en otras proporciones, el aumento en la viscosidad por un exceso de

polimeros catiénicos o aniénicos puede impedir la difusién y un buen contacto [138].

La Figura 18 muestra un aumento en la aglomeracién de particulas para hidrogeles de
CMCI/CS cuando la relacion disminuy6. Proporciones mas bajas dieron una red de
hidrogel que relacionandola con la Figura 8 da una idea de la estructura a nivel macro,

sugiere que es son particulas aglomeradas.
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Figura 18. Imagenes de microscopia de hidrogel CMC / CS en proporciones: a) 200, b)
32.

Al liofilizar las muestras, todas las relaciones adoptaron una apariencia de esponjas
porosas. Las micrografias SEM muestran que en la relacion 200 (Figura 19a) la esponja

presenta poros mas pequefios que aquellos obtenidos con una relacion de 75 (Figura
19b).

x200 500 um TM-1000_4455 200  500um TM-1000_4818 X200 500 um

Figura 19. Imagenes SEM de hidrogel CMC / CS en diferentes proporciones: a) 200, b) 75
c) 32

Devi y otros, informaron que la formacién de gel para complejos de CMC/CS tiene un
comportamiento que depende de la cantidad de CS en la relacién, hasta alcanzar un
punto en el que la interaccibn mejoraba, lo que conducia a un aumento en el rendimiento
de gel [120]. Por lo tanto, el aumento en la aglomeracién podria estar relacionado con una
mayor interaccion entre los polimeros.
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En todas las relaciones estudiadas para cada combinacion de polimero, se formé un
hidrogel, lo que sugiere una interaccion efectiva entre los grupos funcionales de la CMC y
el CS [19] dejando en claro que la morfologia de los hidrogeles depende de las
condiciones de preparacion [15].

En estos geles el farmaco se puede encapsular por penetracidbn o atrapamiento.
Dependiendo de la porosidad del hidrogel, el tamafio del farmaco y las propiedades
quimicas de cada uno (carga quimica, compuestos quimicos, solubilidad, entre otras), el
farmaco se difundird lentamente en el gel, la difusién se regulara probablemente mediante
el movimiento a través de la matriz polimérica o0 mediante la erosién en masa del hidrogel
a medida que se descompone. Los hidrogeles sensibles a cambios en el medio abren de

manera efectiva sus poros para la difusion del farmaco [18].

pH y potencial z

Los pHs de las soluciones de CMC y CS antes de la interaccién de cargas eran 6.31 y
2.28 respectivamente y el pH de la suspension cambié segun la relacion polimero-
polimero empleada (Figura 20). En la literatura algunos estudios han experimentado el
control del pH con tampones, acidos o bases [29, 120], pero en este trabajo se obtuvo un
gel menos comprimido sin control de pH (pH alrededor de 3 ya que el pH de las
suspensiones fue bajo a proporciones menores del polimero anionico y fue aumentando al

incrementar su cantidad) [121].

El pH é&cido en el complejo de polielectrolito se debe a la presencia de iones H*
(protonacion) liberados parcialmente por el acido acético en el que se solubilizé el CS, lo
que también contribuye a un aumento de la conductividad. A valores de pH acidos
inferiores a 4-5, los grupos carboxilo estdn en forma de hidrégeno, lo que permite la
formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre los grupos carboxilo de los
polianiones y los grupos hidroxilo de CS [139]. Por lo tanto, el aumento o disminucién en
la aglomeracion del hidrogel observadas en el numeral anterior para cada combinacion de
polimeros utilizados en el trabajo (CMC/CS 200, 75, 32, 21, 2,6) puede explicarse por la

formacion o ausencia de enlaces de hidrogeno.
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Figura 20. Efecto de la relacion polimero-polimero en el pH de la solucion final

Se ha sugerido que los polimeros que contienen grupos carboxilos son mejores que los
sulfatados, ya que presentan propiedades mucoadhesivas [140, 141]. La mezcla de CMC
con CS produjo un hidrogel a un pH inferior a 4. Gulrez y otros [140] afirman que a pHs
acidos el mecanismo promueve el enlace de hidrégeno, el cual induce a una disminucién

de la solubilidad en agua y dan como resultado la formacién de un hidrogel elastico.

Otra raz6n para la aglomeracion es la relacion desequilibrada COO/N en las soluciones
[121]. Cerca de la transicion de carga positiva a negativa (cerca de la neutralidad), se

observo la mayor agregacion de particulas.

La Figura 21 muestra el efecto de la relacion polimero-polimero sobre el potencial z de la
solucién final. La carga de la solucion (mV) tiene tendencia a disminuir a medida que
aumenta la relacion polimero-polimero, debido a un incremento de iones negativos de los

polianiones [121].
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Figura 21. Efecto de la relacion polimero-polimero sobre el potencial z de la solucién final

Una alta relacion CMC/CS (200) dio como resultado una suspension turbia con
potenciales z negativos (-962 mV). Para potenciales z entre -372 mV y 700 mV, el
hidrogel tendié a flocular. Las particulas con valores positivos de potencial z son mas
estables y de acuerdo a Lamarra y otros [142] una mayor carga negativa da particulas
mas grandes y menos estables, lo que también se observé en este trabajo. Por otro lado,
los valores de potencial z negativo parecen propiciar la agregacion. Se sabe que el
potencial z positivo mantiene una doble capa mas gruesa que parece evitar la agregacion
[143]. Pero llega a un punto de exceso de carga negativa donde no se presenta
aglomeracion, lo que comprueba lo reportado por Saether y otros. Quienes indican que
trabajar con un exceso del componente principal estabiliza las particulas y no se obtiene

agregacion [121].

Con un exceso de uno de los polimeros, el potencial z tenia un gran valor positivo 0
negativo. Las particulas no agregadas se formaron debido a un exceso de polianién o
polication, que estabilizé el hidrogel y evité la aglomeracion [121]. En cada caso, las

concentraciones mas altas y mas bajas de polianién no produjeron agregacion.
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Caracterizaciéon FTIR de geles

La Figura 22 muestra los espectros IR de CS, CMC y el complejo polielectrolito de
CMCI/Cs.

El espectro de CS tenia las bandas caracteristicas a 1640 y 1560 cm™ relacionadas con la
vibracion de los enlaces de carbonilo (C=0) de la amida secundaria y los grupos amino
protonados en CS [133, 144]. Las bandas identificadas a 1420 y 1380 cm™ indican
pertenecia de metileno y amida Il [145] respectivamente. La banda a 1310 cm™
corresponde al estiramiento -CHj; de los grupos acetilo, mientras que la banda a 1260 cm™
esta relacionada con los grupos C-O-H [133]. Las bandas a 1150, 1070 y 1030 cm™
representan el estiramiento simétrico y asimétrico de los enlaces C-O-C [133, 144, 145].
La banda a 890 cm™ se atribuy6 al C-H del carbono anomérico en la estructura del
sacarido [133].
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Figura 22. Espectros FTIR de CS, CMC, relacion CMC / CS 32y relacion CMC / CS 200.
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Las bandas caracteristicas para el CMC son 1590, 1412, 1315, 1154, 1102, 1050 y 1020
cm™ (Figura 22). Las de mayor interés, 1590 y 1412 cm™ corresponden al estiramiento
asimeétrico y simétrico de grupos -COO- [145, 146]. El resto de las sefiales corresponden a
grupos especificos de carbohidratos como se discutio anteriormente.

El complejo CMC/CS tiene bandas caracteristicas tanto de CS como de CMC (Figura 22).
La relacion CMC/CS 200 tiene todas las bandas caracteristicas de CMC pero también
muestra la banda caracteristica de CS a 1380 cm™, a su vez la banda a 1060 cm™
(desplazamiento de 1070 cm™ de CS y 1050 cm™ de CMC) fue méas pronunciada que la
banda a 1030 cm™. La relacion CMC/CS 32 muestra una nueva banda en 1725 cm™
debida al estiramiento C=0 [146]. En la relacibn CMC/CS 200 que tienen mas CMC la
sefial a 1640 cm™ de la amida en CS disminuyé en gran proporcién debido a la mayor
cantidad de CMC, predominando asi las sefiales de esta Ultima a 1590 cm™, caracteristico
de la formacion de complejos intermacromoleculares [145]. En esta misma relacién ambas
bandas a 1412 y 1315 cm’ corresponden a CMC. Las sefiales a 1380 cm™

correspondientes a -CH, de CS aparecieron también como un pico débil.

Todos los cambios observados en las diferentes pruebas entre las diferentes relaciones
obedecen a la cantidad de CMC que hay en la muestra frente a la cantidad de CS ya que
al emplear mas cantidad de CMC aumenta su cantidad en el gel y cambiando las
propiedades del gel.

Estudio de la estructura del gel por RMN

La Figura 23 muestra las estructuras quimicas de la CMC y la CS con sus carbonos

numerados para la interpretacion del espectro RMN.
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Figura 23. Estructuras quimicas de la CMC y la CS

En el espectro RMN del gel formado con CMC, CS y CaCl, (Figura 24), se observa la
presencia de los dos polimeros: CMC y CS. En 180 ppm se observa el enlace C=0 del
CS, la literatura muestra que este enlace también se atribuye a la CMC [147] pero Kono y
otros demuestran que la CMC con un grado de sustitucion de 0,91 presenta un pico no
tan claro en este rango, el cual aumenta al bajar el DS, por esta razon se atribuye a la CS.
En 105ppm se encuentra el C1 (CSy CMC) y entre 90y 60 ppm C4, C3,C5y C6 (CSy
CMC) en C2 para la CMC se encuentra entre 75y 80 ppm y para la CS en 55 ppm [148] y
en 25 el CH; del CS [149].
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Figura 24. RMN de gel formado con CMC (2%)/CS (0,01%)/ CaCl, (1,33%)

4.1.5 Efecto del tiempo de gelacién en la morfologia del hidrogel

La Figura 25 muestra un hidrogel mas aglomerado pasadas 24 horas de gelacion, lo que
indica que el tiempo produce un aparente aumento de las interacciones y que el tiempo da
lugar a que mas grupos acidos de CMC reaccionen con grupos amino de CS [150]. Este
proceso también arrojé una disminucién en el potencial z del sistema,. El hidrogel
CMCI/CS en la relacion 32 tenia una carga de -276 mV antes del tiempo de gelacién y
pas6 a -372 mV después de la gelacion, esto se debe a que al aumentar la aglomeracion

gquedan menos grupos aminos disponibles y aun se presenta exceso de CMC.
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Figura 25. Hidrogeles para CMC / CS 32 a) después del tiempo de gelacién b) antes del

tiempo de gelacion.
La morfologia de los hidrogeles es muy sensible a los procedimientos de preparacion

[108, 128, 130].

4.2 ENCAPSULACION DE ASA EN LOS HIDROGELES E INCLUSION DE CD

4.2.1 Formacion de gel y posterior encapsulacion de ASA

Para el estudio de la encapsulacion de ASA se buscé hacer un analisis comparativo
utilizando la misma cantidad masica para todas las relaciones.

La Tabla 7 muestra los resultados de la encapsulacion de ASA posterior a la formacion
del gel. En este caso se encontr6 que existe encapsulacion del ASA en todas las
relaciones estudiadas con y sin presencia de CaCl,, con tendencia a disminuir con la

relacion.
La mayor encapsulacién lograda fue un 20% con la relacion de CMC/CS de 21 sin CaCl,,

mayor a lo reportado por Kono y Teshirogi para la encapsulacion de ASA en hidrogeles
basados en carboximetilquitosano (CMCS) y carboximetil-B-quitosano (CMCD), donde
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obtienen mayor encapsulacion de ASA, logrando un 13% p/p respecto al contenido inicial
usando 4 g de CMCS y 12 gramos de CMCD [103].

Tabla 7. Encapsulacién de ASA en el gel formado

Relacion CaCl, ASA asociado Eficacia Desviacion
CMC/CS asociacion
EA
M mg % %
200 0,0000 0,2350 8,937 0,394
200 0,0904 0,2966 11,277 0,203
75 0,0000 0,3316 12,609 0,588
75 0,0904 0,2581 9,814 0,461
21 0,0000 0,5171 19,661 0,342
21 0,0904 0,2051 7,800 0,195
2,7 0,0000 0,1916 7,283 0,288
2,7 0,0904 0,1684 6,402 0,112

En esta relacion CMC/CS de 21 el potencial z es cercano a cero, disminuyendo los grupos
funcionales que posiblemente repelen el farmaco, cuando un gel est4 balanceado en
cargas se encuentra colapsado, y al entrar en contacto con la solucion con el farmaco las
cargas adicionales modifican el gel [151]. El siguiente en EA es la relacion 200 con CacCl,,
en esta relacion la diferencia entre polimeros es amplia, por esta razén pudieron
interactuar méas iones Ca'? que a su vez interaccionarian con el farmaco disperso en la
solucién donde se agrega el gel. Omidian y otros encontraron en la formacion de esferas
a bajas concentraciones que agregar mas Ca*? disminuye la encapsulacion [152], esta de

acuerdo a lo que sucede para las relaciones desde 75 a 2,7.
4.2.2 Formacioén del hidrogel y encapsulacion del ASA simultaneo
Los resultados para la formacion y encapsulacion simultanea se presentan en la Tabla 8.

Entre las diferentes relaciones CMC/CS elaboradas con geles encapsulando ASA durante

la formacion, las relaciones 75 y 2,7 no arrojaron encapsulacion de farmaco por ningin
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método de interaccion de cargas y la 21 es casi despreciable (%EA Tabla 8). Por otro

lado, la relacion CMC/CS de 200 disminuye la cantidad de ASA encapsulada con la

adicién de CaCl,.

Tabla 8. Encapsulacion de ASA en la formacion del gel

Relacion CaCl, ASA asociado EA Desviacion
CMC/CS
M mg % %

200 0,0000 1,0744 30,697 0,205
200 0,0904 0,3110 8,885 0,313
75 0,0000 0,0000 0,000 0,000
75 0,0904 0,0000 0,000 0,000
21 0,0000 0,4954 1,415 0,136
21 0,0904 0,7885 2,253 0,059
2,7 0,0000 0,0000 0,000 0,000
2,7 0,0904 0,0000 0,000 0,000

La Figura 26 muestra la mayor variacién en la encapsulacion de ASA para la relacion 200

sin CacCl, cuando se adiciona el ASA simultaneo a la formacién del gel.
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Figura 26. Encapsulacién de ASA 1) en el gel formado y 2) durante la formacion

Hay que recordar que la apariencia del gel formado cambia con las cantidades de
polimeros adicionados, la relacion CMC/CS de 200 presenta un gel translucido que se
redispersa con agitacion (antes del secado), la presencia de Ca*® produce aumento en el
rendimiento del gel (Tabla 9) debido a que el CMC en exceso interactia con los iones
Ca'? en solucién, entrecruzando grupos carboxilos [151] y esto esté relacionado a una
menor encapsulacion debido a que el farmaco puede interactuar con el Ca*? [153] y ya no
interactuar con el CMC o puede impedir su encapsulacion en el gel (al ser de mayor
tamafio el complejo Ca*%farmaco). El Ca* también puede comportarse segin el modelo
“caja de huevo” (Figura 27), tal como el alginato y no dejar espacio para el farmaco [112],
ademas el gel con CS y Ca*? tiene poros méas grandes lo que disminuye el atrapamiento.
En cuanto a la relacion CMC/CS de 21 el rendimiento es muy similar con CaCl, y con
ASA, lo que indica que el Ca*™ no afecta la interacciéon del CS con el CMC [10]. Segun
Polk [11] y colaboradores, en geles hechos con CS y Ca™ presentan mayor
encapsulacion a menor concentracion de Ca*, lo que ocurre en este trabajo ya que el

Ca™ afecta la encapsulacion.
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Figura 27. Modelo “caja de huevo”

En el gel encapsulado después de la formacion del gel se mantiene el rendimiento inicial
(Tabla 6), con pequefas variaciones ocasionadas por la inclusion del farmaco (Tabla 9), la
mayor diferencia se observa en la relacion CMC/CS de 2,7 que a pesar de no encapsular
farmaco (Tabla 8) disminuy6 su rendimiento un 10% debido probablemente a la presencia
de Ca*? que compite con la CS, debido a que la concentracion de los policationes es baja.

Tabla 9. Rendimiento del gel con ASA agregado en la formacién del gel

Relacion CMC/CS CacCl, R Desviacion
M % %
200 0,0000 18,8344 0,8379
200 0,0904 21,5589 0,2171
75 0,0000 19,0351 0,4621
75 0,0904 17,0395 0,3663
21 0,0000 18,0736 0,7855
21 0,0904 18,2684 0,5289
2,7 0,0000 88,6887 2,1724
2,7 0,0904 88,5886 1,3090
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Al preparar el gel con ASA en la relacion CMC/CS de 21 sin CaCl, y no dar tiempo para
gelacion, el gel no encapsula farmaco y genera un rendimiento de 16,58% que es menor

al obtenido con encapsulacion.

Observacion morfologica por SEM

En todos los hidrogeles formados se observan redes tridimensionales macroporosas
similares a una esponja (Figura 28). El complejo polielectrolito y la incorporacién de CacCl,
producen una red porosa. Sriamornsak y Puttipipatkhachorn en imagenes SEM también

muestran como agregar CS produce un gel mas algodonoso, con una red mas densa.[10]

st ) | \ Ul It

Figura 28. SEM del gel formado con a) CMC (2%p/v)/CS (0,01%p/v) b) CMC (2%p/v)/CS

(0,01%pl/v)/CacCl, (1,33%vV/v)
4.2.3 Efectos de lavelocidad de dosificacion y de agitacion
Se continué con la evaluacion de las condiciones de preparacion del gel y encapsulacion
para la relacion 200, debido a que fue la relaciébn que mas ASA encapsulé. Se realizé la

preparacion del gel por complejos polielectrolitos y la encapsulacién del farmaco durante
la formacioén del gel.
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La tabla ANOVA (Tabla 10) muestra que tanto la velocidad de flujo de CMC, la velocidad
de agitacion y la interaccién de estos tienen efecto en el rendimiento del gel. Los valores-
P de la tabla prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.

Puesto que los 3 valores-P de la Tabla 10 son menores que 0,05, estos factores tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre el rendimiento con un 95,0% de nivel de

confianza.
Tabla 10. Andlisis de Varianza para Rendimiento
Fuente Sumade  Grados de Cuadrado Razon-F Valor-
Cuadrados libertad Medio P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:dosis 12,05 1 12,05 375,81 0,0000
B:velocidad 12,5 1 12,5 389,71 0,0000
INTERACCIONES
AB 19,034 1 19,034 593,44 0,0000
RESIDUOS 0,128 4 0,032
TOTAL 43,717

(CORREGIDO)

La Figura 29 muestra los graficos de interaccion para el rendimiento del hidrogel. Se
obtienen los mismos rendimientos elaborando el gel a altas y bajas velocidades de
agitacion (400 y 800 rpm), pero con el flujo de adicién en su limite inferior (40 mL/h) ya
que en 400 rpm el rendimiento baja cuando se trabaja a 80 mL/h, esto debido a que el
grosor de la doble capa de la superficie del gel disminuye con el incremento de la
velocidad de agitacion [154] lo que favorece la interaccién y aumentan la formacién de
gel. Por otro lado, Wakiyama afirma que los geles de alginato aumentan el rendimiento a

mayor agitacion [12].
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Figura 29. Rendimiento con la velocidad de agitacién y el flujo de CMC del gel formado
con CMC (2%)/CS (0,01%)

La tabla ANOVA (Tabla 11) muestra los resultados del disefio de experimentos para la
eficacia de asociacion, los resultados obtenidos corroboran que tanto la velocidad de flujo
de CMC. Para cumplir los supuestos estadisticos se realizé una transformacién de la

respuesta elevandola al cubo.

La velocidad de agitacién y la interaccibn de estos tienen efecto en la eficacia de
asociacion del gel. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los
factores. Puesto que 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre (Eficacia asociacion)® con un 95,0% de nivel de

confianza.
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Tabla 11. Anélisis de Varianza para (Eficacia asociacion)®

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-
Cuadrados libertad Medio P
EFECTOS
PRINCIPALES

A:dosis 1,01591E11 1 1,01591E11 1280,09 0,0000

B:velocidad 5,1097E10 1 5,1097E10 643,85 0,0000
INTERACCIONES
AB 1,57908E10 1 1,57908E10 198,97 0,0001

RESIDUOS 3,17449E8 4 7,93622E7

TOTAL 1,68796E11 7

(CORREGIDO)

En la Figura 30 se presenta el gréfico de interaccion para la eficacia de asociacion, donde

puede observarse que se obtiene mayor encapsulacién trabajando con cualquier

velocidad de agitacion y el mayor flujo, similar al rendimiento.

(X 100000,)
5

(Eficacia asociacion)*3

Figura 30.

- -1 velocidad
—=— 400
—¢ 800

40 80
dosis

Eficacia de asociacién con la velocidad de agitacion y el flujo de CMC del gel
formado con CMC (2%)/CS (0,01%)
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Wakiyama encontré que para el caso del alginato aumenta la cantidad de farmaco

encapsulado al aumentar la velocidad de agitacion [12]. Segun Makadia y Siegel, la

velocidad de agitacion afecta predominantemente la eficacia de encapsulacion y el

tamafio final de particula [155].

La tabla ANOVA (Tabla 12) corrobora que tanto la velocidad de flujo de CMC, la velocidad

de agitacion y la interaccion de estos tienen efecto en la de Absorcion de agua. Los

valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3

valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente

significativo sobre Absorcion de agua con un 95,0% de nivel de confianza.

Tabla 12. Andlisis de Varianza para Absorcién de agua

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F  Valor-
Cuadrados libertad Medio P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:dosis 6767,51 1 6767,51 14,76 0,0311
B:velocidad 1,00814E6 1 1,00814E6  2199,07 0,0000
INTERACCIONES
AB 273998, 273998, 597,68  0,0002
RESIDUOS 1375,32 3 458,439
TOTAL 1,29028E6

(CORREGIDO)

En la absorcién de agua es mejor trabajar a bajas velocidades de agitacion y altos flujos

(Figura 31). Al parecer cuando mas se encapsula menos grupos carboxilos quedan

disponibles y por ende se produce menos absorcion de agua.
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Figura 31. Absorcién de agua con la velocidad de agitacion y el flujo de CMC del gel
formado con CMC (2%)/CS (0,01%).

En este estudio se ha visto que a medida que se obtiene mayor encapsulacion, aumenta

el rendimiento, pero también disminuye la absorcién de agua.

4.2.4 Inclusién de HP-B-CD en la elaboracién del gel

Se emplearon las condiciones que garantizaron mayor encapsulacion de ASA para
evaluar el efecto de la inclusién de CD en los geles. Incluir HP-B-CD en los geles de
relacién 200 genera un gel menos compacto, que se desintegra con facilidad. En cuanto a
la encapsulaciéon de ASA, incluir CD incrementa la encapsulacion a un 98%, empleando
una relacion CMC/HP-B-CD de 1/1 y reduciendo la relacion CMC/CS a 100. Esta relacion
produce un descenso en el rendimiento de 20 a 17%, debido a la disminucién de CMC en
la formulacién ya que se tiene menos cantidad mésica de carga anionica, reduciendo las

posibles interacciones con el CS.
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Hinchamiento libre del hidrogel con farmaco incluido

Como muestra la Figura 32, en los primeros 10 minutos el gel retienen 120% de liquido a
pH 2, debido probablemente a la humectacion o agua asociada y se mantiene estable
durante 24 horas, el gel a pH 5,8 alcanza 570% de aumento en peso y la de 7,4 un 800%
en las mismas 24 horas. Las muestras no se pudieron realizar por mas tiempo debido a
gue los geles perdian su consistencia debido a su pobre entrecruzamiento ya que el ASA
y la CD interfierne en la interaccion entre el CMC y el CS, tal como le pas6 a Ghorpade y
Dias [156] en su gel de B-CD con CMC al emplear poco &cido citrico, su contra-ién

cationico, menos del 20% en relacion a la cantidad del polimero (como en este trabajo).
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Figura 32. Retencion de los geles a diferentes pHs.

La CMC exhibe pobre entrecruzamiento cuando se usa solo debido a los pocos grupos
hidroxilos en la posicién C6 y la naturaleza menos reactiva de las posiciones C2 y C3,
también a la repulsion electrostatica del grupo COO- de la cadena polimérica adyacente

que dificulta el entrecruzamiento.
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Para Zhang y otros [79], las microcapsulas sumergidas en solucion buffer pH 1,0
presentaron menor porcentaje de hinchamiento (250%), en comparacion con las
sumergidas en pH 7,2 (1300%). Ellos indican que esto se debe a que la capacidad de
hinchamiento de las microcapsulas en un ambiente acido se debilita debido a que los
grupos amino del CS se protonan y fortalecen la interaccion electrostatica de los grupos
carboxilo de CMC con los grupos amina del CS, dando como resultado una estructura
densa.

4.3 ENCAPSULACION DE IB EN LOS HIDROGELES E INCLUSION DE CD

4.3.1 Efecto de la velocidad de agitacion y el flujo de CMC en la encapsulacién del
IB en gel

Del comportamiento de la encapsulacién de ASA se decidié trabajar con el mayor punto
de velocidad de flujo estudiado (80 mL/h), ya que favorece la encapsulacion y el
hinchamiento con agua libre. Diversas investigaciones reportan que la velocidad de
agitacion afecta la morfologia de los hidrogeles y con esto se afecta la encapsulacién, por
ejemplo Nagarwal y otros [157] indican que la velocidad de agitacién es clave en la
morfologia del gel. Especificamente, Sun y otros [158] reportaron que altas velocidades
de agitacion forman estructuras esponjosas con forma irregular. Por esta razn se evalud

de nuevo el efecto de la velocidad de agitacion en la formacion de geles con IB.

En este trabajo se encontré que una menor velocidad de agitacion favorece la eficacia de
asociacion para el 1B, arrojando mayor encapsulacion de farmaco (Figura 33). En trabajos
previos elaborados con ASA la encapsulacion se veia influenciada mayormente por el
flujo, siendo similar la encapsulacion para las dos velocidades de agitacion empleadas.
Con IB la influencia de la velocidad de agitacion es mas marcada, siendo hasta un 25%
mayor la encapsulacion al emplear baja velocidad de agitacion. Esto pude ser debido a
gue la cadena de IB es més larga por lo que necesita un mayor tiempo de contacto ya que

alta velocidad de agitacion acelera el contacto entre los polimeros y la formacion del gel.
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Figura 33. Efecto de la velocidad de agitacion en la eficacia de encapsulacion del 1B

La tabla ANOVA (Tabla 13) afirma lo mostrado en la Figura y puesto que el valor-P de la
prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de la eficacia asociacion entre la velocidad de agitacion a 400 y 800rpm, con un

nivel del 5% de significacion.

Tabla 13.Tabla ANOVA para Eficacia asociacién por Velocidad

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados libertad Medio
Entre grupos 684,346 1 684,346 18152,40 0,0001
Intra grupos 0,0754 2 0,0377
Total (Corr.) 684,421 3

En la literatura, Pignatello y otros [159] no observaron ningun efecto de la velocidad de
agitacion en el rango estudiado (de 9500 a 20500 rpm) sobre la cantidad de IB asociado
con las matrices poliméricas. Gaba y otros [160] reportan lo mismo para glipizida en

microesferas mucoadhesivas recubiertas de galactomanano.
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El comportamiento es contrario al que se presentd con el ASA, ya que con este flujo se
obtiene mayor rendimiento a mayores velocidades de agitacion (Figura 34), la cual era la
condicion mas desfavorable para el ASA. Esto es contrario a la encapsulacion (Figura 34),
al parecer cuando mas se encapsula menos gel se forma por el impedimento
estereoquimico. Wakiyama indica que con alginato, aumenta el rendimiento al aumentar
la velocidad de agitacion [12]. Gaba y otros [160] también indican que el rendimiento

aumenta un 7% aproximadamente para velocidades entre 2000 y 4000 rmp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 34. Efecto de la velocidad de agitacion en el rendimiento de gel.

La Tabla 14 ANOVA, muestra el efecto de la velocidad de agitacién en el rendimiento del
gel. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del Rendimiento entre un nivel de velocidad

de agitacion y otro, con un nivel del 5% de significacién
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Tabla 14. Tabla ANOVA para Rendimiento por Velocidad

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados libertad Medio
Entre grupos 4,95062 1 4,95062 303,25 0,0033
Intra grupos 0,03265 2 0,016325
Total (Corr.) 4,98327 3

4.3.2 Diagrama de solubilidad de fases del Ibuprofeno con las ciclodextrinas

Los resultados mostrados en la Figura 35 demuestran que para todos los derivados de [3-
CD, las solubilidades aparentes del IB aumentan con cantidades crecientes de CD, siendo
la B-CD la menos soluble en agua y la que menor solubilidad del farmaco presenta en
agua. La modificacion de la B-CD mejora su solubilidad acuosa como es el caso de HP-§-

CD y A-B-CD, lo que a su vez aumenta la solubilidad del farmaco [97].
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Figura 35. Diagrama de fase de solubilidad del IB con 3-CD, HP-B-CD y A-B-CD a 25°C.

En la Figura 35 se observan los diagramas de solubilidad de fases del IB con la diferentes

B-CDs. La B-CD y la HP-B-CD muestran una linea con tendencia recta (Ecuaciones 11y
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12) representando una curva del tipo A_ (aumentos lineales de la solubilidad del farmace
en funcién de la concentracion de CD), con unas r2>0,99; los cuales indican una relacion
estequiometria 1:1 entre el farmaco y la respectiva CD y son tipicos de la formacion de
complejos de inclusion solubles [161]. Mientras que la A-B-CD presenta una curva del tipo
Ar (isoterma de desviacion positiva), dentro de los intervalos estudiados.

B-CD:

y =0,0584x + 0,0004 , R2=0,9901 Ecuacion 11
HP-B-CD

y=0,2757x+ 0,0007, R2=0,9913 Ecuacién 12

La diferencia en el tipo de diagrama entre la HP-3-CD y la A-B-CD, hace que la cantidad
necesaria de este ultimo para solubilizar el IB sea mayor que para la HP-B-CD, ya que su
solubilizacion del IB es mejor a concentraciones mas altas. La linea A, sugiere la
formacion de complejos de orden superior respecto a la CD a concentraciones mas altas
[162]. Como se observa en la Figura 36, para obtener una concentracion de IB de 0,005
mol/L es necesario una concentracion de HP-B-CD de aproximadamente 0,02 mol/L,

mientras que son necesarios aproximadamente 0,06 mol/L de A-B-CD.

De las tres CDs empleadas, la B-CD es la que presenta menor solubilidad en agua, es por
lo que la grafica se realiz6 a bajas concentraciones de ésta (Figura 35). Comparando la
solubilidad del IB en las diferentes CD resulta un 360% mas soluble en HP-B-CD que en
B-CD a una concentracion 0,013 molar y muy similar a la A-B-CD. Ya que la A-B-CD tiene
un crecimiento del tipo Ap, su efecto en la solubilidad de farmaco se intensifica con la
concentracion; es por esto que a medida que aumenta la concentracion de A-B-CD
disminuye su diferencia respecto a la HP-B-CD, existiendo una diferencia de solubilidad
de 307% a una concentracién 0,072 molar. La HP-B-CD es la que da lugar el mayor
aumento de solubilidad de IB, una posible explicacion es el efecto de HP-B-CD como
estabilizador del sistema sobresaturado mediante nucleacion e inhibicion del crecimiento
cristalino [163, 164].
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La parte lineal de la linea de A-B-CD cumple la Ecuacion 13.

y =0,0387x + 0,0004 , R2=0,9994 Ecuacion 13

Asumiendo una estequiometria 1:1 [162]. La estabilidad de los complejos de inclusion
depende del grado de acomplejamiento entre la molécula huésped y la CD, por eso a
mayor K mayor estabilidad del complejo, en este caso el mejor complejo es HP-B-CD:IB
con una constante casi 6 veces mayor ( la 3-CD (Tabla 15). El incremento del K mejora la
eficacia de complejacion y asi menos CD seria necesario para incorporar una cantidad fija

de farmaco[98].

Tabla 15. Solubilidad del IB en BCD, HP-B-CD y A- -CD.

B-CD [M] HP-B-CD [M] A-B-CD [M]
Pendiente 0,0584 0,2757 0,0387
So (M) 0,00041 0,00045 0,000045
K1:1 (M-1) 150,11 850,76 89.58
CE 0,06202 0,38064 0,04
D:CD (mol:mol) 17,123 3,627 25,84

Ribeiro y otros, reportan una K de 75 M™ para el complejo BCD: IBU [165]. Otros autores
han reportado un valor K del IB entre 210 y 2500 M™, los cuales dependen del método
aplicado y la concentracion del farmaco [162]. La K se ve modificada por la temperatura o
el método de solubilizacién, es por eso que en la literatura existen valores tan diversos

para un mismo sistema [85, 166].

A las condiciones experimentales de este trabajo se obtiene un K de 850 M-1 para
IBU:HP-B-CD (Tabla 15); Oh y otros lograron una K 533 M™ para el mismo sistema a 20°C
e indican una disminucion con el aumento de la temperatura [166]. La HP-B-CD es la que
da lugar al mayor aumento de solubilidad de IB. Contrario a varios autores, en este trabajo

se logro una K mas alta con HP-B-CD que con BCD para el IB [165].
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En la literatura no se reportan valores de K para el sistema IBU:A-B-CD, asumiendo la
parte lineal[167], se obtiene una K de 89,58 M™, muy por debajo de la K de la B-CD sin

modificar.

En cuanto a la eficiencia de complejacion, Loftsson y otros [115] reportan que un CE
alrededor de 0,3 indica que en promedio una de cada cuatro moléculas de CD en solucion
estan formando un complejo soluble en agua con los farmacos poco soluble. Si CE

presenta un valor de 0,01 entonces solo 1 de cada 100 CDs forman un complejo.

4.3.3 Encapsulacion de IB en larelacion CMC/CS 200 con CD

La Tabla 3 muestra las cantidades de CMC, HP- B -CD y CS empleadas a partir de la
relacibn CMC/CS 200, para evaluar el efecto de la HP- 3 -CD en el rendimiento, la eficacia

de asociacion, carga, tamafio de las particulas y el pH.

El rendimiento del gel decrece con la disminucién de CMC en la relacién, presentando el
méaximo en la muestra 2, con 100 mg de CMC y 40 mg de CD, superando el rendimiento
del gel formado sin CD, después de este punto, el incremento de la CD disminuye el
rendimiento (Figura 36). Kono y otros afirman que la inclusion de CD afecta el rendimiento
del gel [104]. La adicion de CD puede reducir la formacion de entrecruzamiento CMC-
CMC por interferencia y la apariciéon de enlaces CD-CMC, es por esto que se forma
menos gel, por otro lado el entrecruzamiento también puede ocurrir entre las CDs [156].

La inclusion del IB no refleja cambios significativos en el rendimiento del sistema.
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Figura 36. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en la formacién del gel con y sin IB.

En la Figura 37 se observa como la eficacia de asociacion del farmaco tiene un maximo
cuando se emplea una relacion masica 1/1 de CMC/HP-B-CD, muestra 4 de la tabla 3
(CMC/CS/ HP-B-CD 70 mg/0,7 mg/ 70 mg), los minimos se obtienen sin CMC (punto 1) y
con exceso de CD (punto 6). En los primeros puntos de la grafica (2 y 3), cuando en la
relacion CMC/HP-B-CD aun prima la cantidad de CMC empleada (poca CD), no se nota el
efecto de la complejaciéon con la CD en el aumento de la encapsulacion del gel. Por el
contrario, al primar el CD en la relacibn CMC/HP-B-CD se obtiene poco rendimiento de gel

(menos transportador) y con esto también se obtiene menos encapsulacion.

Kono y otros [104] trabajaron con BPA (bisfenol A), éste al igual que el IB es hidr6fobo y
sus fenoles se adsorben dentro de la cavidad de la CD, ellos sugieren que la
encapsulacion depende de la cantidad de CD en el gel CD/CMC y que geles sin CD
muestran una capacidad de adsorcion de BPA muy débil. Por otro lado, Gorpade y otros
también afirman que la cantidad de farmaco encapsulado aumenta con la cantidad de CD
[156].

Segun Maswal y otros el IB encapsulado dentro del hidrogel se estabiliza mediante
enlaces de hidrégeno entre grupos carboxilo de moléculas de farmaco y grupos hidroxilo

de la red polimérica, interacciones polares de las moléculas de farmaco con los grupos
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ionizados de la cadena de polimero e interaccion hidréfoba entre los restos hidréfobos
respectivos del farmaco y del hidrogel [168].

Sin IB el ultimo punto (muestra 6) tiene menor rendimiento y por eso menor
encapsulacion, los geles son muy compactos por la alta presencia de CD [168].

95

90

85

o
*

~
o

Eficacia de asociacion (%)

60

0 1 2 3 4 5 6 7
Relacién CMC/HPBCD

Figura 37. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en la eficacia de encapsulacion de IB.

En cuanto a la carga del gel, aumentar la cantidad de HP-B-CD y disminuir la de CMC
ocasiona que el potencial z se acerque a cero (Figura 38), por la reduccion del exceso de
carga negativa aportada por la CMC en relacion con el CS que se reduce de 200. En la

Figura 38 también se puede observar que el IB y el tiempo de gelacion no afectan la carga
del gel
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Figura 38. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en la carga del gel

Como se mencion6é anteriormente la adicion de CD puede reducir la formacion de
entrecruzamiento CMC-CMC por interferencia pero aumenta la formacion de enlaces CD-
CMC [156] al mismo tiempo puede existir reticulacién de los polimeros con la CD lo que
disminuye las interacciones farmaco-polimero [168]. Los hidrogeles con concentraciones
de CD inferiores suministran menos cavidades hidr6fobas para la encapsulacién del
farmaco, pero al mismo tiempo, la menor reticulacion es favorable para las interacciones
farmaco-polimero ya que a altas concentraciones de CD el hidrogel esta ampliamente
entrecruzado y se obtiene una estructura similar a un soélido rigido que tiene menos

atractivo para el farmaco [168].
Loftsson y otros [115] también indican que es importante usar poca CD en preparaciones
farmacéuticas para que la eficacia de solubilizacién de la CDs en el vehiculo acuoso sea

el aspecto importante.

La Figura 39 muestra que el tamafio de las particulas al terminar el goteo disminuye con

la adicion de CD siendo mas grandes cuando tienen IB, a excepcion del ultimo punto. El
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tamafio aumenta cuando se tiene mayor cantidad de CMC con el IB, por el aumento de la
probabilidad de formacion de enlaces entre la CMC con el IB y también por la formacion
de enlaces CD-CMC y CMC-CD-CMC, al ser el CMC un polimero de cadena larga
proporciona un mayor tamafio. Aunque el tamafo disminuye con la inclusién de CD, en el
caso del gel sin IB la variacién es muy poca, caso contrario para los geles con IB, donde
el mayor cambio se observa a alta cantidad de CMC (muestra 2) y alta cantidad de CD
(muestra 6) de la Tabla 3.

La diferencia entre el tamafio del gel con IB y el sin IB es mayor cuando se tiene mas
CMC que CD. Kono y otros indican que el tamafio se ve afectado por la cantidad de CD

en la relacién, disminuyendo con su aumento frente al CMC [104].
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Figura 39. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en el tamafio de las particulas.

Singh y otros [169] indican que el rango de pH estimado para neutralidad de carga esta
cerca de 3,8. En la Figura 40 se observa que el pH se mantiene igual tanto para las
muestras con IB como para las diferentes relaciones CMC/HP-B-CD, debido a que la CD
también es anionica y se realiza una compensacion al reemplazar con esta lo que se
elimina de CMC.
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Figura 40. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en el pH del gel

En la relacion 200 aumenta la cantidad de encapsulacion de 75% para 1 mg a 99% para
70 mg de CMC, 70 mg de A-B-CD, 0,7 mgde CSy 2 mg IB.

4.3.4 Encapsulacién de IB en larelacion CMC/CS 2,7 con CD

Esta relacion de CMC/CS es un gel compacto que no encapsula IB sin presencia de CD.
Contrario al caso anterior, este gel, CMC/CS 2,7; presenta mayor consistencia y
concuerda, lo que concuerda con lo propuesto por Ghorpade y Dias [156] quienes indican
que emplear mas cantidad de contra ion proporciona mas integridad del gel al generar
mayor entrecruzamiento, complementado por lo explicado por Maswal y otros, que afirmar
que un gel ampliamente entrecruzado y que satisface las cargas desequilibradas, tiene

una estructura similar a un sélido rigido y es poco atractivo para el farmaco [168].
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Tabla 16. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en el rendimiento del gel

# Muestra R (%)
1 24.3mg CMC, 9mg CS, 4 mg IB 64.87
2 24.3 mg CMC, 24.3 mg HP-B-CD,9mg CS, 10 mg IB 41.07
3 24.3 mg CMC,9 mg HP-B-CD, 9mg CS, 10 mg IB 56.34

En este estudio también se observa como al aumentar la cantidad de CD guardando la
misma proporcion CMC/CS disminuye el rendimiento (muestra 2), debido a que impide la
formacion del gel entre el CMC y el CS como se explicé anteriormente [156]. Aunque la
muestra 2 tiene gran cantidad de CD (Tabla 16), guardando la misma relacion CMC/CS
de los puntos anteriores, tiene menor rendimiento, como se vio anteriormente un exceso

de CD no favorece las interacciones entre los polimeros [168] y afecta el rendimiento.

Disminuir la cantidad de CMC y CD a la mitad de las cantidades tratadas en el paso
anterior manteniendo la cantidad de CS fija, afecta el rendimiento en mas de un 40% (

Tabla 17). El punto 2,7 tiene exceso de carga catidnica, como se vio en las muestras de
potencial sin farmaco, es por eso que al disminuir la carga aniénica disminuye la
formacion del gel y al aumentarlo con CD aumenta el rendimiento, como en el punto 2 del
paso anterior, aunque el exceso de CD después afecta de nuevo el rendimiento, (muestra
3)

Tabla 17.Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en el rendimiento del gel

# Muestra R (%)
1 24.3mg CMC,9mg CS, 4 mg IB 64.87
2 24.3 mg CMC, 125 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 4 mg 1B 23.23
3 12.15 mg CMC, 4.5mg HP-3-CD, 9mg CS, 2 mg IB 9.64

En la Tabla 18 se observa que cuando el gel no tiene CD no se alcanza encapsulacion de
IB y la encapsulacion entre los puntos 2 y 3 es similar siendo predominante la del punto

gue contiene mas CD (punto 3). Concuerda con lo explicado anteriormente, la CD
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disminuye la interaccion entre polimeros y por eso es mayor el rendimiento con menos
CD, punto 3. Al igualar la relacion CMC/CD a 1 aumenta muy poco la cantidad de 1B
encapsulada frente a la relacion CS/CD de 1.

Tabla 18. Efecto de la relacion CMC/HP-B-CD en la eficacia de encapsulacion de IB

# Muestra EA (%)
1 24.3 mg CMC,9mg CS,4mg IB 0.0000
2 24.3 mg CMC, 24.3 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 10 mg IB 84.41
3 24.3 mg CMC,9 mg HP-B-CD, 9mg CS, 10 mg IB 76.49

En la Tabla 19 se observa que el exceso de CD interfiere con la encapsulacion de
farmaco, eliminando la presencia de IB en el gel, por otro lado al disminuir la cantidad de
CMC y CS también disminuye la encapsulacion, esto debido a la disminucién en la

cantidad de gel obtenido.

Tabla 19. Efecto de la relacion CMC/HP-B3-CD en la eficacia de encapsulacion de IB.

# Muestra EA (%)
1 24.3 mg CMC, 9 mg CS, 4 mg 1B 0.0000
2 24.3 mg CMC, 125 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 4 mg IB 24.59
3 12.15 mg CMC, 4.5mg HP-B-CD, 9 mg CS, 2 mg 1B 50.00

Como sucedié con la relacion 200, en esta relacion el pH tampoco se ve afectado por la
inclusion de CD ni de IB, siendo en este caso mas constante a pesar de las variaciones
de la formulacion (Tabla 20). Argielles-Monal y otros indican que a pH 4 la composicion

del complejo estd muy cercana la equimolaridad [170].

Tabla 20. Efecto de la relacion CMC/HP-3-CD en el pH

# Muestra pH

1 24.3 mg CMC,9mg CS,4mg IB 2.53
2 24.3 mg CMC, 24.3 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 10 mg IB 3.08
3 24.3 mg CMC,9 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 10 mg IB 3.09
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En ambas tablas (Tabla 20 yTabla 21) se observa que a medida que se incrementa la
cantidad de CD, también incrementa el pH, esto se debe a la caracteristica basica de la
HP-B-CD.

Tabla 21. Efecto de la relacion CMC: HP-3-CD en el pH

# Muestra pH
1 24.3mg CMC,9mg CS,4mg IB 2.53
2 24.3 mg CMC, 125 mg HP-B-CD, 9 mg CS, 4 mg IB 3.23
3 12.15 mg CMC, 4.5mg HP-B-CD, 9 mg CS, 2 mg IB 291

El IB se estabiliza a través del enlace H y las interacciones polares del farmaco con los
grupos ionizados de la cadena del polimero y a través de la interaccién hidréfoba entre el
farmaco y el hidrogel, por eso la capacidad de encapsulacién y carga es menor para el
hidrogel preparado a pH mas bajo, aumenta para el preparado a pH neutro, [171] ya que
el valor de pKa de IB alrededor de 4,5y 5,2, por lo que a pH 1 su solubilizacién se regira
principalmente por la unién en H y en cuanto al gel este se encuentra extensamente
reticulado para satisfacer las cargas desequilibradas, mientras que un pH mas neutro
tanto las interacciones dipolo-dipolo y enlaces de hidrogeno son mas éptimas para la
solubilizacién de IB [171], por lo que un pH cercano a 4 favorece el encapsulamiento, por
eso la relacién 200 fue la que mas encapsuld y la de 2,7 presentd encapsulacion nula sin

CD. El gel sin CD tiene un pH mas éacido, lo que también afecta el encapsulamiento.
Efecto del tiempo de gelacion en el encapsulamiento
En este trabajo se encontrd una constante en la eficacia de encapsulacion hasta el minuto

3, punto donde se libera un 2% de farmaco y queda constante en 77% (Figura 41). Kono y

otros [104] en su estudio encontraron una saturacion del gel con BPA a los 180 minutos.
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Figura 41. Efecto del tiempo de gelacién en el encapsulamiento

Solubilidad del IB con los polimeros.

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacion es incorporar el farmaco a un
hidrogel de polimeros con CDs. La interaccién de farmaco-CD no es especifica, por lo que
la presencia de otras moléculas (que pueden competir o promover la formacién del
complejo de inclusién) se debe tener en cuenta, como las interacciones entre polimeros y
CDs. En la Figura 42 se observa que la adicion de CMC y CS en soluciones de CD
modifica la solubilidad del IB en comparacion a la CD sola.

La presencia de polimeros en la suspensiéon dénde se solubiliza el farmaco tiene

influencia la mayoria de las veces en su solubilidad, incrementandola o disminuyéndola.

La Figura 42 muestra como CMC/HP-B-CD genera hasta un 50% mas solubilidad
respecto a la HP-B-CD sola. En promedio para muchos farmacos el CMC mejora la
solubilidad el farmaco en HP-B-CD en un 27% alcanzando con otros farmacos mas del
100% [98]. Esto es favorable para la industria farmacéutica, debido a que es mas

economico emplear el polimero que la CD [98]. Shelton y otros encontraron que algunos
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derivados de celulosa mejoran la solubilidad de farmacos poco solubles [172] y Yiy Zhang
sugirieron posibles interacciones iénicas entre el IB y la CMC [173]. Estas interacciones
sumadas a las existentes entre la CD y el IB, hacen que aumente la solubilidad del IB en

agua.

Algunos polimero solubles en agua como la CMC mejoran la CE debido a un incremento
en la K [174], la entropia de la constante de estabilidad se vuelve méas negativa, indicando

un complejo de estructura mas ordenada [98].
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Figura 42. Efecto de los polimeros en la solubilidad del IB con HP-B-CD

Por otro lado, en la misma Figura se observa como la CS disminuye la solubilidad del IB
en un 11% respecto a la HP-B-CD sola y un 56% respecto a la CMC/HP-B-CD. Estudios
recientes demostraron que la presencia de CS reduce el poder de complejacion de CD
con varios farmacos, atribuido a la formacion de interacciones entre CS y CD, que
impedia la complejacién farmaco-CD [175]. Segun Mura y otros, la adicién de CS al medio
de complejacion de CD provoca una disminucion en el poder complejante con farmacos
como: Gliburida, Naproxeno, Ketoprofeno, Econazol, Triclosan, entre otros, independiente
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de sus diferentes propiedades fisicoquimicas, debido a la presencia de interacciones de
CS/CS yl/o CS- complejo (farmaco-CD) [175].

La solubilidad del IB también se incrementa con el pH [176], por esta razon es menos
soluble en la CS, ya que el pH de las solucion est& por debajo de 3 y mas soluble en el
CMC que esté por encima de 6.

Arguelles-Monal y otros [170] en su trabajo encontraron que la adicion de CS al medio de
complejacion de CD provocé una disminucién del poder complejante de la CD hacia todos
los farmacos examinados, a pesar de tener propiedades fisicoquimicas muy diferentes y
explicaron los resultados debido a la que las interacciones CS-CD obstaculizaron la

formacion del complejo farmaco-CD [175].

Zerrouk y otros también concluyen que cuando el CS y la CD estaba presentes
simultaneamente, se observa una fuerte reduccidon de la eficacia de solubilizacién de CD
hacia el farmaco, y lo atribuyen a un posible efecto de competicion del polimero y el

farmaco por interaccion con el macrociclo [177].

Influencia de solubilizarlaCDy el IBenel CMCo enel CS

Para evaluar la influencia de solubilizar la CD y el IB en el CMC o en el CS antes del
goteo se realizaron pruebas usando la relacion CMC/CS 2,7 con 9 mL de HP-B-CD. Se
encontré que en cuanto a eficacia de asociacion es indiferente pero experimentalmente la

primera dejaba IB sin solubilizar lo que podria producir resultados erréneos.

Se descubrié que aungue la CS afecta la solubilidad del IB y de la CD, al gotear la CMC
se lograba solubilizar todo el IB. Hay que recordar que la CS forma interacciones con la
CD y con el farmaco [175], y posiblemente al agregar la CMC favorece la complejacion y

la misma vez que el CMC aumenta la solubilidad del IB ain insoluble (Tabla 22).
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Tabla 22. Efecto del orden de solubilizacion en el gel.

EA Desv. Rendimiento  Desv. pH Desv.
% % % %
Solubilizando CD 76,900 0,208 55,641 0,506 3,080 0,010
y IB en CMC
Solubilizando IB 76,489 0,646 56,342 0,796 3,080 0,010
yCDenCS

Inclusion de A- B-CD

Los geles CMC/CS a una relacion 2,7 con A-B-CD, no presentaron encapsulacion de IB ni
con la relacién CMC/A-B-CD 1/1, ni CS/A-B-CD 1/1

Porosimetria

La prueba de porosidad se realiz6 a la muestra CMC/CS 2,7 que presentaba una forma
compacta de gel, la muestra CMC/CS 200 tiene un aspecto algodonoso y no soportaba

las condiciones de la prueba.

La Figura 43b presenta el tamafio de poro para los geles a una relacion CMC/CS de 2,7
con IB sin HP-B-CD, revelando un tamafio de poro promedio de aproximadamente 5 um
con un pico secundario alrededor de 6 um y otros picos menos pronunciados alrededor de

50 pum.

Adicionar HP-B-CD a la formulacion del gel (Figura 43a) disminuye el tamafio de poro
promedio a 1 um y su incremento en la formulacién disminuye un poco el tamafio de los
poros a 0,9 um aproximadamente (Figura 43c). Ungaro y otros [178] afirman que el HP-B-
CD deberia generar presiones osmoticas en soluciones acuosas como una funcion de su
concentracion y que su aparicion durante el endurecimiento de particulas da como

resultado la formacion de una superficie porosa.
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El &rea de poro incremental, es mayor para la Figura 43a, con menos cantidad de HP-(-
CD (9mg) 2,7m?/g, frente a 0,14 m?/g para el gel sin HP-B-CD (Figura 43b) y 1,7 m%g para
el gel con 24,3 mg de HP-B3-CD (Figura 43c).
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Figura 43. Porosimetria de los geles a las relaciones: a) 24,3 mg de CMC, 9 mg de CS, 9
mg de HP-B-CD, 10 mg de IB, b) 24,3 mg de CMC, 9 mg de CS, 4 mg de IB, ¢) 24,3 mg
de CMC, 9 mg de CS, 24,3 mg de HP-B-CD, 10 mg de IB

El 4rea de poro acumulada del gel sin HP-B-CD (Figura 43b) presenta 0,50 m?/g, el que
tiene 9 mg de HP-B-CD (Figura 43a) presenta 5,4 m?/g y 3,5 m?g para el gel con 24,3 mg
de HP-B-CD (Figura 43c), mostrando que una gran cantidad de CD disminuye la
porosidad. Esto puede ser debido también a que esta relacion encapsula una mayor

cantidad de IB, dejando menos poros vacios.
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FTIR

La relacion CMC/CS 2,7 muestra La sefial a 1640 cm™ de la amida en CS, las bandas a
1412 y 1315 cm™ correspondientes a CMC y la sefial a 1380 cm™ correspondientes a -
CH, de CS (Figura 44).
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Figura 44. Espectros FTIR de hidrogeles hechos de a) CMC/CS/CD 2,7/1/1 (b) CMC/CS
2,7/1.

El gel la relacion CMC/CS/CD muestra los picos caracteristicos de la CMC, CS y CD. Las
CDs presentan picos de los sacaridos alrededor de 1000-1200 cm™ y los grupos hidroxilo
en 1635 cm™ [179], en 3325 cm™ presenta las bandas O-H, en 2924 cm™ las
vibraciones C—H de CH,, en 1456 cm™ la banda C—H de CH, y CH; y en 1364 cm™ el C-
H de CHs. Una de los cambios mas notorios se observa en la bandas 2120 y 1720 cm™
del enlace C-O. En 1331 cm™ se encuentran acopladas las bandas de O-C—-H, C-O-H y
H-C—H, en 1152 cm™ el enlace C-O-C, en 1024 cm™ el enlace C—-C-O de C-OH y en
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947 cm™ la vibracion que implica el enlace a-1,4. Finalmente en 851 cm™ las vibraciones
C-C-H, C-0O, C-C [180]

SEM de los hidrogeles con CD y farmacos

HP-B-CD

Finalmente, en la Figura 45 se puede observar el gel obtenido bajo las condiciones
CMC/CS/HP-B-CD 2,7/1/1, el cual da lugar a una eficacia de asociacion de IB del 76.5%,
es poroso Yy tiene apariencia de esponja. Varios trabajos han coincidido en que la CMC y
la CS son excelentes formadores de gel [74] ya que entre las dos mejoran el patrén de
entrecruzamiento y liberacién controlada por via oral. EI CS se solubiliza a pHs acidos
como el del estbmago; es alli donde la CMC juega un papel importante al interactuar con
el junto con el farmaco y permitir que la liberacién se de en el intestino [50]. Un exceso de
CMC mejora el encapsulamiento y la liberaciéon controlada [81]. En este trabajo se logro
obtener un gel mediante interaccion de cargas entre el CMC y el CS y junto con la HP-3-
CD se logra una eficacia de encapsulamiento del 76%, lo que sugiere que el sistema es
adecuado para la liberacion controlada de IB.

A
100 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Brightness = 50.0 %
WD = 3.6mm Mag= 100X Contrast= 36.9 %

Figura 45. Imagen SEM del gel CMC/CS-HP-3-CD (2,7:1:1) con 9 mg 1B
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El gel elaborado con una relacion CMC/CS de 2,7 muestra un gel compacto y duro. La
imagenes SEM (Figura 46) no muestran grandes diferencias entre los geles sin HP-3-CD
y con IB (Figura 46a), con HP-B-CD sin IB (Figura 46b) y con HP-B-CD y con IB (Figura
46¢) aunque son un poco mas parecidas las Figura 46 a y c, que son las que tienen IB.
Kono y otros [104] afirman que la superficie de los materiales CD:CMC parece

compactarse en comparacion al hidrogel de CMC.

100 pm EHT = 500 kv Signal A = SE2 Brightness = 49.3 % ZEISS| 1 pm Signal A = SE2 Brightness = 49.1 %
| — WD = 38mm Mag= 200X Contrast = 355 % | — WD = 37 mm Mag= 2000 KX Contrast = 36.1 %

o
20 um EHT = 5.00kV Signal A= SE2 Brightness = 49.9 % [ 1pm EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Brightness = 49.6 % |
WD = 39mm Mag= 300X Contrast= 34.6 % | — WD = 38mm Mag= 20.00 KX Contrast= 349 %

~ : s =S .
100 pm Signal A = SE2 B 0% — 1 pm EHT = 5.00kV Signal A = SE2 Brightness = 49.2%
A WD = 35mm Mag= 200X Contrast= 37.4 % | — WD = 36mm Mag= 20.00KX Contrast= 37.9 %

Figura 46. a) 24,3 mg CMC, 9 mg CS, 4 mg IB, b) 24,3 mg CMC, 9 mg CS, 9 mg HP-[3-
CD, ¢) 24,3 mg CMC, 9 mg CS, 7 mg IB, 9 mg HP-B-CD.
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Temtem y otros [181] adjudican el alargamiento de los poros al introducir el IB a la
plastificacion y la hinchazén de la matriz polimérica por la descompresion rapida de
cambio de presiones. En este trabajo se observa el mismo comportamiento usando una

técnica de interaccion de cargas.

En cuanto a la relacion CMC/CS 200, las muestras a simple vista tienen una estructura
algodonosa. Las imagenes SEM muestran redes con poros de tamafios no uniformes. De
nuevo las imagenes mas similares son las Figura 47 a y ¢ que son las que tienen IB. El
gel sin HP-B-CD y con IB muestra una pared con poros muy pequefios (Figura 47a), que
desaparecen al quitar el IB e incluir HP-B-CD (Figura 47b) y aparecen mas pequefios al

incluir de nuevo el IB (Figura 47c).

20pm EHT = 5.00kV Signal A= SE2 Brightness = 48.6 % 1pm EHT = 500kV Signal A = SE2 Brightness = 46.2 %
H WD = 35 mm Mag= 300X Contrast= 40.5 %  — WD = 35mm Mag= 20.00 KX Contrast= 39.5 %

/e

EHT = 5,00 kv Signal A= SE2 Brightness = 49.2% e
A WD = 4.0mm Mag= 20.00 KX Contrast= 36.9 %

20 um EHT = 300k Signal A = SE2 Brightness = 47.6 %
H WD = 4.1mm - X Contrast= 456 %
Mag= 300
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20 um EHT = 5,00 kV Signal A = SE2 Brightne: 8.9 % 1 pm EHT = 5.00kV Signal A = SE2 Brightness = 48.6 % W

WD = 32mm Mag= 300X Contrast= 348 % | — WD = 35mm Mag= 20.00 KX Contrast= 343 %

Figura 47. A) 70 mg CMC, 0,7 mg CS, 0,6 mg IB B) 70 mg CMC, 0,7 mg CS, 70 mg HP-[3-
CDC) 70 mg CMC, 0,7 mg CS, 1 mg IB, 70 mg HP-B-CD

Segun Temtem y otros [181] la liberacion de farmaco de la membrana sin CDs se debe
principalmente a la alta porosidad de la matriz que permiten la humectacion dentro de la
matriz promoviendo la disolucion y difusion desde la membrana. Al agregar CDs hay un
aumento significativo en la liberacién, que puede deberse a la capacidad de la CD de
actuar como un agente hidratante, debido a sus grupos hidroxilo que forman enlaces de
hidrogeno, y asi interferir en la conformacion de cadenas poliméricas durante la formacion

de la membrana, volviendo la matriz menos hidrofébica.

A-B-CD

En las imagenes SEM (Figura 48) se ve que agregar A-B-CD conduce a la generacion de
menos poros en la red y que al aumentar su cantidad, se obtienen poros pequefios no
distribuidos uniformemente y una red muy densa, un comportamiento muy diferente al

obtenido con HP-B-CD donde aln se observan poros grandes.
La A-B-CD tiene una carga positiva, esta puede ser la razén por la cual se ve una

estructura mas densa y sin poros, debido al incremento de la interaccion por la

neutralizacion de cargas, lo que no deja espacio a la interaccién con el farmaco.
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EHT = 500k i Signal A = SE2 Brightness = 49.8%
WD = 38mm - | — Mag= 200X Contrast = 31.1 %

100 pm EHT = 3.00 kv Signal A = SE2 Brightness = 49.8 % ZEISS|
- WD = 48mm Mag= 200X Contrast= 31.1 %

Figura 48. a) 24,3 mg CMC, 9 mg CS, 4 mg IB, b) 24,3 mg CMC, 9mg CS, 10 mg IB, 9
mg HP-B-CD. c) 24,3 mg CMC, 9 mg CS, 10 mg IB, 24,3 mg HP-B-CD.

Varde y Pack[182] afirman que la inclusion de algunos excipientes interfiere en la
encapsulacion y liberacion de farmacos y dan como ejemplo un trabajo Jain y otros[183]
donde al agregar manitol aumentaron la porosidad inicial de la matriz de PLGA, contrario
a lo obtenido en este trabajo con la A-B-CD, donde su inclusién condujo a la extincién de

poros, lo que afecto la encapsulacion de farmaco.

Hinchamiento
Los geles a relacion CMC/CS 200 no conservan su estructura, esto se debe a que con
alta carga neta la mayoria de las macroparticulas se desintegran ya que la CMC se ioniza

por completo mientras que CS no esté cargado [169].

A pH bajo, los grupos -NH, en las cadenas CS en el microgel estdn cargados

positivamente debido a la protonacion de los grupos amina y por la repulsion entre los
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grupos -NH* en las cadenas CS, el microgel se hincha y aumenta de tamafio [184]
(Figura 49).
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Figura 49. Hinchamiento del gel a pH 2.

A valores de pH extremos (pH <4 y pH> 10), el tamafio de los microgeles disminuye un
poco por la hidrélisis catalizada por acidos y bases de los enlaces amida dentro del
microgel [184]. A pH 2 es menos el hinchamiento con CD debido a su caracteristica
anionica.

A pH 2,4 el CS esta protonado (pKa = 6.5) mientras que a pH 5, la CMC est4 ionizada
(pKa = 3.65), por lo tanto deberia esperarse un menor hinchamiento en estos pHs cuando
ambos polimeros con carga opuesta estan ionizados. Sin embargo Singh y otros [169]
observaron un hinchamiento de 3 veces su valor inicial a pH 5 para geles CMC-CS debido
a condiciones de cargas no neutras. Como se observo en los potenciales z (Figura 21),
los hidrogeles obtenidos en este trabajo no tienen carga neutra y tiene una tendencia
negativa y el exceso de CMC es el causal del hinchamiento a pH neutro (Figura 50). A

este pH se obtuvo mas hinchamiento en el gel con CDs
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Figura 50. Hinchamiento del gel a pH 5,8.

Los hidrogeles CMC/CS 2,7 presentan mayor hinchamiento a pH 7,4 (Figura 51).
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Figura 51. Hinchamiento del gel a pH 7,4.
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A pH alto, los grupos -OCH,COOH en las cadenas de CMC estdn cargados
negativamente debido a la desprotonacion de grupos de &cido carboxilico. Por lo tanto, la
repulsion entre los grupos -OCH,COO- en las cadenas de CMC induce el hinchamiento
del microgel [184]. A este pH, como en el caso anterior, también se obtuvo mas
hinchamiento en el gel con CDs

Dhar y otros[184] afirman que obtuvieron mayor hinchamiento a pH bajo que a pH alto,
debido a que el CS se encontraba presente en el nacleo del microgel y la CMC en la
superficie; por lo tanto, la presencia de grupos -NH, en el nicleo de microgel induce una
mayor hinchazén a valores de pH mas bajos mientras que los grupos -OCH,COOH en
ellas superficies de microgel da como resultado una particula cargada mas negativamente
en valores de pH mas altos. Esto es contrario a este trabajo donde el hinchamiento

aumenta con el pH, debido a que el ntcleo es CMC

La absorbancia del hidrogel aumenta notablemente con el aumentando el pH del tampon
debido a la presencia de grupos carboxilo en la estructura de hidrogel. En la regién de pH
neutro y alcalino, porque las especies cargadas dominantes en estos hidrogeles no estan
protonadas grupo carboxilo, los hidrogeles estan hinchados debido a una presion

intraiénica repulsion entre los grupos carboxilo no protonados [104].

4.4 LIBERACION DE ASA Y DE IB A DIFERENTES pHS

4.4.1 Liberacién de ASA adiferentes pH

Al dejar los geles en las diferentes soluciones buffer, se observa que estos presentan
diferentes comportamientos segun el pH de la solucién. A pH 2 no se presenta liberacion
y entre pH 5,8 y pH 7,4 los geles liberan alrededor de un 80% del ASA encapsulado
(Figura 52) de los 1,1 mg encapsulados, siendo mayor la liberacién a pH 7,4. Esto esta

relacionado con el hinchamiento de los geles en cada solucion buffer, a mayor
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hinchamiento mayor liberacion, esto es debido a que las moléculas de agua entran y
retiran el farmaco.
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Figura 52. Liberacién de ASA a diferentes pHs en geles elaborados sin CD

Con HP-B-CD se obtiene un 40% de liberacién sobre los 3,4 mg encapsulados (Figura
53), a diferencia del gel sin CD. La cantidad liberada es casi el doble de la liberada sin

usar CD. Este gel pierde su consistencia en menor tiempo al gel que no tiene CD y a pHs
2 y 5,8 no presenta liberacioén.
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Figura 53. Liberacién de ASA a pH 7,4 en geles con CD.

Los hidrogeles a relacion 200 sin CD hinchaban en agua sin desintegrarse, esto es debido
a que la CD disminuye las interacciones poliméricas [168] y Segun Kono y otros [104], el
hinchamiento disminuye con el aumento de las CD.

4.4.2 Liberaciéon de IB a diferentes pH

Los geles preparados a una relacion de 200 presentan muy mala estabilidad en
suspensiones acuosas, dificultando la lectura de la liberacién en el IB e impidiendo la

determinacion del hinchamiento.

Los geles preparados con la relacion 90 mL CMC (0,27 mg/ml), 90 mL CS (0,1mL/mL),
0,9 mg HP-B-CD y 10 mg IB no liberaron farmaco a pH 5,8; la liberacion se realiza a pH
1,2y 7,4 (Figura 54), a pH 2 la liberacion comienza a las 2 horas, alcanzando un valor
constante a los 4 dias. Esto es efecto del exceso de CS en la muestra, representado por
un potencial z positivo en el gel CMC/CS.
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Figura 54. Liberacion del IB con el tiempo pH 2

A pH 7,4 la liberacion comienza en el minuto 5 siendo mayor entre el minuto 20 y el 100
llegando a una liberacién de 37% (Figura 55).

A el comportamiento de liberacién a pH 7.4 adopta el modelo de la Ecuacion 14 [185].

% = Kq * (t — K,)Ks Ecuacién 14
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Figura 55. Modelo de liberacion pH 7,4

Zhang y otros [79] afirman que los geles de CMC y CS a un pH inferior a 2 la liberacion es
baja debido a que se produce una interaccién fuerte entre la CMC y el CS para formar una
membrana de superficie densa, la liberacion se produce a pH 7,2 debido a la facil
penetracion que induce el hinchamiento del polimero.

Jabeen y otros indican [171] que los geles de alginato preparados a bajo pH liberan el IB
lentamente. Por otro lado los aditivos de celulosa prolongan significativamente la
liberacion del 1B [186]. Tempem y otros en membranas de polimetiimetacrilato con CD
lograron liberar maximo 12% en peso de IB para la membrana con el contenido mas alto

de CD en 40 dias, mostrando que las tasas de liberacion aumentan al aumentar el
contenido de CD [181].
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4.5 EFECTO DE ESTIMULOS EXTERNOS EN EL HIDROGEL

4.5.1 Andélisis termo gravimétrico (TGA)

Para los geles formados con una relacion CMC/CS de 2,7; la primera degradacion en la
region entre 30 y 160°C tiene su origen en la eliminacién de agua de los hidrogeles (10%
aproximadamente). Esta agua puede estar asociada con la estructura de red de los
hidrogeles asi como atrapada en la cavidad BCD [156, 187]. La CMC exhibe dos fases de
descomposicién distintas una a 55°C asociada a la pérdida de humedad y la segunda en
el rango entre 230 - 290°C asociada con la descomposicion del grupo carboximetilo [187].
La region entre 200 a 350°C puede deberse también a la descomposicion de enlaces
cruzados de CMC y BCD con una reduccion de aproximadamente 40% [156] ya que el
HP-B3-CD se degrada a 300°C [188].

Malik y otros observaron hasta 290°C una pérdida de peso del 43,88% [187] y una masa
de hidrogel residual después de los 350°C de aproximadamente 42,03%, que consideran
bastante alta representando una gran estabilidad térmica de los hidrogeles de 3-CD/CMC-

co-acido poli acrilico.

Entre la Figura 56a y la ¢ no se observa gran diferencia, a pesar de la inclusién de HP-[3-
CD en la Figura 56a, s6lo se observa que se degrada un 2% menos del gel que contiene

CD, debido probablemente al aumento de la cantidad de IB.

Aumentar la cantidad de HP-B-CD en el gel (Figura 56d), muestra un aumento en la
degradacion inicial, incrementando la caida de la curva inicial a 150°C y llegando casi al
15% (comparado con la degradacion inicial de 10% en los anteriores), esto se debe a que
mayor cantidad de CD produce mayor cantidad de agua atrapada en la cavidad B-CD
[156, 187]. La degradacion total es la misma que en los casos anteriores, aumentando la
cantidad hasta 150°C y disminuyendo entre 150 y 350°C. La presencia de la CD restringe

los grados de libertad en la conformacion de las cadenas poliméricas, y proporciona una
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organizacion menos aleatoria, lo que también explica el incremento temperatura mientras

aumenta la concentracion de CD [189].

100
90 ~
80 ~
wn
i ——B-54.26%
——C-41.55%
60.- ——D-42.94%
——E-54.07%
50 -
71— . :

T T T T
40 80 120 160 200 240 280 320

Temperatura (°C)
Figura 56. Andlisis termo gravimétrico de los geles a las relaciones: a) 24,3 mg de CMC, 9
mg de CS, 9 mg de HP-3-CD, 10 mg de IB, b) 140 mg de CMC, 0,7 mg de CS, c) 24,3 mg

de CMC, 9 mg de CS, 4 mg de IB, d) 24,3 mg de CMC, 9 mg de CS, 24,3 mg de HP-B-
CD, 10 mg de IB €) 70 mg de CMC, 0,7 mg de CS, 70 mg de HP-B-CD, 1 mg de IB

Variar la proporcién de CMC a CS, relacion CMC/CS de 200 (Figura 56b y e) frente a la
relacion CMC/CS 2,7 (Figura 56a, ¢ y d) modifica la degradacién térmica del hidrogel,
comparando los casos que no tienen HP-B-CD (Figura 56b y c). Aumentar la cantidad de
CMC en la relacion CMC/CS (Figura 56b) incrementa la cantidad total de gel degradado a
350°C en aproximadamente un 10%, pasando de 10% a casi 20%, dando indicios a que
en la relacién anterior (CMC/CS 2,7) la mayor parte de gel residual es CS, confirmando su

efecto en la liberacién a pH 2.
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Aumentar la cantidad de HP-B-CD y reducir la CMC en el gel (para la relacion CMC/CS
200) (Figura 56e€), disminuye el porcentaje de degradacion inicial entre 0 y 80°C, por otro
lado, genera una pendiente mas pronunciada entre los 80 y los 300°C, proporcionando
con esto la misma degradacién a 300°C con respecto a la Figura 56b y la misma cantidad
final de gel degradado a 350°C. Esto se puede explicar por la mayor cantidad de enlaces
cruzados de CMC y BCD en la region entre 200 a 350°C [156] y menor descomposicion
de CMC a 55°C asociada a la pérdida de humedad [187].

4.5.2 Degradacion enzimatica

La metodologia 1 (descrita en métodos) presentd degradacién tanto con CD como sin CD
(Figura 57), siendo mayor la degradacion del hidrogel cuando no hay presencia de CD
como consecuencia probable de la disminucién del tamafio de poro promedio lo que baja
la permeacion y disminuye el contacto con todo e gel, ademas la ciclodextrina inhibe la

hidrélisis de amilasa porque se une al centro activo de la amilasa pancreatica[190].

La metodologia 2 (descrita en métodos) no arrojo degradacion o cambio en el peso del gel
pre-incubar los geles inicialmente en HCI para pretratar el gel y posteriormente
sumergirlos en la enzima. El gel a la relaciéon 2,7 fue elaborado a condiciones acidas, es

por esto que el HCI no lo afecta y es mas dificil para las enzimas su degradacion.
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La CD puede ser hidrolizada por la amilasa humana y en un trabajo donde realizaron
geles con almidén y CS afirman que la degradaciéon con amilasa es solo superficial[191]

debido a las interacciones entre los polimeros retrasa la degradacion del almidon.

Los geles realizados con a una relacion CMC/CS de 2.7 contienen mayor cantidad de CS,
este polimero es pobremente degradado por la amilasa y no es afectado por el HCI, pero
su interaccién con otros polimeros como la CMC en la formacién de hidrogeles puede

interferir aumentando su degradacion.[191]
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CONCLUSIONES

Agregar CS/CMC genera mas rendimiento a altas concentraciones, pero abajas no
genera gel, en cuanto al hinchamiento, el que mejores resultados da es CMC/CS por la
afinidad del CMC con el agua, siendo el CMC el ndcleo del gel, tal como se planeé en el
documento. Los poros al contacto con agua se llenan y facilitan la difusion inicial del
farmaco y un hinchamiento del polimero lleva a cambios de los poros que también ayuda

a la difusion del medicamento.

La complejacion de polielectrolitos produce particulas que tienden a aglomerarse. Esto se
debe probablemente a la dificultad de las cadenas poliméricas catiénicas y aniénicas para

establecer interacciones electrostaticas apropiadas.

La combinacién de gelacion ionotrépica y técnicas de complejacion de polielectrolitos
produce valores de potencial z que se acercan a una neutralizacion de cargas para altas
relaciones de CMC/CS, debido a que existe mayor presencia de cargas positivas aportada
por el CaCl,.

El aumento de cargas positivas aportada por el CaCl, a la mezcla CMC/CS, conduce a la

obtencién de geles con poros mas grandes y una red mas densa.

Los geles obtenidos a pH 3 y 6 son muy similares, los geles obtenidos sin control de

medio estén alrededor de 3, pH que segun la literatura favorece la encapsulacion.
Se obtiene mayor encapsulacion de ASA a la mayor relacion CMC/CS por disposicion de

espacio y en la relacion 21 cuando se encapsula ASA en el gel ya formado, cuando el

potencial z del gel es cercano a cero disminuyendo la repulsion
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Para obtener la mayor eficacia de asociacion se debe trabajar con la mayor velocidad de
flujo y la mayor velocidad de agitacion. El disefio de experimento que comprobd que

favorece la interaccion entre los polimeros y el farmaco.

El rendimiento de gel se ve afectado por la encapsulacion del farmaco, debidos a que hay

menos puntos de interaccion entre polimeros ya que estan ocupados por el farmaco

Las CD modificadas proporcionan mayor solubilidad del IB en comparacién con la CD sin
moadificar. La HP-B-CD es la que tiene un mayor efecto sobre solubilidad teniendo al igual
que la B-CD un comportamiento lineal positivo, mientras que la A-B-CD presenta una
desviacion positiva. La mayor afinidad se debe a que el HP-B-CD es también un

estabilizador.

La mezcla CD/CMC mejora la solubilidad del IB mientras que la mezcla CD/CS la
disminuye, respecto a la CD sola. Porgque la adicién de CS al medio de complejacion de

CD provoca una disminucion en el poder complejante con farmacos.

A pH 7,4 la repulsién entre los grupos -OCH2COO- en las cadenas de CMC induce el
hinchamiento del microgel, mientras que la presencia de grupos -NH2 induce una mayor

hinchazo6n a valores de pH mas bajos

El hidrogel obtenido en este trabajo es adecuado para liberacion a pH 7.4, esto se
relaciona con la capacidad de hinchamiento de los geles en cada solucion buffer, a mayor
hinchamiento mayor liberacién debido a que el liquido puede penetrar el gel, expandir su

estructura y retirar el farmaco

La degradacion térmica evidencia la presencia de los 3 compuestos, CMC, CS y CD,

sugiriendo ademas la no formacion de enlaces quimicos junto con el FTIR y el RMN.

Las pruebas de degradacion enzimatica muestran que existi6 degradacion de los
hidrogeles tanto con CD como sin CD (Figura 57), siendo mayor la degradacion del
hidrogel cuando no hay presencia de CD debido a que la ciclodextrina inhibe la hidrolisis

de amilasa.
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La investigaciéon permitié estandarizar los pardmetros de obtencién de hidrogeles a partir
de CMC y CS con CD, encontrando que el CaCl2 obstruye la interaccion entre polimeros
la encapsulacion, que la relacion CMC/CS afecta la morfologia de los geles y que la CD

aumenta la encapsulacion de farmaco en estos geles.

El gel obtenido puede ser aplicado en la industria debido a que proporciona buenos
rendimientos y su materia prima es altamente comercial, podria ser evaluado con otros
farmacos para evaluar su porcentaje de liberacion y hacer un estudio financiero para

evaluar la viabilidad de su aplicacion comercial

Se recomienda probar las esponjas de la relacién 200 en liberacion de parches o en

tratamiento bucal
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