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RESUMEN

Los polimeros bioadhesivos han recibido considerable atencion como plataformas para o entrega de
Jirmacos, principalmente, por su capacidad para prolongar el tiempo de estancia de las formos de
dosificacidn y versatilidad para localizarlas en regiones especificas del organismo, originands un
aumento en la biodisponibilidad. Cou la finalidad de emplear ol Carbopol 934P (C9341) en
Jormulaciones bivadhesivas vaginales, se valord el comportamiento bioadhesivo del palimero en
diferentes condiciones sobre mucosa vaginal de cerdo y fiueron analizadas las interacciones presentes
durante la mucoadhesion. Inicialmente, se evatus lo influencia del pH (2-12) en la fuerza de adhesion
del C934P sobre la mucosa vaginal, posteriormente, fué determinado el efecto del tamaiin de particula
de gramdos del polimero (631, 335 y 214 mm) sobre ¢l tiempo de residencia en la mucosa. En ambos
estudios se tomaron muestras del tejido y fueron ebservadas por Microscopia Electronica de Barrido,
En la segunda fase, se purifico moco vaginal de cerdo (mvp), idemificandose por electroforesis doy
proteinas (PM de 28.5 y 26.2 KD). Finalmente, mezclas en diferentes proporciones de np-('934p
Jueron analizadas por Calorimetria Diferencial de Barrida de 50 a 300°C. Los resultados mosiraron
que, ¢l camportamiento binadhesivo del C934P sobre la mucosa vaginal de cerdo fué dptino en un
intervalo de pH= 4.5-6.0, mientras que, las particulas con didmetro de 335 mm mvieron ta mejor
retencidn. En el andlisis calorimétrico, la pérdida en la transicion de fase protwica del mp en luy
mezclas mvp-C934P, puede ser indicativa de la formacion de una asociacion emire las prowinas
aisladas y las cadenas poliméricas. Concluyendo, el C934P presentd buenas propiedades para ser nsado
coma excipiente en formas farmacéuticas hioadhesivas vaginales, ademas, la posible asocidcion

polimero-proteinas pueden ser un factor que contribuya en la mucoadhesion.



INTRODUCCION

La bicadhesion es definida como la unidn de macromoléculas sintéticas o biologicas a un tejido
biologico®. Cuando el bioadhesivo es aplicado a un epitelio mucoso, las interacciones bioadhesivas
ocurren inicialmente con la capa de moco, por lo que, el fendmeno es referido como mucoadhesion. En la
(ltima década, los polimeros bioadhesivos han recibido considerable atencion como plataformas para la
entrega de firmacos, principalmente, debido a su capacidad para prolongar ¢l tiempo de estancia de las
formas de dosificacion en sitios de administracion cubiertos por tejido mucoso y por su versatilidad para
localizarlas en regiones especificas del organismo, originando un aumento en la biodisponibilidad del
tanmaco.

Las formas farmacéuticas bioadhesivas forman parte de un nuevo tipo de preparaciones que pueden hacer
a los tratamientos mas efectivos y seguros, no Unicamente, para aplicaciones topicas, sino también
sistémicas. La adhesion a la mucosa, una bioadhesion, es un fendmeno interfacial que no deberia ser muy
diferente de la adhesion convencional, sino fuera por las propiedades especiales y caracteristicas de los
tejidos bioldgicos. Los fundamentos bioadhesivos han sido explicados por varios grupos de investigadores
e incluyen desde los aspectos superficiales ¢ interfaciales hasta los moleculares que involucran los tipos de
enlaces que pudieran participar en el fenomeno.

La bioadhesion puede orientarse a la solucion de problemas de biodisponibilidad, resultado de una muy
corta estancia de la forma de dosificacidn a nivel de absorcion del principio activo. Podemos citar algunos
cjemplos: en el caso de la administracion sublingual, que es de gran interés porque provee una posibilidad
de evitar la destruccion por liquidos gastrointestinales (pH y enzimas) o inactivacion por el primer paso
hepitico, presenta la frecuente dificultad de mantener a la tableta en un sitio adecuado, incluyendo ¢l no
ser deplutida. Por la via oral, el vaciamiento gdstrico en cogjunto con el peristaltismo,
desafortunadamente, pueden deslocalizar al ingrediente activo de su sitio de absorcion. En fa
administracidn rectal, con intentos de actividad sistémica, es importante mantener la forma de dosificacion
farmacéutica en fa parte baja del recto, donde las venas hemorroidales escapan del metabolismo hepitico.
Para la administracion vaginal, es altamente deseable que la forma de dosificacion no sea eliminada muy
rapido de su sitio de accion, En la via nasal es necesario evitar el desplazamiento del principio activo por
el movimiento ciliar. Y por tltimo, pero no menos importante, en la administracion ocular, {2 garantia de
mantener ubicada fa forma de dosificacion por un tiempo suficientemente largo es una condiclon para su
actividad,

Particularmente, se ha comprobado que la via intravaginal puede ser muy il para la administracion de
farmacos con fines de actividad sistémica. El principal inconveniente para la entrega de farmacos por esta
via es el tiempo tan corto que permanece la forma de dosificacién farmacéutica en la vagina, lo cual, se
debe a que es removida por la misma accion de limpieza del tracto vaginal. La capacidad de los polimeros
bioadhesivos para adherirse a las mucosas, los hace candidatos privilegiados para solucionar este
problema, ademas, de su excelente funcionamiento como plataformas de liberacion.



En estudios previes medimos la fucrza de adhesion de varios polimeros a la mucosa vagioal de cerdo, los
resultados mostraron que ¢ Carbopol 934P (C934P) tenia excelentes propicdades bioadhesivas. Particndo
de este hecho y con la tinalidad de emplear al C934P en formulaciones bioadhesivas vaginales para
entrega de farmucos, decidimos plantear el presente estudio en dos direcciones: lo) evaluar ¢l
comportamiento bioadhesivo del C934P cn diferentes condiciones y 20) aportar evidencias que nos
permiticran indagar sobre el mecanismo mucoadhesivo entre el C934P y Ia mucasa vaginal de cerdo.

“La primera fase del trabajo consistia en evaluar la fuerza de adhesion del C934P en fuacion det plf sobre
mucosa vaginal de cerdo y determinar si ¢f tamafio de los granulos del polimero podria influir en su
tiempo de residencia vaginal. Ambos estudios, en conjunto, nas determinaron si cra conveniente ¢l empieo
del polimero en formas farmacduticas bioadhesivas para aplicacion vaginal.

Teoricamente, conocer y entender los eventos que suceden durante Ja bioadhesion traeria consigo el
desarrollo racional de polimeros con propiedades superficiales adecnadas para fa mucoadhesion. La
peculiar interaccion moco vaginal- polimero bioadhesivo es semejante a aquella que se forma entre un
farmaco con su receptor, es decir, las caracteristicas fisicoquimicas de las macromolécutas que componen
almoco y al polinero se acoplan para formar enlaces bioadhesivos. Algunos investigadores han analizado
las propiedades de los polimeros necesarias para la mucoadhesion, sin embargo, hay pocos estudios con
respecto a los componentes biolo gicos del sustrato,

En fa segunda fase de nuestro estudio se planted purificar moco vaginal de cerdo, realizarle wna
caraclerizacion basica y enfrentarlo al polimero bioadhesivo C934P para analizar su interaccion por medio
de Calorimetria Diferencial de Barrido y Microscopia Electronica de Barrido. Es claro que, la finalidad en
esta etapa del trabajo fué éncaminada al aporie de evidencias para esclarccer ¢l niccanismo de
nucoadhesion.

Sintetizando, la importancia del presente trabajo radica en estudiar la factibilidad de usar a un polimero
bioadhesivo (C934P) para su posible formulacion cn formas farmacéuticas bioadhesivas intravaginales.
Ademds, aportar evidencias que perniitan plantear un modelo del mecanismo de mucoadhesion, para que
en un futuro, se tenga una aplicacion racionalizada de los polimeros bioadhesivos en tos sistemas para
entrega de farmacos.



CAPITULO I MARCO TEORICO

1. CONCEPTOS

La adhesion, en su concepeidon mas simple, puede ser definida como ¢l enlace producido por el contacto
entre un adhesivo preso-sensitivo y una superficie. Hace algunos afios, la “American Society for Testing
and Materials™ extendio el concepto, definicndola como ¢l estado en que dos superficics son mantenidas
unidas por fuerzas interfaciales, las cuales, pueden consistir en enlaces de valencia, ensambles o ambas **

La bioadhesion es la capacidad de un material (sintético o biologico) para adherirse a un tejido biologico
por un periodo extenso de tiempo. Partiendo de este hecho, un bicadhesivo es definido como una
sustancia capaz de interaccionar con maleriales biologicos y ser retenido sobre ellos por periodos
prolongados de tiempo.***!

Hay una gran variedad de fenomenos bioadhesivos que satisfacen las anleriores definiciones. Por
conveniencia, bioadhesion y bioadhesivo son clasificados en tres tipos, basandose en observaciones
bioldgicas, mas que en mecanismos bioadhesivos. La bioadhesion Tipo 1 es caracterizada por la adhesion
que ocurre entre objetos biologicos sin participacion de materiales artificiales, la {usion celular y la
agregacion celular son bucnos ejemplos de ella. La Tipo Il se refierc a la adhesion de materiales
biologicos a sustratos artificiales, ésta puede ser representada por la adhesion celular sobre platos de
cultivo o la adhesion de crustdceos a varias sustancias incluyendo metales y otros materiales sintéticos.
Finalmente, fa Tipo I involucra la adhesion de sustancias artificiales a sustratos bioldgicos, tales como,
la adhesion de polimeros a fa piel o a otros tejidos.”

Los Ires tipos de bioadhesion son igualmente importantes, aunque, la Tipo HI es de primordial interés en
el disefio de nuevos sistemas bioadhesivos de entrega de farmacos para efecto local o sistémico,
Relacionado a ello, ¢l término bioadhesion implica la adherencia de un sistema acarreador de firmaco a un
sitio biologico especifico. La superficie biologica puede ser tejido epitelial, o la cubierta mucosa en la
superficie de un tejido; en éste Gltimo, las interacciones iniciales ocutren con la capa de moco, por lo que,
el fenomeno es Ilamado mucoadhesion, > *!

2. IMPORTANCIA DE LOS SISTEMAS MUCOADHESIVOS

Actualmente, existe un creciente interés orientado a la entrega de agentes biologicamente activos, local o
sistemdticamente, a través de las membranas mucosas. Las vias de administracion mucosales son itiles
para la administracion de firmacos que son susceptibles de una extensiva degradacion gastrointestinal y/o
en el primer paso del metabolismo, o simplemente, para aquellos agentes que presentan problema de
biodisponibilidad debido a sus propiedades fisicoquimicas.

La mucoadhesion podria resolver varios problemas de los sistemas convencionales y de liberacion
controlada: a) localiza a los firmacos en una region particular y de este modo incrementa su



biodisponibilidad, b) la fuerte interaccidn entre el polimero y ef moco que recubre al wjido ayuda a
prolongar el tiempo de contacto y permite la localizacion, un factor esencial cuando la modificacion de fa
permeabilidad del tcjido es importante para la entrega y ¢) bloquean el metabolismo de enzimas et un area
determinada.”

2.1 Administracién bucal

Es de gran interés porque provee la posibilidad de evitar Ta destruccion por liquidos gastrointestinales o la
inactivacion por el metabolismo hepitico, tal efecto, se debe a que una vez absorbido el farmaca entra a fa
circulacion sistémica sin que pase a través de la circulacion portal. Ademas, la absorcion de moléculas
liposolubles a través de fa mucosa bucal es rapida y los efectos del firmaco por esta via pueden aparecer
en dos minntos. No obstante, es frecuente que en la via bucal se presente la dificultad de mantener a la
forma farmacéutica en un lugar apropiada de la boca o incluso evitar su deglucion Localmente, los
farmacos usados en 1a boca incluyen antimicrobianos, antiinflamatorios y anestésicos locales.

Las formulaciones farmacéuticas convencionales para dichos farmacos abarcan comprimidos, enjuages,
geles y pastas. La liberacion de estas preparaciones contienen una dosis de carga alta que proporciana ¢l
efecto terapéutico inmediato, sin embargo, ¢sta declina rapidamente a niveles subterapéuticos. La
formulacion de un comprimido bucal convencional produce, Jacalmente, niveles efectivos de farmaco por
un periodo de menos de una hora y la administracion repetida es normalmente timitada a menos de 1D
aplicaciones por dia a causa de fa toxicidad sistémica por ta gran cantidad de farmaco deglutida. Aparte
de los problemas involucrados con la frecuente administracion, los productos sen poco adecuados para
una terapia nocturna efectiva. Ademas, los comprimidos bucales convencionales tienden a incrementar el
flujo salivar cuando son chupados, reduciendo la concentracion local del farmaco y su residencia cn la
boca. Los enjuages bucales ticnen incluso mas efecto transitorio que los comprimidos, mientras ue los
geles y las pastas son dificiles de retenerse en Ia boca y tienen pobre aceplabifidad del paciente.

Los polimeros mucoadhesivos como ef Carbopol 934P (C934P), carboximetilcelulosa sodica (CMC) e
hidroxipropilcelulasa (HPC) son de uso conveniente en preparaciones disefadas para el tratamicato bucal
local a causa de su adhesividad y capacidad para la liberacion sostenida de farmacos. Cuando se hidratan
con agua pueden adherirse a la mucosa oral y oponer resistencia a la salivacion, movimientos de lengua y
deglucion por un periodo significante de tiempo. Las formas de dosificacion mucoadhesivas bucales han
sido investigadas por Nagai y col. para la administracion sistémica de insulina y nifedipina y para la
entrega local de lidocaina, acetonido de triameinolona y prostaglandinas. Investigaciones similares fueron
realizadas por Collins y Deasy a un comprimido bucal mucoadhesivo con cloruro de cetilpiridicio,
basindose en estudios in vivo ¢ in vitro, mostraron que et comprimido bioadhesivo proveia niveles mas
efectivos (chf;éﬁnacu con una adecuada aceptacion, sabor y poca irritacion por un tiempo superior a fas
tres horas.™ *"

2.2 Administracion rectal

Para propositos de actividad sistémica, es importante mantener la forma de dosificacion farmacéutica en la
parte baja del recto, donde la venas hemorroidales alcanzan la vena cava sin entrar a la circulacion portal
hepatica, por lo tauto, os farmacos absorbidos a través de la mucosa reciat no son sujetos al primer paso
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de climinacion en el higado. Normalmente, los agentes terapéuticos comanmente dados por via sublingual

pitede ser formulados también en supositorios para administracion rectal. Otros Tarmacos que pueden
. . . A . . 4,25, 2

administrarse por esta via son aminofiling, paratdehido y tiopentona, '

2.3 Administracion vaginal

Es un requerimiento indispensable que la forma farmaccutica no sea climinada prematuramente de su sitio
de actividad, Por lo general, tos firmacos formulados en avatos vaginales son para accion local en ¢l
tralamiento de infecciones o camo agentes espermaticidas, no obstante, la absorcidn puede ocurrir por ¢l
misimo mecanismo que a través de otras membranas mucosas.*?

2.4 Administracion nasal

£in afos recientes, la posibilidad de usar la via intranasal para la administracion de agentes activos, que no
son absorbidos aralmente, ha cobrado gran interés. Varias investigaciones concluyen que un sistema de
entrega nasal pudicra ser extremadamente (il para la administracion sistémica. Los estudios incluyen ef
diseio de formas farmacéuticas de liberacion sostenida como en ¢l caso del paladac bioadhesivo
propuesto por Hussain y col,, el andlisis del comportamiento de microesferas bioadhesivas dentro de la
cavidad nasal usando marcadores radioactivos trabajado por Vidgren, o incluso, el desarrollo de modelos
matemdticos como ef de Gonda y Gipps que permiten describir ¢l comportamiento de un fanmaco en un
sistema de entrega colocado en la cavidad nasal, ' %5

2.5 Administracion ocular

Una condicion necesaria para la actividad de formas de dosificacion es la garantia de mantenerse en un
lugar por un tiempo suficientemente largo. La entrega topica de farmacos en ¢l ojo es, signilicativamente,
contrarrestada por ¢l lagrimeo, goteo de soltciones drenadoras y la absorcion en otras sitios blanco. De
tadas ellas, la pérdida del farmaco a través de la soluciones drenadoras y del flujo lagrimal son las que
contribuyen en mayor medida. Por lo general, una pequefia fraccion (1-3%) del farmaco aplicndo penetra
la carnea y se extiende a los 1¢jidos intraocutares, ™ ¢

Normalmente, para ciertos farmacos, la administracion frecuente de gotas oculares es necesaria para
mantener un nivel adecuado en el ajo. Por esta razon, han sido reportados un nimero considerable tanto
de formas farmacéuticas como de vehiculos destinadns a prolongac el tiempo de residencia ocular de
medicamentos aplicados tapicamente, entre ellos se eacuentran suspensiones, ungiientos y geles actiosos.
Estos sistemas de entrega ocutar de finmacos ofrecen ciertas mejoras sobre las formas de dosificacion
liquidas convencionales, pero a causa de problemas como “la vision borrosa” en o fa falta de comodidad
del pacientes, no son universalmente aceptados. En realidad, una buena biodisponibilidad ocular después
de la entrega topica del farmaco en el ojo se mantiene como un desafin que todavia no esta
satisfactoriamente resuclto. *’
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Desde el punto de vista de la aceptabilidad del paciente, una torma de dositicacion liquida es preferible
fdealmente, ¢l liquido deberia pader sostener la liberacion det firmaco y mantenerse en contacto con el
frente del ojo por periodos extensos de tiempo. Retener al farmaco en este sitio a través del uso de
mucoadhesivas, los cuales se unen al moco conjuntival, es una estrategia prometedora que incremeratia
sustancialnente la biodisponibilidad de los firmacos oculares. Existen estudios que han mostrado mqoms

en la biodisponibitidad de farmacos paco salubles como la progesterona, pitocarpina y fluorometolona '
13, 20, 34, 67

2.6 Administracion oral

Una limitacion significativa sobre los sitemas de entrega de firmacos es ¢l trinsito gastrointestinal.
Desafortunadamente, ¢l vacianicnto del estomago y el peristaltismo intestinal pueden destocalizar a la
forma de dosificacian solida o liquida del sitio de absorcidn de principio activo., Ambos fendmenos hacett
lmposlblc mantener constante cl nivel plasnmm.o del activo, como sucede con aquetlos que se absorben en
la porcion superior del intestino delgado.”

El tiempo de transito en humanos ¢s relativamente muy corto, se estima mds o menos de 8 a2 10 h desde by
boca hasta el colon, con considerables fluctuaciones en los tiempos individuales. Esto es un gran
obstaculo incluso en preparaciones de formas de dosificacion una vez al dia. Seria descable tener un
tiempo de transita de 24 h para minimizar fos problemas de aceptacion del paciente y maxinnzar a terapia
farmacolgica con sistemas de liberacion controlada o quizas tener un tiempo de trénsito de 3 a 4 h para
condiciones especificas. El contral de fa localizacion con un sistema de entrega en una region especifica
del tracto gastrointestinal daria numerosas y potenciales ventajas. Naturalmente, para farmacos con una
ventana de absorcion o tal vez por razones de estabilidad, {a capacidad para localizar ofrece un intento
para mejorar fa efectividad del activo. lgualmente, ¢l contacto intimo del sistema de entrega can la
membrana de absorcion, no Gnicamente mejora la absorcion total, sino que también influye sobre la
velocidad de absorcion.™ %

Varios intentos han sido reportados como vias para prolongar el transito gastrointestinal, algunos han
propuesta modificar la densidad o ef tamaito de la particula y ¢f uso de materiales fibrosos. Sin embargo,
algunos de estos intentos ademds de ser controversiales, g:ncmlmcntc derivan en resultados variables y
no proveen un contacto intimo con la membrana de absorcion.”

Un esfuerzo importante para disminuir la velocidad de transito intestinal de un farmaco esta basado en el
empleo de polimeros mucoadhesivos que se enfazan a la mucina gastrointestinal o superficies epiteliales.
Estos agentes son dtiles en la entrega de activos para los propositos de a) retencion de la forma de
dosificacion en el tracto gastrointestinal ¢ b) incremento en Ia intimidad y duracion dei contacto con fa
membrana de absorcion. Experimentalmente, se ha comprobado que pasticulas mucoadbiesivas pueden
profongar st estancia en el estomago por s de un dia ¢ incluso se ha mejorado fa biodispenibilidad de
farmacos poco biodisponibles, como la clorotiazida, al cmplear una forma de dosificacion oral
mucoadhesiva," ¥

En resumen, los polimeras bioadhesivos lan recibida considerable atencion como platatormas para la
entrega controlada de Farmacos debido a sw capacidad para prolongar el tiempo de residencia de fas



formas de dosificacion y por su habilidad de localizacion en regiones especificas para aumentar [a
biodisponibilidad del principio activo. Los sistemas mucoadhesivos de entrega de Tarmacos han sido
desarrollados para aplicaciones oculares, vaginales, bucales y oasales, algunos ya se encuentran
disponibles en el mercado y otros estan bajo desarrollo.

3, CAPA DE MQCQ

Para una completa comprension de los eventos que ocurren en la bioadhesion se requiere de un
conacimiento de los sustratos involucrados. Las membranas mucosas de la boca, ojos, nariz, vagina y
tracto gastrointestinal son los sustratos biologices donde se aplican los sistemas bicadhesivos de entrega
de farmacos. El bicadhesivo debe interaccionar y/o penetrar [a capa superior de moco de estos tejidos
antes que alcanze fa superficie celular, tal evento es necesario que suceda. El moco es un bioadhesivo
natural que presenta propiedades bioadhesivas debidas a fa gran variedad de moléeulas y enfaces que lo
unen firmemente a fa superficie celular. La interaccion moco-superficie celular sicve como modelo
descriptivo de un sistema bioadhesivo.™* Algunas caracteristicas relacionadas con la capa de moco seran
discutidas con el fin de ilustrar su comportamiento.

Generalmente, el término moco es usado para referirse a fa secrecion total de la membrana mucosa. El
fluido mucose se adhiere al epitelio adyacenie y lo protege de ataques mecanicos, bacterianos, virales y
quinticos. Su composicion varia ampliamente dependiendo de la especie animal, localizacion anatomica y
si el organismo estd en un estado normal o patologico. Ef moco contiene agua (mas del 95 0 % por peso),
glucoprgteinas (0.5-5.0 %), bajas proporciones de lipidos, sales mincrales 1.0 %) y proteinas libres (0.5-
1.0%).

Las glucoproteinas, con pesos moleculares entre 2 X 10° y 15 X 10° daltons, son los componentes mas
importantes, ya que, imparten al moco las caracteristicas de gel y las propiedades adhesivas y cohesivas.
Bésicamente, estas macromoléculas consisten de una proteina central sobre la cual se unen cadenas de
oligasacaridos (Figura la). Las cadenas plucosidicas contienen en promedio de 8-10 residuos de
inonosacarnidos de cinco tipos diferentes: L-fucosa (6-deoxi-L-galactosa), D-galactoss, N-acetil-D-
glucosamina  (2-acetamida-2-deoxi-D-glucosa), N-acetil-D-galactosamina  (2-acetamida-2-deoxi-D-
galactosa) y dcido sidlico. En humanos el tnico dcido sidlico importante es of dcido N-acetilneuramico
(acido S-acetamida-3,5-dideoxi-D-glicero-D-galacto-nonulosdnico). Los aminodcidos son principalmente,
serina, treonina y prolina. Las uniones con ta proteina central son del tipo OQ-glucosidico, entre N-
acetilgalactosamina y serina o treonina. Muchos de los residuos terminales en las cadenas laterales de
oligosacaridos son acidos sidlicos que s¢ cargan negativamente a valores de pH mayores a 2.8 y hacen de
la proteina un policlectrolito anidnico. De ignal manera, la presencia de residuos sulfato contribuye a la
carga negativa del moco,'> %349

La estructura gelosa del moco es consecuencia de una asociacion intermolecular de glucoproteinas en una
red polimérica. [nicialmente, se pensd que era un tetcamero (Figura Ib), ahora se cree que es una cadena
terminal eslabonada con numerosos entrecruzamientos. Ha sido propueste que entre las cadenas resubtan
uniones disulfuro (intracadenas) y asociaciones macromoleculares debidas a enlaces fisicos estabilizados
por interacciones clectrostaticas (enlaces hidrageno, enlaces salinos) u otros contactos no covalenles
entre las cadenas de oligosaciridos o entre cadenas y Ia proteina central de la moléeula (Figura 2),'2 331
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Figura 1. Represenacion esquemdtica del moco™

La cubierta de moco en la superficie epitelial ticne un grosor heterogénco que varia de 5 a 200 Tm conun
promedio de 80 Fm y tiene entre otras futciones:

a) Protectora; este papel del moco se hace evidente a nivel del estomago, donde, debido a su
hidrofobicidad, es capaz de proteger a la mucosa de la difusion del acido clorhidrico desde ¢f lumen a la
superficie epitelial. La mucosa gastrica puede actuar como una capa de agua inmovil, en In cual, los iones
hidrgeno que difunden desde el lumen son neutralizados por el bicarbonato proveniente de la secrecion
cu la superficic del epitelio."?

b} Adhesiva: el moco tiene fuertes propicdades cohesivas y firmes enlaces a la superficie celular epitelial,
hecho que se pone de manifiesto al fornar una capa continua de gel. Para poder describir ef mecanismo
de bioadhesion a este nivel se deben considerar la estructura y densidad de las cadenas laterales de
oligosacaridos de la superficie celular, sus interacciones con lipidos y proteinas y la cubierta vellosa del
glucocalix.”

¢ Barrera difusional: el moco constituye, generalmente hablando, una barrera de difusion para
moléculas, y especialmente, en la absorcion de farmacos. La difusion a través de fa capa de moco depende
en su mayoria de las caracteristicas fisicoquinticas del principio activo como son: carga de la molécula,
hidratacion, capacidad para formar puentes de hidrogeno y peso molecular. La naturaleza misma del
moco interfiere con el nivel de difusion del fendmeno, especialmente, debido a la concentracion de
plucoproteinas y por ef grado de entrecruzamiento.
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4. MECANISMO DE MUCOADHESION

Varios modelos han sido propuestos para explicar el proceso de mucoadhesion, en su mayoria derivan de
aquellos propuestos para describir la adhesion de interfases polimero-polimero ¢ incluyen las teorias de
adsorcion, difusion, electrostitica y mecanica. De las primieras adoptadas para entender el mecanismo

bioadhesivo tenemos;

1) La teorin electrinica propuesta por Derjaguin y Smilga establece Ia probabilidad de que exista una
transferencia de electrones en la superficie de comacto del polimero biocadhesivo y la red
glucoproteica por efecto de sus diferencias electronicas. Ef resultado es fa formacion de una doble
capa cléctrica en la interfase bioadhesiva, en la cual, estardn presentes fiierzas atractivas responsables

de fa adhesion !

2) Kemball y Hunisberger definieron fa teorfu de adsorcion, De acuerdo con ella, después de un
contacto inicial entre el sistema bioadhesivo y el tejido, la adhesion ocurmird a causa de fuerzas
superficiales que actian entre los atomos de las dos superficies. Tanto enlaces quimicos primarios

como secundarios son establecidas. !

Una vez conocidas ambas teorias, se hace evidente que el fendmeno de bioadhesion no puede ser
explicado por modelos tan simples, sobre todo porque la naturaleza biologica de uno de sus componentes
le confiere caracteristicas particulares que deben tomarse en cuenta. Por to tanto, ¢s necesario un andlisis
que involucre mis detaffadamente af sustrato bioldgico que participa en la bioadhesion.
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Para que la bioadhesion ocurra se requicren una sucesion de fenomenos, cuya funcion depende de la
naturaleza adhesiva. Las [ases de la bioadhesion pueden resumirse como sigue: inicialmente, debe existir
un contacto intimo entre el bioadhesivo y ¢f tejido receptor, ello depende de la buena humectacion de la
superficie bioadhesiva o de su hinchamiento, en una segunda fase, se desarrolla ta penetracion del
bioadhesivo a los plicgues en la superficie del tejido, o bien, la interpenetracion de las cadenas del
bioadhesivo con las del moco; por tltimo, se establecen enfaces quimicos débiles para fijar la asoctacion
de cadenas. "

4.1 Contacto intimo mucosa-bioadhesivo

Una vez que el bioadhesivo y el sustrato biologico son puestos en contacto, el pulimero penetra los
plicgues del tejido sobre el cual es aplicado, a este nivel, {a rugosidad de la superficie del tejido se
considera un factor importante para fa bioadhesion '* %

Cuando un liquido viscoso se distribuye sobre una superficie solida aparentemente se aprecia que fa ha
cubierto completamente, sin embargo, existen muchas bolsas de aire en los pequefios poros de la
superficie y en los pliegues donde el liquido adhesivo ha formado un manto cobertor sobre picos vecinos.
Es decir, un adliesivo que se distribuye espontaneamente sobre un solido, no presenta en su totalidad un
intimo contacto en la interfase liquido-solido. Experimentalmente, Giiffith mostrd que fas uniones
adhesivas pueden decaer un poco en su fuerza cuando se presentan hendiduras, grietas, burbujas de aire,
espacios vacios u otros defectos superficiales. Por lo tanto, el gran nimero de irregularidades y phegues
en la superficie de un tejido deben ser tomados en cuenta para efectos de fuerza, durabilidad y adhesividad
en un sistemas bioadhesivo.”

Una superficie rugosa puede ser definida por 1a refacion entre la maxima profundidad (d) y Ia maxima
amplitud (h) (Figura 3). Una rugosidad insignificante para propasitos adhesivos ocurre cuando el cociente
d/h toma valores menores a 1/20. En ef caso de valores mayores a esta razom, es indicativo que,
unicamente, materiales con gran fluidez pueden penetrar a los tejidos, y por lo tanto, su viscosidad y
capacidad de mojado son los factores de mayor relevancia para una bioadhesion adecuada *
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Figura 3. Rugosidad superficial en un tejido



Cuando el material bioadhesivo ¢s sélido, su hinchamiento por efecto de i humedad es indispensable para
. ' v . . N 5
poder impartir suficiente libertad a fas cadenas que Jo constituyen.*'

4,11 Teoria de humectacién

Un contacto malecular intimo cs un prerrequisito para desarrollar enlaces bioadhesivos thertes, para
entender este punto es necesario un andlisis detallado det equilibrio de humectacion y el comportamiento
dindgmico del material bioadhesivo con el moco.

Algunas caracteristicas importantes para materiales bioadhesivos liquidos incluyen: 1) un dngulo de
contacte de cero o cercano a cero, 2) una viscosidad refativamente baja y 3) un contacto intimo que
excluya el aire atrapado. ™

Dispersion de mn liquido sobre un sélido: Young aportd ef primer acercamiento para describir Ja
humectabilidad y dispersion de un tiquido sobre un sélido. Il considerd el angulo de contacto de un
liquido y el equilibrio de una gota descansando sobre una superficie solida plana bajo la accidn de tres

tensiones superficiales: a) tension superficial de la interfase liquido-vapor (1), b) tensidn superticiat de la

interfase solido-vapor (Ys) y c) la tension superficial cn la interfase solido-liquido (¥s.). Al equilibno
tenemos:

Ys= Yst. + Y1 cos 8

La humectacion total sucede si el angulo de contacto entre un liquido y un solido es 0% si el dngulo se
acerca a 180° implica una pobre humectacion.

El tipo de humectacion para un liquido que se distribuye sobre i superficie de un solido se le Hama
dispersion por humectacion. La tendencia para distribuirse puede ser cuantificada en términos del
coeliciente de dispersion (S): :

S = Y{cos0-1)

Si ¢l angulo de contacto es mayor a 0, ¢f término (cos 6 - 1) seria negativo, como ¢l valor de S La

condicion para completar una humectacion espontanea, es por tanto, un valor de cero para el angulo de
36

contacto.

Aplicando la teoria anterior eu un sistema bioadhesivo tenemos que: ¢l coeticiente de dispersion de un
liquido (Sb) con el tejido sustrate (1) en et area gastrica (g), bajo condiciones estaticas, esta dado por fa
siguiente ecuacion (Figura 4):

Swg =Yat =Y - Yug

donde, Yy = tension interfacial entre el contenido gastrico y el tejido,
Yu = tension interfacial entre et bioadhesivo y e tejido,
Yoy = tension interfacial entre el bioadhesivo y ¢l cantenido gistrico
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Para que un material bioadhesivo desplace ol contenido gastrico v se adhicra espontincamente sobre ¢l
tejido, ¢! coeficiente de expansion debe ser positivo ™

4.1.2 Hinchamiento

Kl papel del agua cn el mecanismo de bioadhesion, para un material solido, s de primordial importancia
Algunos investigadores han encontrado que existe un contenido de agua optimo para la médxima
bioadhesian. Eso puede comprenderse partiendo del hecho que, Ia hidratacion de un coloide resulta en fa
relajacion de moléculas, envedadas o toscidas, las cuales son capaces de liberar sus sitios adhesivos para
darles la posibilidad de crear enlaces. Es decir, Ia hidratacion de un coloide causa la disociacion de los
entaces hidrogeno en ¢l polimero. Las interacciones polimero-agua pueden disminuir las correspondientes
interacciones polimero-polimero favoreciendo la interdifusion de cadenas. Asi, las moléeulas de agua
forman una doble capa protegiendo cualquier posible intesaccion de un grupo funcional. La uptura de
cualquier asociacian intercadena ¢ intracadena aumenta la mobilidad de la macromoléeulas y facilita su
interpenetracion en los pliegues superficiates

r

Polimero Yog
biocadhesivo

Figura 4. Distribucion de una formulacion liguido mucoadhesiva sobre tejido mucoso *

4.2 Interpeneniracion: teoria de difusion

La teoria de difusion establece que la interpenctracion de las cadenas de polimero y et moco pueden dar
fugar a ta formacion de enlaces seinipermanentes en estratos profundos de la red formada. Inicialmente, ef
mecanismo de difusion lo propuso Voyutskit para interfases polimero-polimero. Mas tarde, el modelo tué
extendido a la interfse polimero-moco por Mikos y Ponchel " ****

13



Durante la interpenctracidon de cadenas (Figura 5), las moléculas del bioadhesivo y las cadenas
suspendidas de la red glucoproteica entran en intimo contacto. Debido @ un gradiente de concentracion,
las cadenas poliméricas del bioadhesivo penetran a velocidades que son dependientes del cocficiente de
difusion de ura macromolécula a través de una red entrecruzada y de un gradiente de potencial quinico.
Valores comunes del coeficiente de difusion del polimero a través de la red glucoproteica del moco
pueden estar en ¢l rango de 107 y 10 em¥s. En efecto, el mecanismo se visualiza como un transporte
de largas cadenas de polimero a través de la interfase bioadhesiva por una difusion regular o por un
arrastre dentro de la red de glucoproteinas entrecruzadas **'

En los polimeros entrecruzados, la interpenetracion de cadenas largas ocurre con mayor dificultad. Sin
. g . PR b
embargo, cadenas pequedias y cadenas terminales pueden contribuir a la interdifusion.

( A A A

Figura 5. Interpenetracion de cadenas durante la hioadhesion
de un polimero A con el moco 8%

Si la teoria de difusion s aceptada, la flexibilidad molecular es otro pardmetro que debe tomarse en
cuenta cn el proceso de adhesion.®

Finalmente, ademis de las caracteristicas topoldgicas, debe considerarse la buena solubilidad del medio
bioadliesivo en ¢l moco & fin de lograr una buena bioadhesion. Es decir, la diferencia de los parametros de
solubilidad del ntedio bioadhesivo y la glicoproteina debe ser tan cercana a cero como sea posible, lo que



implicaria, que el medio bioadhesivo tendria que ser de una estructura quimica similar & las
glucoproteinas.™

4.3 Interacciones quimicas

Los enlaces quimicos adhesivos son de tipo primario y secundario. Los primeros tienen una naturaleza
covalente y san el resultado de fa reaccion de un grupo funcional del material adhesivo con uno del
sustrato, su gran fuerza resulta en enlaces permanentes indeseables cn fa bioadhesion. Los enfaces
quimicos secundarios comprenden un grupo de muchas diferentes fuerzas de atraccidn, incluyendo
fuerzas electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y enlaces hidrogeno e hidrolébicos. Las atracciones
clectrostaticas son debido a las fuerzas de Coulomb entre moléculas de carga contraria. Las fuerzas de
Van der Waals son todas las interacciones entre moléculas no cargadas. Ellas pueden ser atribuidas a tres
tipos de efecto: fuerzas  polares (o Keesom) debidas a interacciones dipolo permanente-dipolo
permanente, fuerzas de induccion (o Debye) resultantes de la interaccion de un dipolo permanente-dipolo
inducido y fuerzas de dispersion (o London) se originan de cambios instantaneos en la distribucion de
carga alrededor de moléculas no polares y son interacciones dipolo inducido-dipolo inducido. Los enlaces
hidrogeno ocurren cuando un dtomo de hidrégeno especifico de una molécula es asociada con otro dtomo
de una segunda moléeula. Los grupos funcionales hidrofilicos formadores de enlaces hidrogeno son los
grupos hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), sulfato (-SO4H1). amino (-NH,), entre otros. Los enlaces
hidrofobicos ocurren cuando grupos no polares se asocian unos con otros en solucion acuosa, debido a la
tendencia de tas moléculas del agua a excluir moléculas no polares. Este dltimo tipo de fuerza es de poca
importancia en la bioadhesion. ™ " ¥

4.4 Interacciones fisicas

Los enlaces fisicos o mecanicos son obtenidos por la inclusion del material bioadhesivo en los plicgues del
tejido. En este caso, la superficie rugosa del sustrato se convierte en un factor importante para la
biocadhesion. Unicamente materiales muy fluidos o suspensiones que puedan ser incorporadas ¢n los
pliegues irregulares del tejido pueden ser considerados como buenos sistemas adhesivos. Por lo tanto, la
viscosidad de un liquido en formuiaciones de liberacion controlada bioadhesivas debe ser considerada
como un factor de relevancia,”

4.5 Separacion superficial después de la bioadhesidn: teoria de fractura
La teoria de fractura en la bioadhesion intenta explicar la resistencia a fa separacion de dos superficies

después de adherirse. La fuerza de fractura (o), equivalente a fa fuerza enlazante bioadhesiva, puede ser
caleulada por la siguiente ecuacion:

g = \/—E— Z'—/—Z donde,



Led

= madulo de elasticidad de Young,

¢ = energia de fractura,

L. = fongitud critica de rompimiento sobre [a separacion de las
dos superficies,

¢

La rigidez del material, estimada en el modulo de Young, puede ser usada como una medida de
bicadbesion. La teoria asume que, en un experimento de separacion, la ruptura del enlace bioadhesivo

B . 2,42, 81
ocurre exactamente en la interfase. No obstante, esto casi nunca sucede.”

4.6 Teoria de fractura-interpenetracion

Peppas y Ponchel propusicron que la bioadhesion podria explicarse asociando tanto la teoria de
interaccion quimica (teoria de adsorcion) entre grupos funcionales del polimero y ¢l moco en su interfase,
como la teoria de interpenetracion de cadenas poliméricas en el moco. En sus cstudios, tambicén
encontraron que el tiempo de relajacion de las cadenas poliméricas, determinado por un analisis dinamico,
era un buen indicador del comportantiento bioadhesivo del polimero.*

Ln esta teoria, la ruptura en la asociacion adhesiva polimero-moco no ocurria en la interfase, sino por el
contrario, en el interior del moco (Figura 6). El hecho coincidid con anteriores experiencias de Chang al
realizar pruebas de adheston in vitro. El observo que la ruptura, al separar acido poliacrilico de mucosa
gastrica de conejo, sucedia dentro de la red de moco. En resunien, puede deducirse que, la fuerza de
inlcrac;:ig)r: entre el polimero (acido poliacrilico) y el moco fué mayor que la fuerza cohesiva moco-
moco,” ™

5. METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA BIOADHESION

L.os objetivos en el desarrollo de bioadhesivos son duplicar, simular o mejorar la adhesividad biologica,
incluyendo la incorporacion de ciertas propiedades de durabilidad, degradabilidad y nula toxicidad de!
producto. El desarrollo de un nuevo bioadhesivo y su aplicacion para un uso en pasticular, requiere de la
clucidacion del mecanismo de bioadhesion. La comprension de dicho mecanismo inicia con la evaluacion
del comportamiento bicadhesivo de varios materiales candidatos.

Existen diferentes métodos que son usados para medir la misma propicdad de un bioadhesivo. Hay una
tendencia de cada investigador para usar su propio método de ensayo. En parte, se debe a que no hay
métodos estandares de ensayo disefiados especialmente para medir una cierta propiedad de
bioadhesividad. La falta de un mélodo estandar crea confusion entre tos investigadores, debido a que,
datos generados en diferentes laboratorios no pueden ser comparados , por lo cual, el significado real de
los valores reportados no es transferible. La estandarizacion de métodos de ensayo mejoraria Ja
comunicacion entre investigadares y les permitiria hablar un lenguaje comiin cuando comparan los datos y
resultados de un ensayo. La investigacion sobre bioadhesion esta atin en su etapa temprana, por lo tanto,
lo que se requiere por el momento es el aporte de datos experimentales con el fin de mejorar el
entendimiento del fendmeno de bioadliesion.
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Fignra 6. Interacctones entre ¢l estrato mucoso y los hidrogeles **



En seguida, describiremos los métodos para evaluacion de la bioadhesion y los parametros que son
importantes para probar y disear nuevos bioadhesivos.

3.1 Propiedades bioadhesivas

El desempeiio de un bioadhesivo puede ser evaluado por varios pardmetros, tales como fuerza de
adhesion, ndmero de adhesiones o duracion de la adhesion. Cabe recardar que para la medicion de
cualquier propiedad bioadhesiva dada, un pequefio cambio en las variables experimentales, tales como la
presion de contacto inicial, el tiempo de contacto inicial o la velocidad de remacion del adhesivo, puede
resultar en valores significativamente diferentes. De esta manera, aon los datos cuantitativos pueden
considerarse un tanto subjetivos. Bajo esta idea, los valores numéricos pueden tomarse como una base
comparativa para establecer las propiedades adhesivas medidas por un procedimiento especifico bajo
condiciones determinadas.

S.1.1 Fuerza de adhesién

La medicion de las propiedades mecdnicas de un bioadhesivo puede ser el camino mas directo para
cuantificar la capacidad bioadhesiva. Hay tres tipos basicos de pruebas cotninmente usadas para medir la
fuerza de uniones adhesivas. Ellas son las fuerzas de tension, corte y desprendiniiento o pelado (Figura 7).
Las pruebas son relativamente rapidas y simples de realizar, ademds, permiten seleccionar a candidatos
para buenos bioadhesivos. La fuerza de tension involucra la aplicacion de fuerzas perpendiculares al plano
de la union, mientras que, en la fuerza de corte el esfuerzo es paralelo al plano de la unién; en ambos
casos, la fuerza s distribuida uniformemente sobre la union. Finalmente, fa fuerza de desprendimiento
limita fa aplicacion de la fuerza a una linea final sobre e! borde de la union; la prueba mide fa capacidad
para resistir fuerzas de desprendimiento, mas que propiedades mecanicas de fa adhesion,

5.1.2 Niimero de adhesiones

La medicion de la fuerza de adhesion usando las pruebas de tension, corte o pelado seria muy dilicil si un
bioadhesivo se encuentra en forma de pequeitas particulas. En taf caso, ef nimero de adhesiones puede ser
usado para medir las propiedades adhesivas. El ndmero de adhesiones (N,) estd definido como la
proporcion entre ef nimero de particulas (N) mantenidas después de la aplicacion de una cierta fuerza de
despegue y el nimero de particulas al inicio de la prueba (N,). Frecuentemente, el mimero de adhesiones
es expresado como un porcentaje: **

N, =(N/N,) 100

5.1.3 Durabilidad

Probablemente, la propiedad mas importante de un bioadhesivo es mantencerse satisfactoriamente en ¢l
tugar indicado por un periodo descado de tiempo. Por lo tanto, la durabilidad bioadhesiva puede ser el



altimo parametro que debe ser usado para comparar varios bioadhesivos. La durabilidad no solo depende
de la fuerza del bioadhesivo, sino de otros factores que [a afectan, los cuales deben ser identificados y
examinados. La durabilidad de uniones adhesivas puede ser evaluada por varios métodos, tales como
métodos de carga sostenida, método del limite de resistencia, prucha de fuerza ciclica o pruchas de
fractura mecanica.*’

5.2 Estudios de bioadhesion

El primer paso en la seleccion de un bioadhesivo para una apliacién en particular es determinar si sus
propiedades son apropiadas para la aplicacion que se intenta. Las evaluaciones de bioadhesion son
esenciales para el desarrollo, calificacion, manejo y uso apropiado de bioadhesivos. Existen ua gran
nimero de bioadhesivos en diferentes formas fisicas y sustratos biologicos de diferente naturateza, por lo
tanto, la evaluacion de las propiedades bioadhesivas resulta ser muy diversa y compleja. Tanto los
bioadhesivos, como los no bioadhesivos, son normalmente evaluados como el componente en un sistema
de muchas partes. Esto significa que un ensayo de bioadhesividad, realmente, prueba las propiedades de
muchos componentes incluyendo al bioadhesivo misimo, el sustrato biologico y otras condiciones
experimentales. La evaluacion y comparacion de las propiedades de varios bioadhesivos puede obtenerse,
tinicamente, si todas fas condiciones del ensayo y el procedimiento experimental se mantienen constantes.

Figura 7. Medicion d¢ la fuerza de adhesion por evaluaciones de tension (4),
corte (B) y desprendimiento (C y D).
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5.2.1 Métodos in vivo

Robinson y su grupo, con la finafidad de investigar ¢t trénsito gastrointestinal de soportes bioadhesivos,
establecieron un método in vivo usando ratas como modelo. Una cipsula que contenia el material
bioadhesivo marcado con Cr** fug insertada quinirgicamente dentro del cstomago de ratas anestesiadas.
Se les permitio despertar a los animales y a un tiempo conveniente fueron sacrificados, extirpando el
estomago y el intestino delgado. La radiactividad se midid en ¢f estomago y en las 20 secciones en que fué
dividido el intestino.”

Khosta y Davis con un método de centelleo gamma, siguieron el transito gastrointestinal de una forma
bioadhesiva. Eflos apreciaron ciertas irregutaridades en la bioadhesion a eonsecuencia de una inadecuada
localizacion del sistema bioadhesivo.™

5.2.2 Métodos ex vivo

Nagai fué, probablemente, el primero en disefiar un aparato con el proposito de medir adhesividad de una

forma de dosificacion solida de insulina para mucosa oral. El aparato (Figura 8a) requiere el uso de una

membrana peritoneal de raton donde la forma de dosificacion es fijada y arrancada con una balanza de
e 2

torsion,

Robinson usd el mismo tipo de sistema con mucosa estomacal de congjo inmersa en una solucion prueba
(Figura 8b). La mucosa se aseguraba sobre un soporte fijo (al fondo) y un soporte movible (en la parte
superior). La superficie era cublerta con polimero hidratado y puesta en contacto con Ja mucosa del
soporte superior. Después de un minuto de contacto, el soporte superior {conectado a un tensionietro

modificado) se elevaba con una fuerza a velocidad constante hasta que ef polimero era separado del
41
1mnoco.

Técnicas similares fueron realizadas por Ishida usando membrana peritoneal de raton y por Ponchel
(Figura 8¢) empleando mucosa sublinguat bovina 2 *'

Aguilera y col. diseftaron otro método ex vivo que consistia en un tensidmetro de DuNouy modificada. El

aparato se uso para medir la fuerza de adhesion de diferentes sustancias poliméricas a mucosa vaginal de
!
cerdo,

Por tltimo, es necesario mencionar dos sistemas desarrollados por Marvola (Figuras 8d y 8¢) con ef fin de
medir la adhesion de formas de dosificacion al esofago. Cabe sefialar que, en estos casos el andlisis no era
sobre sistemas bioadhesivos. En los métodos usé un segmento de esofago de cerdo mantenido a 37°C en
solucion tiroidea oxigenada. La forma de dosificacion solida (tableta o capsula de gelatina dura) bajo
estudio era pegada en un extremio del brazo de una balanza e insertada en el esofago; en seguida, se
separaba progresivapiente por awinento de la carga en el plato opuesto de ta batanza *> *

piu
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Fignra 8. Aparatos para la determinacian de bioadhesion ex vivo.
) Nagai®', b)Rabinson™’, c)Pouchel y Touchard ™%, d) y ¢) Marvola ™"
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5.2.3 Métodos in vitro

5.2.3.1 Medicion de la fuerza de bioadhesion

Smart y col, desarrollaron un métedo in vitro para medir la bioadhesion tipo I1. El aparato se basaba ¢n ¢l
método de plato de Wilhelmy para determinar tension superficial. El sistema consistia de un plato de
vidrio recubierto con el polimero prueba y suspendido de una microbalanza, el plato era sumergido en una
solucion de moco y se determinaba la fuerza necesaria para separar al plato del gel (Figura 9a).%

Un método similar fué usado por Nagai para medir la adhesividad de ungiientos a la mucosa oral (Figura
9b). En el estudio, un plato de vidrio era cubierto con ungtiento y se media la fuerza necesaria para
separar otro plato de vidrio movible sobre el ungiento a una velocidad constante

Gurny y col. emplearon tensiometro (Instron, Mod. 1114) equipado con una celda acoplada para medir
fuerza de adhesion (Figura 94)."

Recientemente, un sistema mas novedoso fué disefiado por Woolfson y col. El aparato se baso en el uso
de un transtormador diferencial de variables lincales y fué empleado para evaluar las propiedades de
peliculas bioadhesivas a tejido cervical ®

3.2.3.2 Aunalisis por fluorescencia

E! primer método para estudiar bioadhesion, desarroliado por Park y Robinson, fué una técnica de sondeo
con fluarescencia que consistid en una investigacion de modificaciones en cultivos de células epiteliales
debido a la interpenetracion por moléculas de polimero. £n el método, 1a bicapa lipidica de la membrana
celutar contenia un pireno fluorescente, que al momento de enlazarse con ¢l polimero provocaba una
condensacion de la bicapa lipidica, dando como resultado un cambio en la fluorescencia proporcional
grado de enfazamiento del polimero a la membrana celular.”

- 5.2.3.3 Método del conjugado coloidal oro-mucing

Park propuso un método llamado “tincion oro coloidal-mucing” usado para la comparacion cuantitativa
de las propiedades mucoadhesivas de varios hidrogeles. La técnica empled particulas de oro coloidal
rojizas, las cuales eran estabilizadas por las moléculas de mucina adsorbidas (conjugados oro-mucing).
Despugés de fa interaccion con los conjugados, los hidrogeles nuicoadhesivos desarrollaron un color rojo
sobre fa superficie. La interaccion adhesiva podia ser facilmente cuantificada midiendo la intensidad del
color rojo sobre e} hidroge! o por medicion de la disminucion en la concentracion de los conjugados
debida al cambio de absorbancia a 525 nm. Park apunto las siguintes ventajas sobre el uso de tejidos
animales: 1) la téenica de tincion de oro coloidal era de desarrollo simple, 2) el costo experimental era
mucho menor, 3) la técnica permitia el estudio de interacciones que suceden entre moléeulas de mucina y
cadetas de polimero a nivel molecular, 4) las condiciones experimentales podian mantenerse y los
resultados eran altamente reproducibles y 5) fué posible hacer al conjugado oro-mucina en suficiente
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cantidad para que las propiedades de un gran stimero de diferentes polimeros pudicran ser comparadas al
. . . - 49
mistio tiemfro bajo las mismas condiciones.

3.2.34 Método del canal con flujo

Un método interesante fué el desarrollado por Mikos y Peppas porque perwitia simular of
comportamiento real de un sistenra bioadhiesivo gastrointestinal sobre ¢l moco. El aparato consistia de un
«onducto delgado, Henado con gel de moco o solucion de moco natural, que estaba conectado a través de
una vatvula a una fuente de fluido que podia ser un gas o un liquido viscoelastico. El conducto se adapto
sobre un microscopio ptico. Para el experimento, una particula esférica de polimero fué colocada sobre
{a superficie de nuicing, una vez ajustada la velocidad de flujo del fluido a condiciones fisiologicas, se
abrid la valvula y el movimiento de la particula fué segnido con una camara . La distancia recorrida poria

particula fu¢ medida, asi como, ¢l tiempo de separacion y el tipp de movimiento (rodamiento, salto o
arrastre).”

De manera similar, Ranga y Buri propusieron un método in sitn. En su téenica, esferas de vidrio o
cristales de firmaco eran cubiertos con el polimero a probar, en seguida, cantidades conocidas de las
particulas recubiertas se colocaron sobre yeyuno o estomago de rata, bajo condiciones ambientales de
tumedad. El tejido era lavado con amortiguador de fosfatos para yeyuno o acido clorhidrico para

estomago a velocidad constante. El porcentaje de particulas retenidas sobre el tejido se estimaba como un
indice de bioadhesion.*

3.2.3.3 Audlisis reologico

Uno de los primeros trabajos sobre el comportamicnto reologico de un sistema mucina-polimero
biocadhesivo fué ¢l realizado por Hassan y Gallo, En su trabajo utilizaron un método con un viscosimetro
simple para medir la fuerza def entace bioadhesivo mucina- polimero.'®

Recientemente, con la 1dea de obtener informacion sobre la segunda fase del mecanismo mucoadhesivo, I
interpenetracion, Mortazavi y col. investigaron el efecto que tendria el C934P sobre las propiedades
reologicas y la naturaleza cohesiva del moco y los factores que podrian afectar dicha asociacion. En su
estudio, emplearon una técnica de espectroscopia mecdnica para analizar el comportamiento reojogico y
determinaron que ef modulo G (una medida de resistencia a fa deformacidn elastica) se incrementaba en
una mezcla de moco-C934P, en comparacion con las mediciones a geles de moco y polimero solos. Eilos
atribuyeron el comportamiento al gran ntinero de asociaciones que se forman al entrar en contacto las
cadenas del moco y el polimero. El fortalezimiento del gel fué claramente afectado por el pl, sus valores
minimos se obtuvicron a pHs mayores de 8 y menores de 4.5 Finahmente, concluyeron que fa teoria de

interpenetracion molecular era la adecuada para describir el fortalezimiento en la interfase mucoadhesivo-
1)
mucosa.
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Figura 9. Aparatos para la determinacion in vitro de la bioadhesion.
a) Smarty Kellaway®, b) Nagar®, ¢) Peppas y Mikos” y d) Gurny",
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3.2.3.6 Visualizacion de la interfase mucoadhesiva

Lehr y col. usaron Microscopia Electronica de Barrido y Transmision para examinar visualmente fa
interfase cuando entran en contacto el acido poliacrilico (paa) entrecruzado y la mucina. En el estudio, fue
imposible observar la interpenctracion de cadenas de la biointerfase debido a la falta de contraste a bajo
niveles de irradiacion y daiio a la intefase por alta irradiacion. Con sus resultados, Lehr y col. pusieron en
entre dicho ¢l mecanismo de interpenetracion.’!

J.2.3.7 Andlisis por espectroscopia de infrarrojo

Peppas y su grupo utilizaron espectroscopia de infrarrojo para analizar la interpenetracion de cadenas en
la interfase paa- mucina. Los resultados experimentales indicaron que el rango de pH entre 5y 7 es el de
mayor compatibilidad entre la mucina y el paa. Ademas, apoyados en la importancia del hinchamiento del
paa para que se lleve a cabo la mucoadhesion, concluyeron que el grado de interpenetracion de cadenas a
través de la biointerfase es el mecanismo que limita la adhesion ®

6. POLIMEROS BIOADHESIVOS

L.os bioadhiesivos son materiales que pueden enfazarse a membranas biolagicas y que son capaces de ser
retenidos sobre ellas por periodos extensos de tiempo. El enlazamiento, que normalmente se debe a
fuerzas interfaciales entre dos superficies, pueder ser directamente a la membrana de las capas celulares o
al recubrimiento sobre la superficie membranal, como por cjemplo la capa de mucina. Los materiales
bioadhesivos pueden ser de naturaleza bioldgica o no bioldgica, sin embargo, en un contexto de entrega
de farmaco, normalmente es una macromolécula no bioldgica o un material hidrocoloide. El término
“mucoadhesivo™ es comiinmente usado para materiales que se enlazan a la capa de mucina de las
membranas biologicas, sin embargo, en ocaciones utilizaremos el término bioadhesivo par ser mas
general ™ *

6.1 Caracteristicas del polimero importantes en la bicadhesion

Un bioadhesivo para ser usado en un sistema de entrega de farmacos, con el fin de prolongar el tiempo de
transito y aumentar la absorcion del agente activo, deberia idealmente: no ser toxico, no absorberse,
preferentemente formar enlaces no covalenles con la mucina de superficies epiteliales, adherirse
rapidamente al tejido hiimedo, permitir una facil incorporacion de finmacos y no ofrecer impedimientos
para su liberacion, poseer sitios especificos de union y ser econdmico. Sin duda, estas propiedades estin
estrechamente relacionadas a la estructura quimica del polimero.”

Peppas y Buri, en base a datos experimentales y andlisis e las teorias de bioadhesion existentes,
definieron ciertas caracteristicas necesarias en un polimero para poder lograr una adecuada
mucoadheston, éstos deberian presentar: 1) grupos formadores de entaces hidrogeno (-OH, -COOH vy -
NH,), 2) luertes cargas anidnicas, 3) alto peso molecular, 4) suficiente flexibilidad en Ja cadena y 5)
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propicdades de energia superficial favorables para cxpandirse sobre el moco. Las ultimas tres
caracteristicas parecen ser mas plausibles en direccion a las teorias mis recientes acerca de la
nucoadhesion,*

Los polimeros mucoadhesivos estan divididos dentro de dos categorias: 1) compuestos que son solubles
en agua y presentan cadenas lineales y 2) compuestos insolubles en agua, hinchables y que tienen una red
unida por agentes entrecruzantes. Algunas de las propiedades poliméricas importantes para la bioadhesion
son las siguientes:'®

6.1.1 Peso molecular, longitud de la cadena y densidad de entrecruzamiento

Chen y Cyr sugirieron que la fuerza bioadhesiva se incrementaba en la medida que el peso molecular del
polimero aumentaba hacia 100 000, el cual pareci6 ser el peso molecular critico requerido para una buena
bicadhesion. En otro estudio se encontrd que ¢f peso molecular de la carboximetilcelulosa sddica deberia
exceder 78,600 con Ia finalidad de tener una adecuada bioadhesion. Ambos, peso molecular y longitud de
la cadena son parametros importantes de la macromolécula en ¢l proceso de bioadhesion '* *

Para todos los polimeros insolubles hinchables en agua, las cadenas lineales estan conectadas por agentes
entrecruzantes, como en el caso del policarbofil, un mucoadhesivo bien conocido, el cual es acido
poliacrilico entrecruzado con divinit glicol. La densidad de entrecruzamiento del polimero tiene influencia
sobre dos aspectos importantes para la bicadhesion, el nimero efectivo de cadenas de acido poliacrilico
en un volumen dado y el segmento mobible de la cadena. Se ha visto que la fuerza de mucoadhesion
disminuye al aumentar la concentracion de agente entrecruzante, una explicacion parcial en la cual puede
descansar este hecho es que, al incrementar la densidad disminuye ¢l coeficiente de difusion, asi como, Ia
flexibilidad y mobilidad de las cadenas, el resultado final es una reduccion de la interpenetracion ' **

Con ¢! propésito de adquirir un mejor entendimiento de la relacion entre la estructura del polimero y el
potencial bioadhesivo, Robinson y su equipo sintetizaron una serie de polimeros anidnicos entrecruzados
con caracteristicas hinchables para medirles su fuerza de bioadhesion ex vivo. Los polimeros eran
derivados de mondmeros de acido acrilico y metacrilico con diferentes agentes entrecruzantes y diferian
en cuanto a densidad de carga e hidrofobicidad. los polimeros de acido acrilico ligeramente
entrecruzados (0.3 %, p/p) con tres diferentes agentes, divinilglicol, 2,5-dimetil-1,5-hexadieno vy
divinilbenceno, mostraron el mismo grado de bioadhesion, mientras que el acido polimetacrilico-
divinilbenceno presentd una pobre bioadhesion. Los polimeros de referencia amberlita 200 y gelatina
tuvieron pobres o nulas cualidades bioadhesivas. Ellos concluyeron que, el pequeiio porcentaje de agente
entrecruzante, independientemente de las propiedades fisicoquimicas, no contribuia de manera sustancial a
fa bioadhesion; sino que, en realidad, el monomero iniciador es ¢l de mayor efecto sobre ésta’

6.1.2 lonizacién y cargas
En un estudio con polimeros anidnicos, cationicos y neutros, aplicando It téenica de tluorescencia a

cultivos celulares, Robinson y col. encontraron que la carga y la densidad de carga son clementos
importantes para la bioadhesion. Como resultado de su trabajo determinaron que:
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1. Los polimeros anidnicos son mejores que los polimeros neutros o cationicos, en términos de fuerza de
enlace y potencial toxicidad.

2. La insolubilidad de los polimeros en agua da mayor flexibilidad en el disefio de formas farmacéuticas
comparada con la rapida o lenta disolucion de polimeros solubles en agua.

3. Los polinniones con grupos carboxilo parecian ser mejores candidatos que aquellos con grupos
50
sulfato.

6.1.3 Hidratacién y grupos funcionales hidrofilicos

Los polimeros bioadhesivos son normalmente macromoléculas con numerosos grupos funcionales
hidrofilicos (carboxilo, hidroxilo, amida y grupos sulfato) que pueden formar enlaces hidrogeno. La
presencia de sus cargas fijas en la red macromolecular establece una fuerza o presion de hinchamiento,
originada por una presion osmotica, que ¢s la fuerza direccional que transporta el disolvente al interior del
gel polimérico desde la zona mas diluida del seno de la solucion. Cuando una cantidad de iones es
adicionada al medio hidratante, se enlazan a alguno de los grupos con carga fija, resultando en un efecto
de pantalla. Es decir, la fuerza ionica y la cantidad de iones ¢n solucion son parAmetros importantes que
tienen que ser considerados en estudios bioadhesivos '

6.1.4 Movilidad de la cadena y naturaleza expansiva de la red

La capacidad de las cadenas de polimero y mucina para interpenetrar pueder ser explicadas por su
capacidad de difusion, Enun rango restringido de temperatura, ef coeficiente de difusion experimental, D,
muestra una dependencia exponencia) de la temperatura del tipo Arrhenius:

D = Do exp (-E/RT)

donde, Do es una constante independiente de la temperatura en un rango dado y E es la energia de
activacion por difusion o por la mobilidad de las cadenas. El movimiento de las cadenas pucde
incrementarse por un aumento en el grado de hidratacion, naturaleza de expansion de la red y reduceion
del entrecruzamiento.

El efecto de la naturaleza expansiva de la mucina y de la red adhesiva sobre la mucoadhesion han
mostrado ser algunos de los factores que controlan la fucrza de adhesion. '

6.2 Clasificacidn

Con los primeros estudios de bioadhesion la necesidad por conocer Iy capacidad bioadhesiva de muchos
materiales poliméricos, se requirio seleccionar a los polimeros mucoadhesivos. Como cs de suponerse, la



fiuerza de adhesion es una de lnas propiedades mas representativas y faciles de medir, asi pues, la
clasificacion de polimeros mucoadhesivos tomo a €sta como parametro de comparacion.

Smart y col. con un método in vitro midieron la fuerza de bioadhesion de diferentes polimeros y
corroboraron una clasificacion cualitativa hecha por Chen y Cyr para polimeros bioadhesivos en estudios
in vivo (Tabla 1) &

Quintanar y col. realizaron evaluaciones con un método ex vivo para determinar la fuerza de adhesion de
diferentes polimeros (Tabla II). Aunque sus resultados tuvieron ligeras variaciones con respecto a los de
Smart, en general, el comportamiento bioadhesivo de los polimeros pudo considerarse consistente con las
experiencias anteriores. Las variaciones fortalecen la idea de que un polimero puede comportarse de
manera distinta segln el medio que lo rodea, en este caso, debido a la diferencias experimentales entre las
condiciones intestinales y vaginales establecidas por cada investigador. Esto es importante porque un
mismo polimero puede emplearse en diferentes sitios blancos y cumplir funciones distintas."*

La clasificacion de los polimeros trajo como resultado la eleccion de los compuestos con mejores
caracteristicas bioadhesivas para ser probados en estudios mucoadhesivos mas particulares.
6.3 Factores que afectan la bioadhesién

Muchos factores pueden afectar el poder bioadhesivo de un polimero, algunos son dependientes de el
medio y otros de la naturaleza del polimero.

Tabla I. Comportamiento bioadhesivo de algunos compuestos

Carboximetilcelulosa

Carbopol 934 185 excelente
Policarbofil excelente
Tragacanto 154 excelente
Alginato de sodio 126 excelente
Hidroxietilcelulosa excelente
Goma karaya 125 bueno
Gelatina 116 aceptable
Peclina 100 pobre
Polivinilpilorridona 98 pobre
Goma acacia 98 pobre
Polietilenglical 96 pobre

?Porcentaje de un estandar, evaluacidn in vitro >

®Ensayo in vivo



Tabla 1. l'nerza de adhesion de algunos polimeros a mucosa vaginal de cerdo™

Carhopol 934P 3790
Carboximetilcelulosa 3686
Metilcelulosa 3169
Polivinilpirrolidona 2698
Goma ardbiga 2369
Acelato ftalato de celulosa 1390
Acido alginico 1098
Eudragit E 957

* Determinacién con método ex vivo !

6.3.1. Factores relacionados con el polfmero

L.a mayoria de éstos fueron analizados en la seccion 6.1

Concentracidn del polimero

Brentecker relaciono una concentracion optima de polimero a la mejor bioadhesion. En sistemas muy
concentrados, la fuerza adhesiva cae significativamente, debido a que las moléculas enrolladas pasan a ser
poco solubles y las cadenas disponibles para interpenetracion no son numerosas. El comportamiento
parecen ser importante unicamente para formas bioadhesivas mas o menos liquidas'. Duchene y Peppas,
mostraron que para formas de dosificacion solidas tales como tabletas, a un mayor concentacion de
polinicro, mayor fuerza de bioadhesion. ™ *

flinchamiento

El hinchamiento estd relacionado a el polimero mismo y con el medio en que se encuentra. Como se ha
mencionado, la interpenctracion de cadenas es mas facil cuando las cadenas del polimero estan
desenredadas y libres de interacciones, lo cual puede darse por el hinchamiento del polimero. Este
comportamiento depende de dos factores: la concentracion del polimero y la presencia de agua. Debe
tencrse presente que, si el hinchamiento es excesivo puede haber una disminucion en fa bioadhesion,

e

/

6.3.2 Factores del medio
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pH y juerza idnica

La absorcion de agua por el polimero, en esencia su hinchamiento, depende en gran medida del pH
(Figura 10). En consecuencia, la bioadhesividad es también dependiente de este factor (Figura 11). En
cualquier caso, hay un pH optimo para la adhesion del polimero.

Algunos polimeros como los derivados del paa (policarbofil y C934P) son capaces de hinchar para formar
geles; por debajo de su pka (4.5) absorben hasta 20 veces su peso en agua, mientras que por encima el
peso puede aumentar hasta 100. Lo anterior sugiere que la bioadhesion es mayor a valores de pH por
debajo del pKa, donde, ¢l polimero estd menos hidratado y no ionizado * “

El efecto del pH sobre la bioadhesion del paa-divinitbenceno fué estudiado a condiciones definidas de
temperatura, fuerza idnica y osmolaridad. E! polimero mostré una maxima adhesion a valores de pH de §
y 6 y una minima a pH=7."

Duchene y col. estudiaron la influencia en la composicion del medio sobre la bioadhesion. Para ello
disefiaron una tableta bioadhesiva de metronidazol que consistia de una mezcla de C934P e HPMC, los
factores a estudiar fueron pH y fuerza ionica utilizando mucosa vaginal y sublingual bovina. Ellos
determinaron que el pH del medio es un factor que influye muy poco sobre la adhesién cuando el material
bioadhesivo se encuentra e¢n baja proporcion dentro de la forrlacion. En cuanto al efecto de la fucrza
ionica concluyeron que los parametros bioadhesivos trabajo y fuerza estuvieron significativamente
disminuidos al incrementarse fa concentracion de cloruro de sodio, fo cual fué atribuido a la pérdida de
adhesividad del C934P. El comportamiento se debit a que el C934P en solucion tiende a desenredar sus
cadenas debido a la accion de sus grupos carboxilo parcialmente ionizados, sin embargo, la adicion de
cationes a la solucion oculta esas cargas y provoca el enrollamiento de las macromoléculas sobre si
mismas; de esta forma, las moléculas de C934P no pueden difundir ficilmente ni penetrar al interior de
otro lidrogel. Ademas, {a cantidad de grupos libres capaces de dar enlaces secundarios con los grupos del
tejido biolagico disminuye significativamente.

Al comparar el comportamiento bioadhesivo en las mucosas sublingual y vaginal se obtuvieron mayores
fuerzas de adhesion en la scgunda También pudo apreciarse que, al modificar la concentracion de
cationes divalentes del medio Ca®, la caida de fucrza en la mucosa sublingual fué muy drastica mientras
que en la vaginal poco sngmﬁcanvzl. La conducta se atribuyo a dos factores: 1) debido a que la mucosa
vaginal presenta una mayor cantidad de moco, es mayor la interaccion con el polimero bioadhesivo y 2) la
abundancia de moco en la vagina permite que la capa de moco recubra la entidad bioadhesivo-mucosa en
su capa hinchada de la tableta bioadhesiva, actuando como una barrera de difusion y protegiendo a la
interfase bioadhesiva de los efectos del medio. Finalmente, se concluyd que la sensibilidad en la
adhesividad del C934P a los amblentt.s ionicos impide su uso en sistemas bioadhesivos que contengan
ingredientes activos ricos en iones.”
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Movimiento del agua y deshidratacion del moco

La funcion del agua en el mecanismo de bioadhesian es de primordial importancia. Chen y Cyr observaron
que la fuerza adhesiva con mixima humectabilidad se obtenia cuando se combinaban los sitios activos con
una cantidad optima de agua en o cerca de la interfase. Ademas, determinaron que si se usa una cantidad
insuficiente de agua para hidratar al hidrocoloide seco, algunos sitios adhesivos activos no son
completamente liberados y expuestos para la interaccion, mientras que, una excesiva cantidad de agua
causa una sobre-extension y ruptura de enlaces de hidrogeno y otras fuerzas adhesivas, llevindo a un
debilitamiento de la adhesividad.”*

Por su parte, Smart y col. legaron a resultados muy scmejantes a fos de Chen y Cyr. Ellos obtuvieron que
la fuerza mucoadhesiva se incrementaba en un sistema polimero-mucosa a medida que el polimero
absorbia agua, hasta legar a un punto en el cual se lograba una sobrehidratacion def polimero,
conduciendo a la formacion de una capa de mucilago resbaladizo con la subsecuente pérdida en la fuerza
de mucoadhesian. Cabe sefialar que, ¢l tltimo fendmeno es dificit que ocurra porque a disponibilidad de
agua en ¢l moco es fimitada

La investigacion de Leung y Robinson reforzo los resultados anteriores, sin embargo, no aportd nada
novedoso. En su estudio con una serie de copolimeros entrecruzados con acido acrilico-meti] metacrilato,
mostraron que la fuerza de adhesion polimero-mucina aunienta con el grado de hidratacion ™

Recientemente, Mortazavi y Sinart analizaron el efecto que tenia la transferencia de agua del moco a una
formulacion mucoadhesiva. La absorcian de agua por discos compactos de C934P fueron medidos en
términos de ganancia en peso y evaluados en mucosa gastrica de cerdo. Ellos observaron que al disminuir
la concentracion del C934P, la absorcidn de agua decrecia. El efecto de la deshidratacion sobre las
propiedades fisicas del gel de moco fué evaluada con un tensiometre modificado. Se observa que la
naturaleza cohesiva y adhesiva del moco era incrementada cuando el contenido de agua disminuia, lo cual,
¢s el resultado del reforzamiento de los componentes mas débiles en la union mucoadhesiva. Concluyeron
que, la transferencia de agua es un factor significativo en la mucoadhesion para formas de dosificacion
secas o parcialmente hidratadas.**

7. SISTEMAS VAGINALES DE ENTREGA DE FARMACOS

* Desde hace algunas décadas, se sabe que varios agentes farmacologicamente activos, como los esteraides,
pueden ser absorbidos adecuadamente a través de fa nwcosa vaginal. La factibilidad de la absorcion
vaginal fué¢ demostrada experimentalimente por la administracion intravaginal de un supositorio
impregnado de progesterona; el farmaco, inactivo oralmente, pudo presentar una buepa actividad al
administrarse intravaginalmente.

La via de administracion intravaginal fué una realidad, en 1970, con ¢t desarrollo de un anillo vaginal
elastico. El dispositivo fué fabricado de un elastomero de silicon biocompatible que contenia acetato de

medroxiprogesterona para anticoncepcion. Un estudio clinico firé iniciado para determinar si una dosis



Movimiento del agua y deshidratacidn del moco

La funcion del agua en el mecanismo de bioadhesion es de primordial importancia. Chen y Cyr observaron
que la fuerza adhesiva con maxima humectabilidad se obtenia cuando se combinaban los sitios activos con
una cantidad optima de agua en o cerca de la interfase. Ademas, determinaron que si se usa una cantidad
insuficiente de agua para hidratar al hidrocoloide seco, algunos sitios adhesivos activos no son
completamente liberados y expuestos para la interaccion, mientras que, una excesiva cautidad de agua
causa una sobre-extensién y ruptura de enlaces de hidrogeno y otras fuerzas adhesivas, llevando a un
debilitamiento de la adhesividad.”

Por su parte, Smart y col. llegaron a resultados muy semejantes a los de Chen y Cyr. Ellos obtuvieron que
la fuerza mucoadhesiva se incrementaba en un sistema polimero-mucosa a medida que el polimero
absorbia agua, hasta legar a un punto cn el cual se lograba una sobrehidratacion del polimero,
conduciendo a la formacion de una capa de mucilago resbaladizo con la subsecuente pérdida en la fuerza
de mucoadhesion. Cabe sefialar que, el tltimo fenomeno es dificil que ocurra porque la disponibilidad e
agua en el moco es finitada.®

La investigacion de Leung y Robinson reforzo los resultados anteriores, sin embargo, no aportd nada

novedoso. En su estudio con una serie de copolimeros entrecruzados con dcido acrilico-metil metacrilato,
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mostraron que la fuerza de adhesion polimero-mucina aumenta con ef grado de hidratacion.

Recientemente, Mortazavi y Simart analizaron el efecto que tenia la transterencia de agua del moco a una
formulacion mucoadhesiva. La absorcion de agua por discos compactos de C934P fueron medidos en
términos de ganancia en peso y evaluados en mucosa gastrica de cerdo. Ellos observaron que al disminuir
la concentracion det C934P, la absorcion de agua decrecia. El efecto de la deshidratacion sobre las
propiedades fisicas del gel de moco fué evaluada con un tensidémetro modificado. Se observo que la
naturaleza cohesiva y adhesiva del moco era incrementada cuando el contenido de agua disminuia, lo cual,
es el resultado del reforzamiento de los componentes mas débiles en ta union mucoadhesiva. Concluyeron
que, ta transferencia de agua es un factor significativo en la mucoadhesion para formas de dosificacion
secas o parcialmente hidratadas ¥

7. SISTEMAS VAGINALES DE ENTREGA DE FARMACOS

" Desde hace algunas décadas, se sabe que varios agentes farmacologicamente activos, como los esteroides,
pueden ser absorbidos adecuadamente a través de la mucosa vaginal. La factibilidad de la absorcion
vaginal fué demostrada experimentalmente por la administracion intravaginal de un supositorio
impregnado de progesterona; el firmaco, inactivo oralmente, pudo presentar una buena actividad al
administrarse intravaginalmente.

La via de administracion intravaginal fué una realictad, en 1970, con el desarrollo de un anillo vaginal
clastico. El dispositivo fué fabricado de un elastomero de silicon biocompatible que contenia acetato de
medroxiprogesterona para anticoncepeion. Un estudio clinico fué iniciado para determinar st una dosis



contracanceptiva efectiva del acetato de medroxiprogesterona podria ser administrada de manera
continua y segura en mujeres de ovulacion normal. Los resultados mostraron que los niveles de farmaco
en suero, por la absorcion del agente activo a través de la mucosa vaginal, eran suficientemente altos para
tnhibir la ovulacion, asi como para elevar la temperatura basal y alterar ¢l patron histologico del
endometrio. Después de la remocion del anillo vaginal la absoreion de progestina cesd, aparecion
sangrado y la ovulacion se rcgcnerc’\6

7.1 Beneficios de ka administracion intravaginal controlada de fdrmacos

Un sistema de liberacion controlada es un intento efectivo para lograr una entrega continua de agentes
terapéuticos, no inicamente de farmacos activos sistematicamente, como los anticonceptivos esteroides,
sino tambicén de firmacos activos localmente, como el metronidazol. La administracion continua de
farmacos a través de la mucosa vaginal puede prevenir el primer paso del metabolismo
hepatogastrointestinal y evitar la ineficiente actividad terapéutica de frmacos que son inactivados al
administrarse via oral. Lo anterior, se debe a que las venas del plexo hipogastrico que drenan al tejido
vaginal y el recto, fluyen hacia las venas pudendal y cava; la Gltima, libra al higado sobre su primer paso.
Esto es un marcado contraste con respecto a la circulacion de sangre gastrointestinal, la cual, drena
dentro de la vena portal y pasa directamente a través del higado antes de entrar a circulacion general

Por otro fado, la administracion intravaginal podria corregir las irregulares concentraciones plasmaticas
originadas por la ingestion de dosis discontinuas y discretas de farmaco por via oral. Las ventajas de la
administracion intravaginal controlada de farmacos sobre las administracion aral convencional ha sido
provada con principios activos como la medroxiprogesterona (Figura 12), dounde, se obtuvieron
concentraciones plasimaticas homogéneas por mas tiempo.

7.2 Estructura y dinamica de la vagina

7.2.1 Anatomia

La vagina humana es un canal tubular de paredes delgadas y misculos distendibles. Su funcion, es recibir
al pene durante ¢l coito y transportar ovulos no fecundados y productos de la menstruacion hacia el
exterior. Tambidn, funciona como conducto del parto durante el nacimiento >

7.2.1.1 Cansideraciones gencrales. Organo impar y medio sitado, en parte, en la excavacion pélvica, y
otra parte, en el propio espesor de la vulva
a) Medios de fijacidn: esti mantenida en posician por su continuidad con el cuello uterino y  por

conexiones, mas o menos intimas, con las formaciones u drganos vecinos (perineo, vulva, vejiga y
6
recto).
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b) Direccidn: se orienta oblicuamente hacia abajo y adelante, formando con la horizontal un dngulo de
65 a 75°. No es exactamente rectilinea sino ligeramente curva, de concavidad posterior (la cuerda del
arco correspondiente s solo de 4 a 6 milimetros) 2%

¢) Forma: tienc la forma de un cilindro aplanado de adelante hacia atrds. En las condiciones
fisiologicas ordinarias sus paredes anterior y posterior estan directamente aplicadas una con otra; en un
corte transversal, la cavidad vaginal sc halla representada por una hendidura transversal, algo concava
por ¢l lado recto y que termina a veces hacia los lados por una nueva hendidura de direccion
anteroposterior (en forma de H). Notese que: por arriba, ¢l conducto vaginal se hace cilindrico para
amoldarse al cuello; por abajo, se aplana en el sentido sagital. 2

d) Dimensiones: ta longitud de la vagina ¢s, por término medio, de 6 a 7 centimetros. Hay vaginas

targas (de 12 2 24 c) y vaginas cortas (de 4 a 5 cm). Su anchura, relativamente pequedia a nivel de la
vulva, aumenta de abajo arriba; en la parte media det conducto esde 24 a 25 milimetros
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Figura 12 Perfiles plasmdticos comparativos de acetato de medroxiprogesterona por via
oral (tabletas de 10 mg) y por via intravaginal (anillo con 100 mg)®

7.2.1.2 Conformacién exterior e interior y relaciones. 1a vagina offece a nuestra consideracion : una
superficie exterior, una superficie interior y dos extremidades (superior e inferior).
A. Superficie exterior. Tiene una cara anterior, una cara posterior y dos bordes laterales.
B. Conformacion interior. La superficie interior de la vagina presenta, en ambas paredes, un sistema
de plicgues transversales que constituyen las arrugas de la vagina. Los pliegues son mas gruesos en la

parte media y se escalonan de abajo hacia arriba, formando en la linea media dos prominencias
tongitudinales, redondas y romas, conocidas con el nombre de columnas de la vagina, la que ocupa fa
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pared anterior termina, det fado de la vulva, formando el Hamado tubéreulo vaginal. Notese que las
arrugas de la vagina, como también las columnas, presentan su maxima desarrallo por el lado de la
vulva y van fuego disminuyendo de abajo hacia arriba. £s de notar también que las dos columnas no
ocupan exactamente 1a linea media, sino que estén situadas algo fuera de csta linea, una a fa derecha y
otra a la izquierda, de tal manera que en estado de oclusion de lt vagina tas dos prominencias estin
yuxtapuestas y no superpuestas.

C. Extremidad superior. La extremidad superior de fa vagina es un orificio circular que abraza ol
cuelfo uterino, en fa union de su tercio inferior con sus dos tercios superiores se adhiere a ¢
intimamente.

D. Extremidad inferior. Orificio eliptico, cuyo difimetro es anteroposterior y através del cual la vagina
se abre en la vulva®

7.2.1.3. Constitucidn anatomica, La pared vaginal, con 3 a 4 milimetros de grueso, se compone de tres
tUnicas concéntricas, que de fuera a adentro son: la adventicia del tejido conectivo, la cubienta muscular y
la mucosa. La capa mas externa (adventicia) estd constituida por tejido conectivo denso, sirve para unir a
la vagina con los organoes y tejidos que la rodean, contiene terminaciones de fibras nerviosas, algunas
neuronas esparcidas y un plexo venoso abundante, En la cubicrta muscutar los haces de fibras musculares
lisos guardan disposicion tanto circular como longitudinal; los dltimos son muy promineiges en ia parte
exterior de la capa. Las fibras del misculo bulbocavernoso forman un esfinter de masculo estriado que
rodea la abertura de la vagina en ¢f vestibulo (introito). La mucosa tiene un cpitelio plano estratificado y
una lamina propia formada por fibras elasticas densas y de otra indole de tejido conectivo. [l plexo
venoso se localiza en ta parte mas protunda de la lamina propia & *+*

En la vagina no hay glandulas especificas y estd lubricada por sccreciones de las glandulas cervicales.
Durante la excitacion sexual el epitelio vaginal secreta moco. Se desconoce el verdadero origen de csta
secrecion, pero no proviene del cuello wterino ni de las glandulas de Bartoline, ™

L.os estrogenos ejercen un efecto directo sobre ¢f epitelio vaginal, durante el ciclo menstrual inducienda
engrosamiento y cornificacion del epitelio plwo estratificado que reviste al drgano. La progesterona
estimuta la scerecion de un moco espeso en la fase tardia def ciclo menstrual &

7.2.1.4 Vasos y nervivs, La porcion superior de la vagina estd irrigada por la rana vaginal de la arteria
utering, la rama vaginal de la arteria vesical interior abastece la porcion media y 1as arterias hemorroidal
media y pudenda interna llevan la sangre que corresponde at tercio inferior. En resumen, la vagina esta

inervada por fibras del plexo hipogastrico, ¢l cuarto nervio sacro y los pudendas **®
7.2.2 Fisiologia

7.2.2.1 pH. Ha sido conocido desde 1877 que la descarga vaginal es acida y desde 1892 que esta acidez
es debida a Ia presencia de organismos gram-positivos, tos bacilos Doderlein, La acidez esta directamente
corrclacionada con la cantidad de Acido lactico presente, sin embargo, se ha sugerido que tal vez otros
4cidos puedan ser causantes en ciertas situaciones. Generalmente, es aceptado que e lumen vaginal
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humano tiene una acidez normal entre pH de 4 y 5 El pH vaginal es una reflexion secundaria de la
produccién activa de hormonas ovaricas y se mantiene por la descamacion de células maduras en las
capas superficiales de la mucosa vaginal. Bajo la influencia de estrogenos las células contienen un alto
contenido de glucogeno, que es metabolizado a acido lactico (pKa = 3.8) en el canal vaginal para
mantener el pH vaginal en el fado acido.* !

El origen exacto del cido lictico vaginal es desconocido pero muchas evidencias sugieren que representa
un producto de rompimicnto del glucogeno. El carbohidrato es depositado en las células del epitelio
vaginal por la influencia de estrogenos. La disminucion en la cantidad de estrogenos resulta en una
desaparicion de glucogeno celular. De mancra inversa, cuando los niveles de estrogeno son altos, el
glucdgeno vaginal es abundante. Ef glucogeno puede ser convertido directamente a dcido lactico por la
accion de los bacilos de Doderlein o fermentado a simples carbohidratos por la enzimas vaginales, y
después, reducirlos a dcido lactico por bacterias. Hay un gradiente de pH dependiendo del area de la
vagina muestreada. Los valores mas bajos se encuentran cerca del fornix anterior, intermedios en la
vagina media y los mas altos cerca del vestibulo."

En mujeres postmenopatsicas hay un substancial incremento en el pH vaginal, de aproximadamente entre
4.0 y 4.5, hasta alcanzar valores tan altos como 7, ello se debe a que el crecimiento de lactobacilos es
bloqueado por falta de plucogena celular. La clevacion del pH permite una colonizacion de ciertos
patdgenos asociados a infecciones locales.”

Ef efecto de las seereciones vaginales sobre el nivel de pH s dependiente de la cantidad y 1a duracion de

la produccion. Ambas secrecion y pit vaginales podrian afectar el perfil de liberacion controlada de

aquellos farmacos pH sensibles y/o dependientes de la solubilidad del sistema de entrega de farmacos
H 6

vaginales.

7.2.2.2 Relacion entre pH ¢ infecciones vaginales. La importancia clinica de mantener la acidez vaginal
esta enfatizada por el hecho que muchas bacterias patogenos desaparecen cuando el pif esta entre .1 y
4.9, Varios reportes han sido publicados concernientes a la relacion entre levaduras, otras microtloras y
sus cfectos sobre el ptL. Peeters y col. encontraron una elevacion de pH en pacientes con signos clinicos o
sintomas de candidiasis vaginal, sin embargo, no todos los pacientes confirmaron el diagnostico por
cultivo. Por otro lado, Cohen determind una disminucion de ptt en el fornix posterior en mujeres con
vaginitis ¢linica, Debido a la discrepancia entre los reportes anteriores, Drake y col. decidicron estudiar
los cambios de pEt en relacion con el ciclo menstrual y la infeccion por levaduras. Ellos no encontraron
relacion entre ¢l pH vaginal y la morbidez vaginal debida a infecciones por levaduras. En resumen, e
electo protectivo de la acidez vaginal no parece ser confinado a un rango critico por encima o por debajo
del cual hay incremento en la susceptibilidacd a infecciones vaginates."

7.2.2.3 Microflora vaginal. Cada drea externa del euerpo o un drca con abertura al exterior tiene una
flora Gnica de microorganismos. La lora norma puede ser definida como microorganismos que habitan y
se replican en un drea, pero no causan dafio; incluso pueden servir con un papel beneficioso. El himen
vaginal es habitado por una gran variedad de microorganismos, principatmente las especies Lactobacitins,
Buacteroides, y Staphylococens epidermidis, ast como, patogenos acrobios potenciales. Las condiciones
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fisiologicas, en los dramaticos cambios vaginales a diferentes edades, son causa del cambio de los
microorganismos que viven ahi * "

Es importante considerar que la presencia de los microorganismos de la flora normal y sus posibles

metabolitos pueden tener algun tipo de efecto sobre la estabilidad intravaginal de un sistema de entrega
. . . .. 6

vaginal de firmacos y en el perfil de liberacion controlada.”

7.2.2.4 Fluido vaginal. Los epitelios genitales y glandulas accesorias de hombres y mujeres producen
numerosas secreciones. En la mujer no menstruante ¢! fluido vaginal es una mezela de fluidos de diversas
fuentes. Sus principales componentes son [luido cervical, células epiteliales exfoliadas desde la pared
vaginal, (hido vaginal per se y pequeiias cantidades de secrecion proveniente de las glandulas de
Bartholin. Algunas secreciones de mas arriba del tracto pueden alcanzar la vagina via fluido uterino,
fluido oviductat, fluido folicular por ovulacion, ¢ incluso, fluido peritoneal. Tambicn, algo de orima pucden
entrar y contaminar la vagina. En sintesis, el tejido vaginal recibe aproximadamente 2 mg de moco al dia,
provenicnte de scereciones del eervix, pequedins cantidades de secrecion de las gandulas de Bartholin, y
en su mayorta, de la transudacion desde la muy extensa cama vaseular del tejido.""*?

El cambio en el nivel de estrogenos en estados como la lactancia, menopausia y bloqueo de estrogenos,
provoca cambios fisiologicos caracteristicos en la vagina. Por ejemplo, la menopausia, un estado asociado
ala edad, ocaciona que el tejido vaginal regrese a un estado similar de prepubertad en términos del grosor
y medio ambiente det tejido. El epitelio vaginal en mujeres menopdusicas orienta a un incremento
substancial en la permeabilidad del tejido. Un evento fisiologico asociado con una disminucion en cf nivel
de cstgg)genos es la reduccion considerable del flujo de sangre vaginal,con un consecuente secado del
tejido.

7.2.2.5 Volumen basal ne estimulado, Elementos no glandulares han sido alguna vez identificados en la
vagina humana normal, nos referimos al epitelio escamoso no estratificado. A pesar de la falta de
gandulas, ¢l epitelio esta normalmente cubierto con una pelicula superticial de moco. Una de las primeras
aproximaciones a cerca del volumen del fluido fué propuesta por Vogue, estimandolo entre 0.5 y 1 0wl
Mientras que, et peso del fluido obtenido por Stone y Gamble fu¢ de 0.76 :: 3.04 g, Se establecio que, el
peso incrementaba 13 6 16 dias antes de la menstruacion debido al aumento en fa secrecion cervical cerca
de la ovulacion. Cambios en las propiedades fisicas y constituyentes quimicos del moco cervicil han sido
intensivamente estudiados durante el curso del ciclo menstrual. Los niveles de glucosa y glucosamina se
incrementan a mitad del ciclo, mientras que dcido sidlico, fosfatasa alealina y proteinas solubles
disminuyen al mismo tiempo. Acido lactico, urea y acido acética tienen las variaciones mas significativas
en la concentracidn, aparentemente coinciden con cambios en los niveles de estrogenos/progesterona '

7.3 Aplicaciones de las formas de dosificacion bioadhesivas

Actualmente, la liberacion de farmacos en la vagina humana esta limitada por el tiempo de residencia de la
forma de dosilicacion. Sistemas de entrega tipicos como espumas, geles y tabletas son removidos en
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periodos relativamente cortos de tiempo por {a misma accion de limpieza del tracto vaginal. s evidente
que los polimeros bioadhesivos pueden resolver algunos de los problentas que se presentan con las formas
de administracion convencionales, sobre todo porque, ademas de sus caracteristicas de adhesion, sirven
como excelentes piataformas de liberacion de farmacos.

Los sistenas bioadhesivos vaginales hian sido desarrollados y estudiados para dilerentes propositos. Los

primeros trabajos fucron reportados por Nagai y col,, quicnes estudiaron la liberacion de un finmaco

anticancerigeno desde una forma de dosificacion bioadhesiva tipo disco para entregar un firmaco en el
e 39

corvix.

En un estudio mas reciente, Girsoy y su equipo prepararon una tableta bioadhesiva usando paa y CMC
como bioadhesivos y zulfato de zine como firmaco modelo. Ellos midieron el hinchamiento de las tabletas
y Ia fuerza de adhesidn a la mucosa vaginat de vaca, determinando que, cada propiedad era influenciada
por la cantidad de CMC y paa en la tableta, respectivamente. Los estudios de liberacion in situ en vagina
de vaca mostraron que la liberacion se modificaba, haciéndose mas lenta en comparacion con tabletas
conhvencionales; el comportamieto se atribuyo al efecto protectivo que se producm ﬂl entrar en contacto la
mucosa vaginal con todas las caras de la tableta, elto debido a la presencia del paa."!

En seguida, describiremos algunas aplicaciones de nuevos sistemas bioadhesivos de entrega de tirmacos

7.3.1 Vagina seca La resequedad vaginal, como resultado de la edad (Tabla 11, es un padecimiento
que afecta a muchas mujeres, En ef inicio de la menopausia, aproximadamente a {a edad de Ins 50, hay un
declive en la circulacion de estrogenos, tos cuales empeoran en los siguicntes 7-8 afos (perinienopausia)
En la menopausia total, los niveles de estrogenos son muy bajos y se acompaiia de una disminucion en f
grosor de tejido vaginal y su hidratacion. Como los estragenos son magnificos vasodilatadores, en suma a
sus otros efectos biologicos, una caida en el nivel de estrogenos arigina una vasoc(mslncuon y cn
consccuencia, una disminucion en 1 transudacion de fluido hacia ¢l tejido vaginal

Los principales sintomas de la vagina reseca son incomodidad con ropa ajustada, sensacion de calor,
descargas purulentas, sangrado posteoital, falta de lubricacion durante ef acto sexual y dispareuma. La
magnitud de los cambios en las pacientes varian. *

Un gel bioadhesivo fué probado como tratamiento para vagina seca en un estudio doble ciego con 89
mujeres post y perimenopadsicas. Las pacientes fieron dosificadas 2 veces semanalmente, usando un gel
convencional como control. El 44 % def grupo de estudio estuvo en terapia reeemplazante de estrogenos
Empleando un indice estandarizado de vagina saludable, se encontrd que: a) la humectacion vulvar
ocurrid en todos los sujetos, b) el gel bioadhesivo fué estadisticamente superior al gel convencional en
todos los parametros de prucha a vaginas sanas y ¢) el pH vaginal fué 7.2 durante 72 h después de la
ultima dosis del gel biadhesiva.

Pudo determinarse claramente que, el producto se mantuvo en la vagina y demostrd una capacidad para
hidratar el tejido a partic de una sola aplicacion. Estudios subsecuentes con otras grupos de pacientes
fueron iguaimente exitosos. Es importante aclarar acerca del mecanismo de fa hidratacion def tefido por o
gel bioadhesivo. El agua del gel pudo proveer no mis que aproximadamente 1.6 g para hidratar el tejido
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en un periodo de 3 a 4 dias. Claramente, I mayor cantidad del fuido tuvo que provenir de fa ved vaseular
del tejido. Sarrel, utifizando nna téenica con un velocimetro faser, encontro que ¢f gel bioadhesivo
incremento el flujo sanguinco en un 25%, aumentanto en consecuencia la transudoracion del fluido
vaginal *

ry . . {1
Tabla tl. Prevalencia de la resequedad vaginal: aumento con la edad™

s Bdadio o oo Mujeres afectadas (%)
50 (723) 52

60 (717) 65

70 (324) 77

7.3.2 Vaginosis bacteriana. La vaginosis bacteriana no es una infeccion verdadera. La flora nonmat,
dominada por lactobacilos, es remplazada por una combinacion de flora anaerobica incluyende
Gardnerella vaginalis y Mycoplasma homonis. Normalmente, Gardnerella, encontrada en vaginosis
bacterianas, es un patogeno no invasivo que coloniza células epiteliales descamadas. Los signos
principales de la vaginosis bacteriana incluyen: a) pH vaginal mayor de 4.7, b) incremento en la cantidad
de una descarga grisicea, homogénea y fluida y ¢) prueba olor amina positiva. Bl olor caracteristico a
pescado es aumentado por adicion de hidroxido de potasio a fa descarga. El pH alcatino libera ciertas
aminas incluyendo putrescina, cadaverina y trimetifamina.

De hecho, como el semen ¢s alcalino, ta mujer con vaginosis bacteriana frecuentemente se queja de una
mayor produccion de olor a pescado después del acto sexual. Ei tratamiento de la vaginosis bacteriana es
tratado con metronidazol. Normalmente, cf tratamicnto origina una colonizacion por Candida después det
mismo.

Como os sabido, un gel bicadhesiva puede bajar drdsticamente ¢l pH. Es de esperarse que con la
aplicacion del gel el olor a pescado sea inmediatamente climinado, debido a que las poliaminas serian
convertidas a sus sales no volatiles, Ademas, ¢ mantener un pH dcido por un periodo extenso de tiempo,
promaveria el retorno de la flora normat.*

Por otra parte, fa tendencia actual en ef tratamiento de las infecciones es obtener una terapia to mis corta
posible pero con una dosis efectiva de la sustancia activa. El primer requisito es importante porque en
terapias de larga duracidn muchos pacientes interrumpen el tratamicnto antes de finalizarlo. Loenderstoot
y col. compararon una terapia de dosis sencilla de una tableta vaginal con el tratamiento de seis dias con
tabletas vaginates. Para una dosis sencitta usaron una tableta de clotrimazol de S00 mg, mientras que, para
el tratamiento de seis dias emplearon tabletas de clotrinazol de 100 mg. Una semana después del
tratamiento, los resultados fueron ligeramente mejores con fa terapia de wna dosis sencilla que con la
terapia de seis dias. Cuatro semanas despucés de los tratamientos los resultados fueron inversos La
diferencia en los resultados después de una o cuatro semanas pudo ser debida a una wayor tendencia
hatia recaer despuds de fa terapta de dosts simple. Puede considerarse que ambos tratamientos dieron
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resultados favorables. En relacion con el problema de aceptacion del paciente, el tratamiento con dosis
sencilla de 500 mg de clortrimazo! fué preferido.

7.3.3 Espermaticida y antiviral. La extensidn del efecto de un espermaticida tdpico, que ademis
presente una buena actividad antiviral, serin veatajoso en la prevencion de 1a concepeion y para evitar la
transmision de enfermedades sexuales.”

Nonoxinol-9 (N-9) es un espermaticida aprobado con fuerte actividad antiviral. Uno de sus
inconvenientes es sy elevada awtoasociacion en solucion acuosa, lo que reduce la concentacion de
fannaco libre. Sin embargo, tiene buena actividad como espermaticida y es activo contra los virus del
herpes y sida, asi como, para otras enfermedades de transmision sexual como clamidiosis y gonorrea.

Los espermaticidas topicos deben ser aplicados 10 minutos antes de cada acto sexual. Un espermaticida
topico que se mantenga localizado dentro de la cavidad vaginal de 1 a 3 dias seria una gran ventaja. Cabe
seiialar que, los espermaticidas tradicionales contienen entre 100 y 200 mg de N-9, ¢ incluso hasta 1g en
esponjas. Un gel bioadhesivo espermaticida con N-9 protegeria al cervix y al epitelio vaginal de las altas
concenraciones de N-9, sin dejar de ser efectivo como espermaticida.”

7.3.4 Absorcién de péplidos y proteinas. La investigacion dentro de las rutas de administracion o
parenterales, para [a entrega sistémica de péptidos y proteinas terapéuticamente activos, ha considerado
de gran importancia a las mucosas por no ser género especificas. Particularmente, la ruta vaginal puede
ser Util para Ja administracion de frmacos peptidicos y proteicos para el tratamiento de situaciones
relacionadas con la mujer. Desde luego, la vagina es permeable @ un amplio rango de compuestos,
inchiyyendo algunos péptidos y proteinas. En comin con otros sitios mucosos, un incremento en k
absorcion es necesario para mejorar 1a biodisponibilidad vaginal de las proteinas, las cuales presentan
dificultades a causa de sus altos pesos moleculares y caracter hidrofilico. La absorcion vaginal de péptidos

prolemas asi como, los factores que influyen sobre ta entrega de farmacos en modelos experimentales y
en mujeres, han sido recientemente revisados por Richardson e Ilham.”

El efecto de varios promotores sobre la absarcion vaginal en un modelo peptidico (insulina) ha sido
investigado en ratas por Richardson y col. Compuestos amfifilicos, incluyendo taurodihidrofusidato de
sodio, lauret-9 y lisofosfatidilcolina (LPC), aumentaron significativamente ta respuesta hipoglicémica de
insulina administrada vaginalmente, sin embargo, todos los sistemas mejorados moditicaron la histologia
mucosal. LPC se compono como une de tos mejores promotores, causando daito epitetial solo en capas
celulares superficiales.®

En otro estudio, Richardson y su equipo administraron, vaginalinente a ovejas, una solucion acuosa y un
polvo liofilizado con microesferas bioadhesivas de almidan. Ellos analizaron el efecto de la LPC sobre la
absorcion vaginal de insulina en ambas formulaciones. Mientras la absorcion vaginal de insuling a partir de
fa solucion fu¢ minima, Ia adicion de LPC resulto en un ripido munento de la insulina plasmatica y una
pronunciada caida en los niveles plasmiticos de glucosa. Es decir, la respuesta hipoglicémica de la
insuling, administrada v.q,malmemc fue mejorada por el uso de un sisterna a base de microesteras y por of
agente promotar LPC Y
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CAPITULO Il OBJETIVOS

GENERAL

- Realizar estlios del comportamiento bioudhesivo del Carbopol 934P (C934P) a mucosa vaginal
de cerdo parn determinar su uso potencial en formas farmacéuticas bivadhesivas vaginales y
aportar evidencias sobre su mecanismo mucoadhesivo.

PARTICULARES

- Determinar el efecto del pll sobre la fuerza de adhesidn del C934P a mucosa vaginal de cerdo ex
vivo,

- Evaluar la influencia del tamaiio de particula en el tiempo de residencia del C934P sobre mucosa
vaginnl de cerdo,

- Purificar moco vaginal de cerdo (mvp) y caracterizarlo mediante electraforesis y cuantificacion
de proteinas y carbohidratos.

- Realizar estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido para analizar el comportamienty
térmico del sistema bivadhesivo myp-CIP.

- Observar por medio de Microscopia Electrinica de Barrido lo imteraceion mucosa vaginal de
cerdo-C934P.
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CAPITULO 1) MATERIALES Y METODOS

1 Compuestos y reactivos

Carbopo! 934P (B. . Goodrich Co.), amablemente donado por Multiquim S.A. de C.V.

Marcadores de peso molecular SDS, serie MW-SDS-70 de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, US A )
El resto de los reactivos fueron grado analitico.

1.1 Tejido bioldgico

Las vaginas se obtuvieron aleatoriamente después del sacrificio de cerdas jovenes convencionales raza
Yorkshire (65-80 Kg).

2 Fuerza de bioudhesién

La fuerza de adhesion fué evaluada usando el método desarrollado por Aguilera y col ' empleando un
tensiometro de Du Nouy modificado.

Comprimidos de 500 mg de C934P se prepararon por compresion directa en una prensa hidradlica Carver
Press™ aplicando 2 toneladas métricas de presion durante 30 s; sus dimensiones promedio fueron de [.110
cm de diametro, 0.390 em de altura y 0.968 cm® de drea expuesta en cada una de sus caras. Los
comprimidos fueron eyectados 3 mm de la matriz que se adaptaria a la plataforma del tensibmetro y
humectados al exponer la cara cyectada en una solicion amortiguadora de fostatos 0.1 M, pH= 2-12
durante 10 min. La cara humectada se puso en contacto por 30 s (sin presionar) con el explante de
mucosa vaginal de cerdo (sin tratamiento previo) montada en la platina del tensiometro. Se gird el disco
del tensiometro a una velocidad constante de 0.5 Ufs. La lectura de fuerza de adhesion fué obtenida
cuando la tableta se separo de la mucosa; la tableta y ¢l tejido vaginal fueron usados en una sofa ocacion.
Cada expericncia fué realizada por triplicado para cada pli, desde 2 hasta 12,

3 Tiempo de residencia del C934P en mucosa vaginal de cerdo

En el estudio se utilizaron granulos de C934P obtenidos a partir de uma solucion al 10% del polimero que
fué secada a 60°C/48 hr. La capa de polimero obtenida despuds del secado se sometio a molienda (ntolino
Arthur H. Thomas™) y el polvo fué tamizado para obtener fracciones de corte de malla 20/40, 40/60 y
60/80 con diametros promedio de 631, 335 y 214 jum, respectivamente.

Ln esta fase del experimento se¢ empleo uia modificacion al método in sint propuesto por Ranga y Buri ™
Para determinar el tiempo de residencia se tomaron secciones de vagina de cerdas con un corte transversal



a fa alura det cuello cervicouterino. La seccion de vagina fué colocada en un soporte de plastico con un
dngula de inclinacian de 65°. Fueron espolvoreados sobre elfa, de manera uniforme, 500 mg de C934P de
un solo corte de malla y se hizo circutar una solucion amortiguadora de lactatos pt=4.5/ 0.1 M/ 37°C a
una velocidad de 11 ml/min durante 12 hr. En el extremo inferior de fa vagina se acondiciond una matla
con abertura 150 para retener el polimero eluido. A diferentes tiempos fueron colectados el polimero
retenido en la malla y una alicuota de 10 ml del recipiente receptor, ambas muestras se colocaron en un
pesafilire y fueron secados 60°C/96hr. Ef porcentaje de polimero eluido se determind por gravimetria. La
experiencia fué realizada por sextuplicado para cada corte de malla con su respectivo blanco.

4 Microscopia Electrénica de Barrido

Después de los estudio de fuerza de bioadhesion y tiempo de elucion del C934¥ fuerou tomadas seciones
con cortes transversales de mucosa vaginal (1 em X | cm) con presencia y ausencia del polimero para su
estudio mediante Microscopia Electronica de Barrido (Scan Electronic Microscope mod. JEOL-25-SIL).

5 Purificacién del moco vaginal

Se disectaron vaginas de cerdas, inmediatamente, después del sacrificio. Las muestras de moco crudo
lueron obtenidas, inicialmente, por perfusion en la vagina de 15 mi de solucion amortiguadora Sorensen
(pH=6.8, 0.1 M), seguido de un raspado de las paredes vaginales con varilla de vidrio para suspender el
moco adherido a fa mucosa.

Las células fueron separadas por centrifugacion a 514Xg/4°C/30 min. y el sobrenadante se filtro a través
de una membrana Millipore™ de 0.45 pm. Al filtrado le fueron adicionados 5 volimenes de etanol al
95.0% y se mantuvo a 4°C/12hr. El precipitado se separd por centrifugacion a 3200Xg/4°C/30 min. La
pastiffa fuc resuspendida en 40 mi de solucion Sorensen y dializada en una membrana con corte de 10-
14000 Da, dos veces en 900 ml de agua destilada durante 12 W/4"C. E! dializado s¢ cancentrd sobre
azicar hasta obtener un volumen finat de 2 a 4 mi. El extracto de moco vaginal purificado (mvp) fué
lavado 3 veces con acetona y almacenado a -20°C hasta su analisis.

6 Contenido de proteinas y carbohidratos en el mvp

El contenido de proteinas y carbohidratos en el mvp fucron determinados por tos métodos de Bradford® y
fenol-sutfirico,?” respectivamente.

7 Andlisis electroforético

El corrimiento electroforético del mvp se realizo con el sistema Laemnili®, utilizando el gel concentrador
al 4.0% en amortiguadar Tris-HC! 0.125 M, 0.1% SDS, ptl 6.8 y el gel de corrida al 12.5% en

amortiguador Tris-HC1 0.375 M, 0.1% SDS, pH 8.8. Ei amortiguador de corrida fué Tris 0025 M-glicina
0.192 M, 0.1% SDS, pH 8.3. La corrida se realizo a 35 mA de corniente constante durante 35 min, con



preelectroforesis de 30 min y cambio de amortiguador previo a Ya iniciacion de la corrida. Las bandas
fueron reveladas por tincion con nitrato de plata y contrateiiidas con azul de Coomassie, previa digestion
de la muestra. Se utilizaron marcadores de peso molecular miosina (205 KD), f-galactosidasa (116 KD),
albiimina bovina (60 KD), ovoalbimina (45 KD) y anhidrasa carbonica (29 KD)

8 Andlisis térmico

Il estudio del comportamiento térmico se realizd a mezelas de C934P-mvp y a los componentes puros.
La preparacion de las muestras se realizb de la siguiente manera: mezclas fisicas de 20 mg de mvp con
C934P en proporciones de 25:75, 50:50 y 75:25, respectivamente, se disolvieron en 0.2 il de solucian
amortiguadora de fosfatos pH= 6.0, 0.2 M y fueron liofilizadas. E! comportamiento térmico de cada
muestra se analizo por Calorimetria Diferencial de Barrido de 50-300°C a una velocidad de 20°C/min
(calorimetro Perkin Elmer, mod. DSC-7). Las sustancias puras con el mismo tratamiento también fueron
preparadas y analizadas bajo las mismas condiciones.

Debido a que podria existir fa probabilidad que durante ¢l analisis térmico ocurriera una fusion con
descomposicion, las muestras de C934P y mvp se fes reafizd una segunda corrida. Es decir. después de
haber realizado ¢l primer barrido térmico, fa muestra fué enfriada y se procedio a hacer un segundo
barrido a las mismas condiciones.

Para cerrar ¢f estudio y confirmar si el comportamiento térmico del mvp iba acompaiado de una -

descomposicion con desprendimiento de gases, se procedio a realizar un andlisis termogravimétrico de 0-
1000°C a una velocidad de 20°C en el mismo calorimetro.
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CAPITULO IV RESULTADOS

1 Fuerza de bioadhesién

Los resultados de la relacion entre el pH y la fuerza de bioadhesion del C934P se muestran en la Figura
13. Puede apreciarse que el pH del medio tiene una influencia importante sobre la fiierza de bioadhesion

del polimero.
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Figura 13. Influencia del pH sobre la fuerza de adhesion del Carbopol 9341
a mncosa vaginal de cerdo

2 Tiempo de resldencia del C934P en mucosa vaginal de cerdo

El comportamiento de elucion de los granulos de C934P sobre mucosa vaginal de cerdo se presenta en la
Figura t4; en la grafica puede apreciarse la influencia que tiene el tamafio de particula del C934P sobre el
tiempo de residencia. La Tabla IV muestra las contantes de velocidad de eliminacion para los distintos
tamaiios de particula; fa determinacion se realizé por medio de un analisis de regresion, tomando como
constante de eliminacion el valor de la pendiente.
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Figura I4. Tiempo de residencia del Carbopol 934P a mucosa vaginal de cerdo

Tabla IV Constantes de velocidad de eliminacion de granudos de Carbopol 934P
mucosa vaginal de cerdo in situ

~10/20 “5.02 0.29
2040 719 0.29
40060 293 0.24

3 Microscopia Electronica de Barrido

La exploracion de la mucosa vaginal por medio de Microscopia Electronica de Barrido permitio observar
las interacciones fisicas entre la mucosa vaginal y ef C934P.

Las imagenes tomadas de la mucosa vaginal después de la evaluacion de fuerza de adhesion (a pH=6.0) se
suestran en las microfotografias de la Figura 15,

R



En la Figura 16 se observa el estudio a explantes de mucosa después de haber realizado la prueba de
tiempo de retencion de granulos de C934P. Las microfotografias 15a y 15b son diferentes acercamientos
en fa superficie de fa mucosa con presencia de C934P, mientras que, las 15¢cy | 5d son tomas de Ia vagina
de referencia (experiencia realizada en ausencia de C934P).

4 Purificacién del moco vaginal

Con la técnica de triple extraccion con acetona se obtuvo el moco vaginal purificado para realizar los
estudios subsecuentes. Su caracterizacion puede observarse en la Tabla V.

El analisis electroforético permitio identificar 2 de las proteinas que se encuentran en mayor cantidad en ef
moco vaginal, sus pesos moleculares correspondieron a 26.2 y 28.5 KD (Figura 17).

S Andlisis térmico

Los comportamientos térmicos caracteristicos, de las muestras de C934P-mvp, C934P y mvp, obtenidos
del estudio de Calorimetrla Diferencial de Barrido estan mostrados en la Figura 18. El mvp presentd dos
picos caracteristicos a 130.40 y 133.04 °C; para el caso del C934P se aprecia un pico exotérmico entre
180 y 200 °C. En las mezclas de C934P-mvp se nota una desaparicion de los picos caracteristicos de las
sustancias puras.

Los resultados de la segunda corrida al mvp y de su comportamiento en ¢l analisis termogravimétrico
pueden apreciarse en la Figura 19

-



(b)

Figura 15. Microfotografias de la interaccion fisica entre la mncosa vaginal de cerdo y el Carbopol
934P después de la separacion en la evaluacion de fuerza de adhesion a pH + 6.0. Depdsitos del
polimero sabre la mucosa que demuesiran la adherencia del C934P, (a, 450X). Polimero anclado sobre
los bordes de los pliegues vaginales dando Iugar a enlaces mecanicos mucosa-polimero (b, 3000X).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 16. Microfotografias de la distribucion de granulos de C934L sobre mucosa vaginal de cerdo
después de la prueba de retencion. Particulas del polimero atrapadas en los pliegnes vaginales (a,
450X; b, 700X). Mucosa vaginal de referencia que muestra cristales de solucion amortignadora en su
superficie (¢, 700X; d, 2000X).
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Tabla V. Caracteristicas del moco vaginal purificado

ropiedad S Deseripeion -
Rendimiento 1.5617g/13 vaginas
Apariencia Polvo blanco
Contenido de proteinas * 3I0%
Contenido de carbohidratos” 69.0%

Método de Bradford”; ® niétodo con fenol-sulfirico ©

Peso molecular

1000000+

miosina

A = 5.5667
B =-1346
r=09924

fi-galaclosamina

albomina bovina

ovoalbGminoe
anhidrasa carbénica
proleina 26.2 KD
proleina 28 5 KD

! Ligura 17, Curva de mer

cadores de peso molecular
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Figura 18. Termogramas de muestras resuspendidas y lofilizadas de moco vaginal purificado (a),

Carbopol 934P (b) y mezclas de moco vaginal purificado:Carbopol 934P en proporciones 25:75, 50:50

y75:25 (c, d y e, respectivamente).
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Figura 19. Termograma del segundo barrido térmico del moco vaginal purificado después del
enfriamiento de la primera corrida (), Termogravigrama del moco vaginal purificado (b).



CAPITULO V ANALISIS DE RESULTADOS
Y DISCUSION

En la Figura 13 podemos observar la gran influencia que tiene el pli sobre la fuerza de adhesion del
€934P. En la region de pH entre 4.5 y 6.0 encontramos las mayores fuerzas de adhesion, con un maximo
a pH=5.8; mientras que, a vatores de pH alcalinos hay una caida en la adhesion con un winimo a pH=9
En general, la fuerza de adhesion fué mayor en medio dcido que en alcalino. La explicacion del
comportamiento anterior se relaciona con varios factores:

Primero, la hidratacion de un coloide resulta en la relajacion de sis cadenas molecutares, las cuales son
capaces de liberar sus sitios adhesivos para darles la posibilidad de crear enlaces; es decir, el hinchamiento
del C934P ocasiona una mejor relajacion de sus cadenas permitiendo su difusion (interpenctracion) a
través del moco. Debemos recordar que ef hinchamiento es un fendnieno dependiente de la naturaleza de
este polimero, el cual, tiende a absorber mayor cantidad de agua por encima de su pka''. Smart y col
midieron el hinchamiento del dcido poliacrilico a diferentes valores de pH, obteniendo que en condiciones
acidas, por encima de pH 4, el hinchamiento del polimero se incrementaba lgeramente y continuaba
aumentando hasta valores de pH entre 6 y 7, la disminucion fué detectada a valores de plH alcalinos’. Bl
proceso de hidratacion del polimero se explica por el modelo de equilibrio membranal de Donnan: el
C934P esta formado por macromoléculas con numerosos grupos funcionales hidrofilicos (carboxilo) que
pueden formar enlaces hidrogeno; la presencia de sus cargas fijas en la red macromolecular establece una
fuerza o presion de hinchamiento, originada por una presion osmotica, la cual es ta fuerza direccional que
transporta el agua al interior del gel polimérico desde la zona mas diluida del seno de fa solucion, ™+
S partiendo del hecho que, el C934P es acido poliacrilico entrecruzado con alilsacarosa (pka=4.74) *,
resuita sencillo relucionar los valores de hinchamiento obtenidos por Smart y tos datos de fuerza de
adhesion de nuestro trabajo. Evidentemente, estamos atribuyendo que el hinchamiento fué una de los
factores que influenciaron de manera definitiva sobre ta adhesion del polimero. La relajacion en las
cadenas def potimero, favorecida a valores de pH por encima del pka, permitio su difusion a través del
moco y el establecitniento de entaces adhesivos entre los grupos funcionales de ambos hidrocoloides. A
pH mayor de 8, existe un mwarcado hinchamiento del C934P y esperariamos encontrar aumento cn
fuerza de adhesidn, sin embargo, los resultados fueron contrarios; lo anterior se debi¢ porque en medios
nuy alcatinos ¢l polimero presenta una sobrehidratacion de sus cadenas y una relajacion exagerada que
ocasiona la fomacion de un mucilago resbatadizo que carcce de propiedades adhesivas, tal especie ya ha
sido identificada en otros estudios por Smart y Chien “*. No obstante, ta sobrelidratacion def polimero es

un fendmeno que dificiimente puede dasse, principalmeute, por la poca dispounibifidad de agua en
mucosa vaginal,

Segundo, acorde a la teoria de fractura ¢ interpenetracion, propuesta por Peppas y Ponctie™, es factible
fa formacion de enlaces quimicos entre e} moco y el polimero. La ionizacion negativa del moca & un pH
mayor de 2.8 * permite establecer ¢nlaces con los grupos carboxilo det polimero que se encuentran
ionizados negativamente a valores de pH por encima de su pka. En medios ligeramente icidos tas
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interacciones quimicas favorecen la adhesion del polimero y el moco, mientras que, en wmedios muy
alcalinos ambos se encuentran ionizados negativamente, por lo tanto, este factor no contribuye a la
adhesion, resultando en una disminucion de ta fuerza adhesiva, hecho claramente tlustrado en nuestros
resultados.

Tercero, fa formacion de enlaces mecanicos debidos a fa inchusion del material bioadhesivo en los pliegues
del tejido, es otre factor que colabora a la fuerza de bioadhesion. La rugosidad de ta vagina, originada por
los pliegues que forman la mucosa, son sitios ideales para formar este tipo de enlaces”. Las
microfotografias de la Figura 15 muestran las interacciones fisicas que se dan entre la mucosa vaginal y ¢l
C934P, En ambas imagenes se aprecia polimero depositado después de la separacian del coinprimido y la
mucosa. Ademas, es posible observar (Figura {5b) algunas zonas donde el polimero estd anclado a la
superficie de los pliegues mucosales, to cual, debio haber sucedido porque la hidratacion del CO34P
permitio un mejor desplazamiento y distribucion de las cadenas poliméricas sobre Ia superficie de la
mucosa. Este tipo de interaciones incrementan la fuerza de adhesion,

En resumen, la influencia det pH pudo explicarse por el diferente grado de relajacion de las cadenas
poliméricas a cada pH y por su capacidad de interpenetracion en la red de moco (difission de las cadenas
poliméricas). Otros factores que intervinieron son la formacion de enlaces fisicos y quimicos entre el
sustrato biologico y ¢! polimero.

Por ultimo, como la region de pH entre 4.5 y 6.0 fué donde se obtuvieron las mayores fierzas de
adhesion, es de esperarse que, el C934P presente una buena adhesion a la mucosa vaginal (pH=4.5) al ser
formulado en formas farmacéuticas vaginales,

El comportantiento de elucion del C934P es un parametro importante para determinar como afecta el
tamaflo de particula del polimero en su estancia sobre la mucosa vaginal. Para el andlists partiremos de los
datos presentados en la Tabla IV y Figura 14,

De mancra general, puede apreciarse dque en los primeros 60 minutos se encuentran las diferencias mas
significativas en {a climinacion de los granulos. En el periodo de 0-60 min fueron eliminados 64.0, 252 y
56.0 % de los granules para los cortes de 40/60, 20/40 y 10/20, respectivamente. Las constantes de
velocidad de eliminacion presentaron el siguiente orden K% )Kj,”'”” )1\',’,“”” , es decir, para el corte
10/20 se elimind una mayor cantidad de polimero por unidad de tiempo

Para tiempos posteriores a los 60 min, las K, presenta valores muy semejantes, lo cual, significa que la

cantidad de polimero eliminado a cada tiempo fué muy similar para todos los grinulos de C934p,
independientemente de su tamafio de particula.

L.os resultados hacen suponer que ¢l periodo critico para una mejor interaccion y posible permanencia det
€934P sobre la mucosa vaginal se esté dando en los primeros 60 min. Para explicar el comportamicnto
anterior es necesario refacionar dos fenomenos importantes: la velocidad de hinchansiento y el drea de
exposicion de las particidas de C934P. '

Los granulos 40/60 presentan un drea de exposicion mayor que tos granulos 20/40 y 1020, ello favorece
que su distribucion sobre los plicgues de la mucosa vaginal sea mas, permitiendo una mejor superficie de
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contacto mucosa-polimero. Sin embargo, ¢l tamafio de particula también influye sobre la velocidad de
hidratacion del polimero, a menor tamafio bay un aumento en fa velocidad™. Evidentemente, esto implica
que los grinulos 40/60 tuvieron una mayor velocidad de hidratacion que origind su solubilizacian del
polimero, lo que contribuyd a la rapida eliminacion del polimero.

En sintesis, la fraccion de polimero que permanecio en contacto con la mucosa por largo tiempo, fué
aquella que interacciond desde un inicio con el tejido porque tuvo la oportunidad de fnterpenetrar y
establecer enfaces adhesivos quimicos y fisicos con el moco y I mucosa, respectivamente; ef resto def
prolimero {ué eliminado rapidamente debido a su solubilizacion.

Para las particulas 10/20, debido a su mayor tamaiio de particula, pudo ser factible una pobre distribucian
y la farmacion de “puentes” entre las granulos del C934P y los pliegues de la mucosa vaginal. La falia de
interaccidn mucasa-polimero trajo consigo la tacil eliminacion del polimero sabrepuesto; debemos
recordar que la hidratacién del polimero praviene de la superficie de la mucosa hacia ¢l lumen. Para este
caso, la velocidad de hidratacion no fué el factor decisivo, sino la escasa interaccion palimero-mucosa,
aunque fa poca hidratacion de los granulos de polimero menos expuestos a la mucasa, en los tiempos
iniciales, limitd la cohesion entre las particulas y favorecio su eliminacion.

Los granulos con el corte 20/40 presentaron tamaiio y area de exposicién intermedios con respeeto a los
atros cortes, por lo que, los factares que anteriormente desfavorecian la permanencia de fos granulos de
C934P sc vieron atenuados en sus efectos sobre las particulas de este tamaiio. Es decir, la falta de
distribucion y la gran velocidad de hidratacion (para fos cortes 10/20 y 40/60, respectivamente) se vieron
contrarrestados por ¢l tamaito de particuls, dando lugar a una permanencia més prolongada del C934p
corte 20/40 sobre fa mucosa vaginal de cerdo.

Un aspecto mas que debemos hacer notar es el efecto protector de fa mucosa vaginal sobre fa velocidad
de hidratacion del C934P. Aguilera y col.' determinaron in vitro que la solubilizacion del C934P se
presentaba después de 10 min, lo cual, contrasta totalmente con el comportamiento in situ que uvo ¢l
polimero durante nuestra experimentacion, ya que, después de 60 min ¢l polimero ain permanccia sobre
la vagina. Lo anterior hace suponer que tanto fa mucosa como ef moco tienen un efecto protector sobre el
polimero, lo cual, deriva en el retraso de la solubilidad del misma.

Resumicendo, los granulos con didmetro promedio de 335 pm  fueron los que tuvieron el tamafio ideal
para poder ser formuladas en una forma farmacéutica vaginal y permanecer por mis tiempo en la vagina.

En lo que refiere al andlisis biofisicoquimico del mvp (Tablas V y Figura 17) se obtuvieron caracteristicas
muy impertantes que penmiten realizar un analisis integral y mas compteto de la interaccion mvp-C934p

Las contenidos de proteinas y carbohidratos en ¢l mvp fueron del 31.0 y 69.0 %, respectivamente. {.a
presencia de estas macromoléculds en el extracto es un dato de gran importancia porque refleja que, con
¢l proceso de purificacién realizado, se logré abtener un concentrado con los principales componentes del
meco vaginal que interaccionan con el polimero durante fa mucoadhesion, las proteings, dichys
compucstas pudieran tener un caricter glucoproteica, puesta que, se han determinado en otros sistentas **

Con respeeto a los lipidas, en la Figura 18a se muestra que no existe evidencia de algin pico de fusidn en
la region de transicion fipidica, 70-100°C” Tal hiecho confirma que el tipo de purificacion fué el adecaado
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para nuestros propadsitos. Inicialmente, se planeé evitar la p‘rc"sc‘:ncin de los componentes lipidicos en el
mvp con el fin de que la asociacion glicoproteinas-cadenas poliméricas, en estudios posteriores, tuvieran
una interaccion mas directa, y asi, evitar algiin tipo de interferencia por los lipidos presentes, debido a que
pueden formar emulsiones cstables con el C934P . La eliminacion de los componentes lipidicos se
efectud en la etapa de precipitacion con etanol.

En el patron electroforético se obtuvieron dos bandas sencillas que correspondieron a proteinas con pesos
moleculares de 26.2 y 28.5'KD (Figura 17). La presencia de, Unicamente, estas dos proteinas podria
deberse a que eran los componentes mas abundantes del moco. La importancia de su caracterizacidn es
porque, posiblemente, participen en la mucoadhesion vaginal del C934D.

En el estudio del comportamiento térmico, la Calorimetria Diferencial de Barrido fué usada cono una
lerramienta para probar las interacciones entre los componentes del mvp y el C934P

El barrido térmico del mvp (Figura [8a) presenta dos picos de fusion definidos a 130.4 y 133.0 °C, los
cuales se encuentran préximos al intervalo de transicion proteica citado por algunos autores’ (150-
170°C), posiblemente, se trate de fas proteinas de 26.2 y 28.5 KD, respectivamente. La mejor definicion
en ¢l pico de [a proteina de menor peso olecular se debid a que se encontraba en mayor concentracion,
como lo mostrd la mayor intensidad en la tincion de su banda de separacidn durante la electroforesis. {.a
proximidad en los picos de fusion de las dos proteinas se relaciona directaniente a la cercania de sus pesos
moleculares

En la region que comprende de 180-210 °C se observan varios picos no definidos correspondientes a la
transicion térmica de los carbohidratos, muy probablemente, mucilagos derivados de dcido sialico.

Para tener un anlisis mis completo del comportamiento térmico del mvp se realizd una segunda corrida
de fa muestra después de enfriarla. En el termograma (Figura 19a) desaparecicron los picos caracteristicos
antes mencionados, esto hace suponer que la fusion va acompaiiada por descomposicion. Para corroborar
este ltimo punto se aplico un andlisis termogravimétrico (Figura 19b), donde, pudinos apreciar que
cerca de la zona de transicion proteica hay una pérdida considerable en la masa de Ia muestra, y mas
adelante, cerca de la zona de transicion de carbohidratos, aparece otra caida significativa de la masa. Esto
hace suponer que el proceso de fusion-descomposicion va acompafiado del desprendimiento de gases,
cabe agregar que, durante ef estudio se detectd un olor caracteristico a caramelo, muestra inequivoca de
la hidrolisis de los carbohidratos.

Ef termograma del C934P (Figura 18b) muestra séfo una pequefia zona transicion térmica cerca de los
180-200 °C, el resto de su comportamiento puede considerarse constante. Su temperatura de transicion
vitrea no se aprecia en la corrida, ya que, se encuentra después de fos 500 °C. *

Con respecto a las muestras de mvp-C934P a diferentes proporciones (Figuras 18¢, d y ¢), se puede
apreciar que en todos los casos hay una desaparicion de los picos de fusion que aparccian cn el
termogramna de mvp (1304 y (33.0 °C). Ademis, la zona de transicion de los carbohidiatos se va
atenuando a medida que {a proporcion de C934P se incrementa. Esto hace pensar que pudiera darse una
interaccion en fa cual se asacian componentes del mvp y el C934P. La desaparicion del pico pudo
deberse, entre otras cosas, a que el C934P modifico el arreglo de las proteinas, lo que corrobora que debe
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de existir algin tipo de asociacion entre glucoproteinas y cadenas poliméricas que hiacen que ¢l complejo
moco-polimero se compaorte como una especie independiente con caracteristicas propias.

Evidentemente, la interaccion glucoproteinas-cadenas poliméricas es el componente que aporta mas a las
caracteristicas adhesivas del complejo moco-polimero y es la entidad a partir de la cual se gobierna ef
comportamiento bioadhesivo de los polimeros. El presente trabajo, presentd evidencias que hacen
suponer la existencia de una interaccion entre las glucoproteinas del moco y el C934P, sin embargo, fa
naturaleza de ésta y el nivel al cual se desarrolla no es posible clarificarlos.

La evidencia de asociacion mvp-C934P en un buen indicio en el estudio del mecanismo bioadhesivo
porque con posteriores aportaciones nos Hevard a delimitar las caracteristicas necesarias de un polimero
para una buena bioadhesion, ya sea, en polimeros existentes o de nueva sintesis.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES

- Bl comportamiento bioadhesivo del C934P sobre la mucosa vaginal de cerdo fué optimo en un intervalo
de pH eutre 4.5 y 6.0, donde, presentd las mayores fuerzas de adhesion; mientras que, las particulas con
didmetro promedio de 335 pm tuvieron la mejor retencion, Ambas resultados sugieren que el C934P ¢s
un buen excipiente para formularse en formas farmacéuticas bioadhesivas con aplicacion vaginal.

- La pérdida de la transicion de fase proteica en el estudio de Calorimetria Diferenciat de Barrido, al ser
mezclados mvp y C934P, puede ser un indicativo de la formacion de una asociacion entre las proteinas
aisladas (pesos moleculares de 26.2'y 28.5 KD) y las cadenas poliméricas. A fin de determinar el tipo
de interaccion existente, en estudios posteriores, serd necesario purificar la fraccidn proteica y analizar
su interaccion fisicoquimica con el C934p,
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