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RESUMEN

El principal objetivo de este estudio fue preparar un parche bucal mucoadhesivo mediante
el método de evaporacion de disolvente y su posterior optimizacién utilizando un Disefio
Central Compuesto, para proponerlo como un sistema innovador en la entrega unidireccional
de Tartrato de Metoprolol y como una alternativa a la via oral en el tratamiento de la
Hipertension Arterial. Se evaluaron los efectos de la concentracion de Quitosano y Pluronic®
F-127 sobre las siguientes variables de respuesta: masa, espesor, pH de la superficie,
resistencia al plegado, humedad, contenido quimico, fuerza y tiempo de mucoadhesion ex
vivo, hinchamiento y liberacion in vitro. Para lograr la liberacion unidireccional del farmaco se
empled una pelicula impermeable de Etilcelulosa. A la formulacion optima se le determinaron
sus propiedades mecanicas y se sometid a estudios de permeacion ex vivo en celdas verticales
de difusion tipo Franz, empleando mucosa bucal de cerdo como modelo. Se encontrd que los
valores dptimos de las respuestas se pueden obtener a concentraciones de 2.76 % p/v de
Quitosano y 2.42 % p/v de Pluronic® F-127. De esta manera, la formulacién 6ptima present6
propiedades fisicoquimicas adecuadas, con una fuerza y tiempo de mucoadhesion ex vivo de
3.25+0.83 N y 342.67+17.21 minutos respectivamente, una constante de liberacion in vitro
(Kp) de 0.044 min? y un hinchamiento (k) de 2.28 min™. En cuanto a sus propiedades
mecénicas, se observo una resistencia a la traccion de 10.92+1.61 N y una elongacion del
36.52+13.88 %, un indicativo de su adecuada resistencia, flexibilidad y elasticidad. En los
estudios de permeacion ex vivo se obtuvieron valores de Flujo (J) de 3.23+0.21 mg/cm?, con
un coeficiente de permeabilidad (Kp) de 0.672+0.0044 cm?h y un tiempo de latencia (T.) de
1.07+0.09 horas, por lo que el parche ideal debe medir 5.35 cm? para alcanzar concentraciones
terapéuticas. Los estudios de Microscopia Optica evidenciaron la estabilidad fisica de la
formulacién éptima en funcién del tiempo. Los resultados anteriores sugieren que los parches
bucales mucoadhesivos obtenidos son una potencial y novedosa alternativa a la via oral en el
tratamiento de la Hipertensién Arterial.

Palabras clave: Parche bucal mucoadhesivo, Disefio Central Compuesto, Tartrato de
Metoprolol, Hipertension Arterial.

Xi




INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La Hipertension Arterial (HTA) es un padecimiento cronico de etiologia variada que se
caracteriza por el aumento sostenido de la presion arterial (PA), ya sea sistdlica (PAS),
diastdlica (PAD) o de ambas [1]. En pacientes hipertensos el control es muy bajo y se estima
para los proximos afios una prevalencia global en la Republica Mexicana del 30.05% [2]. Es
considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como la primera causa de muerte a nivel
mundial, con cifras cercanas a 7 millones de personas al afio, reduciendo la esperanza de vida
entre 10 y 15 afos [3]. Un reporte de la American Heart Association en el 2014 establece que
la HTA es el principal factor de riesgo poblacional para presentar enfermedades
cardiovasculares con un 40.6 % [4]. La incidencia tan alta entre la HTA y enfermedades
cardiovasculares representa un problema de salud publica, por lo que se pretende hacer mas
énfasis en el control de los pacientes hipertensos. El tratamiento a largo plazo puede resultar
en un incumplimiento por parte del paciente con formas farmacéuticas convencionales como
los comprimidos, debido a una mayor frecuencia en la administracion [5]. Esto permite sin
duda una oportunidad para administrar agentes antihipertensivos a traves de una ruta diferente
a la oral.

La industria farmacéutica ha mostrado particular interés en sistemas de administracion
novedosos que mejoren las propiedades de los farmacos, asi como la aceptacién por parte de
los pacientes [5]. Sin embargo, a pesar de los avances tecnolégicos, la via oral sigue siendo la
preferida debido al bajo costo y facilidad de administracion [6]. Existen barreras significativas
que se imponen a la administracion de farmacos por esta via, principalmente el efecto de
primer paso hepético y la degradacion del farmaco en el tracto gastrointestinal [7]. En
consecuencia, otras rutas de absorcion estdn siendo consideradas como sitios potenciales,
incluyendo la mucosa bucal, la cual ofrece claras ventajas sobre la administracién oral. Entre
las mas importantes se encuentran: un inicio rapido y prolongado del efecto terapéutico,
efectos secundarios reducidos, biodisponibilidad mejorada, mejor cumplimiento del paciente y
un mejor control de la terapia [6-7]. La mucosa bucal se caracteriza por tener un rico
suministro de sangre principalmente derivado de la arteria carétida externa y una
permeabilidad relativa, lo que ofrece una ruta atractiva para lograr un efecto sistémico [7]. La
mucoadhesién es la capacidad de los materiales para adherirse a las membranas mucosas del
cuerpo y proporcionar una retencion temporal [8-9], propiedad que ha sido ampliamente
utilizada para mejorar la biodisponibilidad de farmacos [10].

Existen diferentes métodos para la preparacion de parches bucales mucoadhesivos en donde
se incorporan polimeros naturales o sintéticos que funcionan como matriz, agentes
plastificantes para mejorar las propiedades mecénicas de las peliculas y promotores de
permeacion para incrementar el paso de farmacos a través de la mucosa bucal [11-12]. El
método de evaporacion de disolvente es el mas empleado en investigacion debido a la
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facilidad del proceso y el bajo costo que implica en un laboratorio, el cual consiste
basicamente en la preparacion de una solucion polimérica, su deaireacion, moldeo y
evaporacion del disolvente [13-14]. Los polisacaridos representan una importante clase de
biomateriales y entre los mas importantes se encuentra el Quitosano (CS), proveniente del
exoesqueleto de los crustaceos que se obtiene por desacetilacion de la quitina y es el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa [15], es biodegradable,
biocompatible y no toxico [16-17]. Este material es una alternativa para disefiar formas
farmacéuticas mucoadhesivas debido a su caracter cationico [18]. Los farmacos
antihipertensivos [-bloqueantes (BB) como el Tartrato de Metoprolol (TM) presentan
inconvenientes como administracion frecuente, extenso metabolismo de primer paso y
biodisponibilidad oral variable (30-50%) [19], por lo que es un candidato ideal para este tipo
de sistemas de administracion de farmacos.

El presente trabajo tiene como objetivo la obtencion de un parche bucal mucoadhesivo para
la entrega unidireccional de TM mediante el método de evaporacion de disolvente,
posteriormente su caracterizacion fisicoquimica, evaluacion in vitro — ex vivo y optimizacion
de su desempefio, con la finalidad de proponerlo como una novedosa alternativa a la via oral
en el tratamiento de la HTA.
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2.1. HIPERTENSION ARTERIAL

2.1.1. Definicién

Desde un punto de vista préctico, la HTA puede ser definida como el incremento sostenido
de la PAS/PAD vy la mayoria de las autoridades (OMS, Secretaria de Salud) consideran la PA
de 140/90 mm Hg como “hipertensiva” [20].

2.1.2. Clasificacion de la presion arterial en adultos

La Tabla 1 contiene la clasificacion de los niveles de PA de acuerdo a la British
Hypertension Society. En esta clasificacion se considera como PA Optima a los valores de
PAS menores a 120 mm Hg y PAD menores a 80 mm Hg. La HTA grado 1 o leve corresponde
a valores de PAS entre 140-159 mm Hg y PAD entre 90-99 mm Hg. De igual forma, valores
de PAS y PAD mayores o iguales a 180 y 110 respectivamente corresponden a un cuadro de
HTA grado 3 o severa.

Tabla 1. Clasificacion de los niveles de presion arterial en adultos [20].

Categoria PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Presion arterial 6ptima <120 <80

Presion arterial normal <130 <85

Presion arterial alta-normal 130-139 85-89
Hipertension grado 1 (Leve) 140-159 90-99
Hipertension grado 2 (Moderada) 160-179 100-109
Hipertension grado 3 (Severa) >180 >110
Hipertension sistélica aislada (Grado 1) 140-159 <90
Hipertension sistolica aislada (Grado 2) >160 <90

2.1.3. Clasificacion de la presion arterial en nifios y adolescentes

La HTA del adulto tiene sus origenes en la infancia, de hecho se ha demostrado que los
valores de PA en la infancia influyen en los valores de la edad adulta [21]. Segun los criterios
del Task Force for Blood Pressure in Children [22], en nifios, la PA normal se define como
una PAS y PAD inferiores al 90 % para el grupo de edad, sexo y talla correspondiente. Por
otra parte, la HTA se define como una PAS y/o una PAD que de forma reiterada se mantiene
en el 95 % o por encima de este. Se considera que los nifios que presentan valores promedio
de PAS o de PAD iguales o superiores al 90 % pero inferiores al 95 % tienen una PA normal-
alta. Asimismo, se considera que los adolescentes con un valor de PA>120/80 mm Hg, incluso
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aunque esté por debajo del 90 %, también tienen PA normal-alta. En la Tabla 2 se muestra la
clasificacion de la HTA en nifios y adolescentes.

Tabla 2. Definicion y clasificacion de la hipertension en nifios y adolescentes [21].

Clasificacion % PAS y/o PAD
Normal <90
Alta-Normal >90 y <95

>120/80 mm Hg, incluso cuando esté por debajo del 90% en
adolescentes

Hipertension grado 1 95-99 + 5 mm Hg

Hipertension grado 2 >99 + 5 mm Hg

2.1.4. Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacoldgico debe ser individualizado de acuerdo a los valores de la PA 'y
el nivel de riesgo de cada paciente, y se deben tomar en cuenta los factores de riesgo
cardiovascular asociados asi como la coexistencia de otras condiciones clinicas [23]. En la
Tabla 3 se resume el manejo de la HTA en adultos y en la Tabla 4 se muestran los farmacos y
sus dosis recomendadas en nifios y adolescentes.

Tabla 3. Manejo de la presion arterial en adultos [24].

Clasificacion Terapia inicial con farmacos
SIO CIO
Normal Ningun farmaco antihipertensivo ~ Farmacos para indicaciones
Alta-normal indicado. convincentes.
Hipertensién grado 1 Diuréticos tipo tiazida para la Farmacos para indicaciones
mayoria. convincentes
Se puede considerar IECA, BRA,  Otros farmacos
BB, BCC o combinaciones. antihipertensivos (diuréticos

IECA, BRA, BB y BCC)
segun sea necesario.
Hipertensién grado 2 ~ Combinacién de dos farmacos
para la mayoria (por lo general
diuréticos tipo tiazida, BRA,
IECA, BB, BCC)
SIO (Sin Indicaciones Obligatorias), CIO (Con Indicaciones Obligatorias), IECA (Inhibidores de la Enzima
Convertidora de Angiotensina), BRA (Blogueadores del Receptor de Angiotensina), BB (B-bloquentes) y BCC
(Bloqueadores de los Canales de Calcio).
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Tabla 4. Dosis iniciales recomendadas para distintos farmacos antihipertensivos
seleccionados para el tratamiento de la hipertension en nifios y adolescentes [21].

Clase Farmaco Intervalo
Diuréticos Amilorida 0.4-0.6 mg/Kg/dia q.d.
Cloratalidona 0.3 mg/Kg/dia q.d.
Furosemida 0.5-2.0 mg/Kg/dosis  q.d.-b.i.d.
Hidroclorotiazida 0.5-1.0 mg/Kg/dia qg.d.
Espironolactona 1.0 mg/Kg/dia g.d.-b.i.d.
Bloqueadores beta Atenolol 0.5-1.0 mg/Kg/dia g.d.-b.i.d.
adrenérgicos Metoprolol ~ 0.5-1.0 mg/Kg/dia q.d. (LP)
Propanolol 1.0 mg/Kg/dia b.i.d.-t.i.d.
Antagonistas de los canales de  Amlodipino  0.06-0.3 mg/Kg/dia
calcio Felodipino® 2.5 mg/dia
Nifedipino 0.25-0.5 mg/Kg/dia g.d.-b.i.d. (LP)
Inhibidores de la enzima Captopril 0.3-0.5 mg/Kg/dosis b.i.d.-t.i.d.
convertidora de angiotensina Enalapril 0.08-0.6 mg/Kg/dia
Fosinopril 0.1-0.6 mg/Kg/dia
Lisinopril 0.08-0.6 mg/Kg/dia
Ramipril® 2.5-6.0 mg/dia
Antagonistas de los receptores  Candesartan  0.16-0.5 mg/dia
de la angiotensina 1l Ibesartan® 75-150 mg/dia
Losartan 0.75-1.44 mg/Kg/dia
Valsartan 2 mg/Kg/dia

b.i.d (dos veces al dia), LP (Liberacion Prolongada), q.d. (una vez al dia), t.i.d. (tres veces al dia), * No se dispone
de datos de dosis por peso, * No debe excederse en ningln caso de la dosis maxima recomendada en adultos.

2.2. METOPROLOL

2.2.1. Indicaciones

El Metoprolol (Figura 1) es un farmaco B-blogueante cardioselectivo el cual es indicado
principalmente en el tratamiento de la HTA, angina de pecho, arritmias cardiacas, infarto de

miocardio, terapia post-infarto y profilaxis de la migrafia [25].
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Figura 1. Estructura quimica del Metoprolol (izquierda) y Tartrato de Metoprolol

(derecha).
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2.2.2. Contraindicaciones

No usar con antimalaricos, asma bronquial, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica,
blogueo cardiaco de segundo y tercer grado, angina de Prinzmetal, shock cardiogénico,
insuficiencia cardiaca descompensada, bradicardia intensa, sindrome del seno enfermo,
acidosis metabolica, enfermedad arterial periférica severa, feocromocitoma [26].

2.2.3. Farmacologia y farmacocinética

En la Tabla 5 se muestra un resumen de las propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas
de los BB més utilizados en el tratamiento de la HTA. Podemos observar que el Metoprolol
tienen una afinidad mucho mayor por los receptores -1 que se encuentran principalmente en
el corazon, rifion y adipocitos que por los receptores -2, que se encuentran a nivel bronquial,
arterial, muscular, pancreadtico y hepéatico [27]. ElI Metoprolol no presenta actividad
simpaticomimeética intrinseca y la actividad estabilizante de membrana sélo se obtiene a dosis
altas [20,25].

Tabla 5. Resumen de las propiedades farmacolégicas y farmacocinéticas de los [-
blogueantes més comunes.

BB Actividad - AEM ASI Solubilidaden VME (horas) RE BDO
receptor lipidos (%)
Propanolol No Si No Alta 3.5-6 H 30
Atenolol B-1 No No Baja 6-7 R 40
Bisprolol B-1 No No Baja 9-12 R 80
Carvedilol No No No Moderada 7-10 H 25-35
Metoprolol -1 A altos No Moderada Tartrato: 3-4, H 30-50
niveles succinato:3-7
Nevibolol  B-1 No No Baja 12 H 12-96

AEM es Actividad Estabilizante de Membrana; ASI es Actividad Simpaticomimética Intrinseca; VME es Vida
media de Eliminacion; RE es Ruta de Eliminacion; H y R es Hepética y Renal respectivamente y BDO es
Biodisponibilidad Oral.

El TM se absorbe casi por completo después de la administracion oral aunque la
biodisponibilidad varia ampliamente (30 a 50 %) debido al extenso metabolismo presistémico,
su solubilidad en lipidos es moderada con un log P = 1.6 [19]. La vida media en plasma es de
alrededor de 3-4 horas [28], por lo que se necesita una dosificacion frecuente para mantener
los niveles terapéuticos en un tratamiento a largo plazo. Las concentraciones plasmaticas
maximas varian ampliamente y se alcanzan entre 1.5 y 2 horas después de una dosis oral
unica. Se distribuye de manera amplia, atraviesa las barreras hematoencefalica y placentaria
alcanzando la leche materna. Se une poco a proteinas plasmaticas (8-12 %) y es altamente
metabolizado en el higado mediante desaminacion oxidativa, O-desalquilacion, seguida de
oxidacion e hidroxilacion alifatica. Los metabolitos se eliminan por la orina con pequefias
cantidades de Metoprolol inalterado [26].
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2.2.4. Mecanismo de accion

El Metoprolol es un betabloqueante -1 selectivo, actia bloqueando los receptores -1 que
se encuentran en el corazon a dosis mucho menores que las necesarias para bloquear los
receptores B-2 [25], por lo tanto, la selectividad es un fenémeno dosis-dependiente. Sin
embargo, las dosis habituales presentan propiedades antihipertensivas y antianginosas
similares a los no selectivos [27]. Es un antagonista competitivo de los efectos de las
catecolaminas en los lugares de los receptores B-adrenérgicos, por lo que se emplean en
diversas enfermedades, principalmente cardiovasculares [29].

2.2.5. Reacciones adversas

Frecuentes: broncospasmo, insuficiencia cardiaca, trastornos de la conduccion
auriculoventricular, bradicardia excesiva, trastornos gastrointestinales, insomnio, pesadillas,
confusidn, depresion, lasitud [26]. Ocasionales: vasoconstriccion periférica, hipoglicemia o
hiperglicemia, alopecia, mareos, hipotensién postural. Raras: trombocitopenia, puarpura,
reacciones cutaneas, exacerbacion de psoriasis, trastornos visuales, psicosis, alucinaciones,
sindrome oculomucocutaneo [29].

2.2.6. Interacciones farmacoldgicas

Los BB aumentan su efecto sobre la PA con: antihipertensivos, alcohol, fenotiacinas,
antidepresivos triciclicos, inhibidores de la monoaminooxidasa, ansioliticos e hipnoticos,
dopaminérgicos como L-dopa, baclofeno y alprostadil. Antagonizan su accion antihipertensiva
los esteroides, antiinflamatorios no esteroideos, estrogenos y carbenoxolona [26]. Aumenta la
presion arterial la epinefrina, norepinefrina, dobutamina y tropisetrén. Junto con nifedipino y
verapamil provoca hipotension severa e insuficiencia cardiaca. Los antiarritmicos inducen
bradicardia, depresion miocardica y bloqueo auriculoventricular (BAV). Glucosidos cardiacos
producen riesgo incrementado de BAV y bradicardia. Los antidiabéticos enmascaran signos de
hipoglicemia y potencia los efectos hipoglicemiantes de la insulina. EI Metoprolol eleva las
concentraciones plasmaticas de la cimetidina y propafenona [29].

2.2.7. Efectos secundarios

El tratamiento con betabloqueantes como el TM es generalmente bien tolerado pero existe
un riesgo de efectos adversos graves en algunos pacientes. Cardiacos: pueden desencadenar o
agravar la insuficiencia cardiaca o provocar hipotension arterial y su retirada brusca en el
paciente coronario puede dar lugar a problemas graves aunque muy infrecuentes. Vasculares:
frialdad distal de extremidades, fendémeno de Raynaud y agravamiento de la claudicacion
intermitente previa. Bronquiales: deterioro respiratorio por aumento de la resistencia de la via
aérea en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva o asma bronquial. Metabdlicos:
peor control de la glucemia en el diabético y enmascaramiento de los sintomas
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hipoglucémicos. Elevacion de los triglicéridos y reduccién del colesterol. Todos estos efectos
se dan de forma menos frecuente con los BB cardioselectivos como el TM [27].

2.3. LA MUCOSA ORAL: DESCRIPCION GENERAL

La cavidad oral incluye los labios, mejillas, lengua, paladar duro, paladar blando y el piso
de la boca (Figura 2). Al revestimiento de la cavidad oral se conoce como la mucosa oral, e
incluye la bucal, sublingual, gingival, palatal y labial [30]. La mucosa bucal, sublingual y los
tejidos de las mucosas en la superficie ventral de la lengua cuentan con aproximadamente el
60 % de la superficie total [31].

Labio superior
Parte inferior de

la lengua

Mucosa alveolar

Paladar duro
Encias
Paladar blando

Mejillas Piso de la boca

Lengua Labio inferior

Mucosa masticatoria

Mucosa de revestimiento

Mucosa especializada

Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes revestimientos de la mucosa oral.
Modificada de Referencia [5].

La mucosa oral se compone de células epiteliales estrechamente compactadas, el nivel de
queratinizacion en las membranas mucosas y por lo tanto la barrera de permeabilidad no es tan
extensa como el estrato corneo de la piel. Se ha demostrado, por ejemplo, que la mucosa oral,
dependiendo del sitio, es de entre 4 y 4000 veces mas permeable en comparacion con la piel
[7]. La mucosa bucal brinda una alternativa para la administracion de farmacos por via
sistemica debido a su rico suministro de sangre derivado de la arteria carotida externa, arteria
bucal, algunas ramas terminales de la arteria facial, la arteria alveolar posterior y la arteria
infraorbitaria [31]. La mucosa especializada se encuentra en la superficie dorsal de la lengua,
mientras que la mucosa masticatoria se encuentra en el paladar duro (superficie superior de la
boca) y las encias [32]. La mucosa de revestimiento en un humano adulto comprende
aproximadamente el 60 %, la mucosa masticatoria el 25 % y la mucosa especializada un 15 %
de la superficie total del revestimiento de la mucosa oral. La mucosa masticatoria se encuentra
en las regiones particularmente susceptibles al estrés y las tensiones resultantes de la actividad
masticatoria [5].
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2.4. ESTRUCTURA DE LA MUCOSA

Tres capas distintivas de la mucosa oral son: el epitelio, membrana basal y tejidos
conectivos [31]. La cavidad oral se alinea con el epitelio, por debajo del cual se encuentra la
membrana basal de soporte (Figura 3) [33].

2.4.1. Epitelio

El epitelio es una capa de proteccion para los tejidos que se encuentran debajo y se divide
en (A) Superficie no queratinizada, que se encuentra en el revestimiento de la mucosa del
paladar blando, la superficie ventral de la lengua, el piso de la boca, el vestibulo, los labios y
las mejillas, y (B) Epitelio queratinizado, que se encuentra en el paladar duro y en las regiones
no flexibles de la cavidad oral [33]. Las células epiteliales derivadas de las células basales,
maduran, cambian de forma y aumentan de tamafio mientras migran hacia la superficie [31].
El espesor del epitelio bucal en los humanos se ha determinado que es de aproximadamente
500 a 800 um [33]. El tiempo de rotacion o recambio para el epitelio bucal se ha estimado en
3-5 dias [34-35]. El espesor de la mucosa en los paladares duros y blandos, el piso de la boca,
la lengua y la encia varia desde 100 hasta 200 pm [31].

2.4.2. Membrana basal

La membrana basal forma una capa distintiva entre los tejidos conectivos y el epitelio que
proporciona la adherencia requerida entre el epitelio y los tejidos conectivos subyacentes y
funciona como un soporte mecénico para el epitelio [33]. Los tejidos conectivos subyacentes
proporcionan muchas de las propiedades mecéanicas de la mucosa oral.

2.4.3. Lamina propia

El epitelio bucal se clasifica como un tejido no queratinizado también conocido como la
lamina propia, consisten de fibras de colageno, una capa de soporte de los tejidos conectivos,
musculos lisos y vasos sanguineos [31].

2.4.4. Submucosa

Una secrecion de tipo gel conocida como moco cubre toda la cavidad oral. EI moco actla
como una capa protectora a las células contiguas y se trata de un hidrogel viscoelastico [33].
En su mayoria consiste de 1-5 % de glicoproteinas insolubles en agua, 95-99 % de agua y
otros componentes en pequefias cantidades, tales como proteinas, enzimas, electrolitos, y
acidos nucleicos [31].
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Epitelio oral

e Membrana basal

Lamina propia

Submucosa

Periostio
Hueso

Figura 3. Representacion esquematica de la mucosa bucal. Modificada de Referencia
[33].

2.5. MOCO: COMPOSICION, ESTRUCTURA Y FUNCION

El moco se compone principalmente de agua (>95 %) y mucinas, que son glicoproteinas de
alto peso molecular (2-14X10° g/mol) [12]. También se ha encontrado dentro de éste
proteinas, lipidos y mucopolisacaridos que se encuentran en proporciones mas pequefias (<1
%) [36]. Las glicoproteinas de mucina forman una red altamente entramada de
macromoléculas que se asocian unas con otras a través de enlaces no covalentes, asociacion
fundamental para la estructura del moco, la cual es responsable de sus propiedades reoldgicas,
ademas, grupos de acido siadlico (pKa = 2.6) y sulfato situados en las moléculas de
glicoproteinas resultan comportarse como un polielectrolito aniénico a pH neutro [12,37].
Otros componentes del moco incluyen IgA secretora, lisozima, lactoferrina, lipidos,
polisacaridos y otras especies ionicas [12], algunos de estos componentes se cree que son
responsables de la accion bacteriostatica observada en el moco.

Las glicoproteinas de mucina constan de una unidad basica a partir de una cadena principal
del polipéptido de cadena unica con dos regiones distintas: un nucleo central de proteina muy
glicosilada, unidas predominantemente a través de enlaces O-glucosidicos y una o dos
regiones de péptidos terminales donde hay poca glicosilacion (Figura 4) [12].

Hay dos modelos propuestos para describir la microestructura de las mucinas: modelos
lineales y no lineales (Figura 5). Cada subunidad de mucina consiste en proteinas basadas en
cadenas injertadas de oligosacaridos [12]. El esqueleto de la proteina constituye
aproximadamente el 12-17 % del peso total de la mucina y la composicion de aminoacidos
incluye aproximadamente el 70 % de serina, treonina y prolina. Las cadenas injertadas de
oligosacaridos estan compuestas de N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, galactosa,
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fucosa y acido N-acetilneuraminico (&cido sialico) [39]. La cobertura de la columna vertebral
de proteinas con cadenas de oligosacaridos es mas del 63 %, siendo el resto no glicosilada
[12].

Unién molecular Cadena de glicoproteina simple
(Inter/Intra)

L>D|:>

Entrelazamiento

Region fuertemente glicosilada
molecular

.8

-

3

Nucleo protéico

Figura 4. Representacion esquematica de la composicion e interaccion de las cadenas de
glicoproteinas dentro del moco. Modificada de Referencia [12].

La mucina se almacena tanto en la submucosa como en las células caliciformes, en donde
las cargas negativas de las glicoproteinas de mucina estan protegidas por los iones de calcio
[12], esto permite el embalaje compacto de tales moléculas. En presencia de agua, las cadenas
de mucina comienzan a superponerse, se interpenetran y forman una red mecanicamente
estructurada que funciona como moco, cuyo comportamiento reolégico es un resultado de la
resistencia al flujo ejercida por segmentos de cadenas individuales, el enredo de la cadena
fisica y las interacciones intermoleculares no covalentes [38]. Un punto de especial interés es
la posicion estrategica del moco en muchos procesos patolégicos en los que las interacciones
de las células epiteliales y sus alrededores se han perdido, como se ve en las enfermedades
infecciosas e inflamatorias, cancer y metastasis [40]. Tales escenarios pueden permitir un
medio de focalizacion terapéutica mas eficaz a tales condiciones. El moco cumple con varias
funciones, entre las mas importantes se encuentran: lubricacion, hidratacion del epitelio,
barrera con respecto a los agentes patdgenos y sustancias nocivas [12] y como una capa de gel
permeable que permite el intercambio de gases y nutrientes [36].
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—Q_)— Subunidad

Figura 5. Propuestas de estructuras macromoleculares para la glicoproteina del moco:
(A) modelo no lineal que puede implicar un péptido de enlace (L) de la que se ramifican
subunidades, (B) modelo lineal que contiene cuatro grupos de ensamblaje. Modificada de
Referencia [12]

2.6. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA MUCOSA BUCAL

Las membranas de la cavidad oral exhiben menor actividad enziméatica que el tracto
gastrointestinal [41], pero su capacidad metabolica de la cavidad oral no puede ser ignorada ya
que algunos péptidos han demostrado ser degradados en la presencia de homogeneizados de
tejido bucal, incluyendo la insulina y proinsulina [42], analogos de encefalina [43], hormona
liberadora de tirotropina [30] y calcitonina [44]. Si las enzimas estan presentes de forma
intracelular, es posible que no afecten el proceso de absorcidn general de péptidos y proteinas.
Por ejemplo, un pequefio porcentaje de oligopéptidos pueden escapar de procesos hidroliticos
en la mucosa bucal debido a que estos se transportan a través de la ruta paracelular y limitan
su interaccion con enzimas hidroliticas intracelulares [45]. En contraste, hay varios estudios
que sugieren que enzimas como aminopeptidasas, carboxipeptidasas, fosfatasas,
carbohidrasas, esterasas y endopeptidasas dentro de la cavidad oral pueden limitar la
biodisponibilidad de macromoléculas [42-43]. Como alternativa, inhibidores de enzimas
especificas pueden ser considerados para superar esta barrera cuando se intenta optimizar la
entrega de ciertos péptidos y proteinas a través de la mucosa bucal.

2.7. LA MUCOSA BUCAL COMO UNA BARRERA FISIOLOGICA AL PASO DE
FARMACOS

La mucosa esta altamente vascularizada y cualquier farmaco tiene acceso directo a la
circulacion sistémica por un mecanismo de difusion a través de las membranas de la mucosa
bucal, los capilares y el drenaje venoso, de esta manera es posible eludir metabolismo de
primer paso hepatico [31]. La tasa de flujo de sangre a través de la mucosa oral es sustancial y
generalmente no se considera como un factor limitante en la velocidad de absorcion de
farmacos por esta via (Tabla 6) [46].
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Tabla 6. Caracteristicas de la mucosa oral.

Espesor  Recambio AS Tiempo de FS*
Tejido Estructura  (um) (dias) (cm?) P) Residencia
Bucal NQ 500-600 5-7 50.2+2.9 Intermedia Intermedio 20.3
Sublingual NQ 100-200 20 26.5+4.2 Muy buena Pobre 12.2
Gingival Q 200 - - Pobre Intermedio 195
Palatal Q 250 24 20.1+1.9 Pobre Muy bueno 7.0

NQ es tejido no queratinizado, Q es tejido queratinizado, (P) es Permeabilidad, *FS es Flujo Sanguineo en monos
Rhesus (mL/min/100 g de tejido) y DE es la desviacién estandar

En la administracion oral, el farmaco se somete a un entorno bastante hostil a través del
tracto gastrointestinal antes del proceso de absorcion, esto incluye un cambio drastico en el pH
(1-2 en el estbmago y de 7-7.4 en el intestino distal) [47], la presencia de humerosas enzimas
digestivas y en general la microbiota [48]. En contraste con este duro ambiente, la cavidad oral
ofrece condiciones fisioldgicas relativamente consistentes y favorables para la administracion
de farmacos, las cuales se mantienen por la continua secrecion de saliva. En comparacion con
las secreciones del tracto gastrointestinal, la saliva es un fluido relativamente mdvil con
actividad enzimatica limitada [49].

Las rutas bucal y sublingual son una opcion para la administracion de farmacos debido a la
mayor permeabilidad global en comparacion con otras mucosas de la boca. En un estudio
demostraron que la permeabilidad de agua a través de mucosas bucales fue de
aproximadamente 10 veces mayor, mientras que en el piso de la boca la permeabilidad fue de
aproximadamente 20 veces mayor en comparacion con la piel [50] (Tabla 7).

Tabla 7. Permeabilidades del agua para la piel humana y las regiones de la mucosa
bucal.

Regi6n® Kp (X10'+ DEM cm/min)
Piel 4444
Mucosa Oral

Paladar duro 47027

Mucosa Bucal 579+16

Borde lateral de la lengua 772123

Piso de la boca 973433

® Humano (n=3), ° Constante de permeabilidad (Kp) significativamente diferente en comparacién con la mucosa
oral (P<0.05) y DEM es la desviacion estandar de la media.

En otro estudio se calculé la constante de permeabilidad a través de la piel y la superficie
de la mucosa oral para el agua y peroxidasa de rabano picante. Se encontrd que estas
sustancias penetran la mucosa bucal alrededor de 10 veces mas en comparacion con la piel
[51] (Tabla 8).
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Tabla 8. Diferencia en la permeabilidad regional expresada en términos de una barrera
de permeabilidad uniforme.

Regidn de tejido

Kp en términos de una barrera
Espesor (um) uniforme de 100 um de espesor
(X 107)
Epitelio Permeabilidad Agua Peroxidasa de
de la barrea rdbano picante

Piel 69+4 16+1 21.1+4.3 9.4+1.8
Gingival 208+9 354 98.3+16.0 79.5+11.4
Mucosa bucal 772420 282+17 173.2+24.6 99.1+10.6
Piso de la boca 19247 23+1 1271.3+203.1  331.6+51.9

Los farmacos pueden ser transportados a través de membranas epiteliales por difusion
pasiva, transporte activo mediado por un portador u otros mecanismos especializados.

Ruta Intracelular Ruta Extracelular
\

— =173 Capa queratinizada
-
‘1..‘

_} Capa celular granular
250pum

Capa celular espinosa

ey 1=1%/ }Células basales
“‘\.o'
‘ o R
ASC DAT MY %
Células Epiteliales e
Membrana Basal <

Tejido Conectivo

Figura 6. Representacion esquemdtica de las diferentes vias de penetracion de los
farmacos. Modificada de Referencia [5].

La mayoria de los estudios de absorcion bucal indican que el mecanismo predominante es

la difusiéon pasiva a través de las membranas (Figura 6), ya sea por la ruta intracelular
(transcelular) o extracelular (paracelular) [51]. La naturaleza hidrofila de los espacios
paracelulares proporciona una barrera de permeabilidad a los farmacos lipofilos, pero puede
ser favorable para farmacos hidrdéfilos [52]. La via transcelular implica farmacos que penetran
a traves de una célula y la siguiente hasta entrar en circulacion sistémica siendo preferible para

farmacos lipofilos [51]. Los farmacos pueden atravesar por ambas vias de forma simultanea,
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sin embargo, una de las rutas podria ser predominante dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco [53]. Aunque la difusion pasiva es el mecanismo predominante de
la absorcién en la mucosa oral, también han sido reportados mecanismos de transporte
especializados para algunos farmacos y nutrientes. Se ha informado que la tasa de absorcién
de la D-glucosa en la superficie dorsal y ventral de la lengua es significativamente mayor que
la de L-glucosa, lo que indica la ocurrencia de algin mecanismo de transporte especializado
[53]. En otro estudio se informo de la existencia de un sistema de transporte a través células
estratificadas de la mucosa oral humana que es dependiente del sodio para la D-glucosa [54].
La Tabla 9 ofrece algunos ejemplos de farmacos que son transportados por diferentes
mecanismos a través de la mucosa bucal.

Tabla 9. Ejemplos de farmacos transportados a través de la mucosa bucal por diferentes
mecanismos.

Farmaco Mecanismo de Ruta Tejido Referencia
transporte
5-Aza-2’- Pasivo No definida Mucosa bucal [55]
desoxicitidina
2’,3’dideoxicitidina ~ Pasivo No definida Mucosa bucal [56]
Flecainida Pasivo Paracelular Mucosa bucal [57]
Sotalol Pasivo Paracelular Mucosa bucal [57]
Nicotina Pasivo Paracelular Cultivo de células [58]
Transcelular TR146 y Mucosa
bucal
Lamotrigina Pasivo Transcelular Mucosa bucal [59]
Galantamina Pasivo No definida Epitelio oral [60]
humano y
Mucosa bucal
Naltrexona Pasivo No definida Mucosa bucal [61]
Buspirona Pasivo Transcelular Mucosa bucal [62]
Clorhidrato de Pasivo No definida Mucosa bucal [63]
Ondansetron
Acidos Mediado por Mediado por Cultivo de [64-65]
monocarboxilicos transportador transportador ~ célulasepiteliales
primarias
Glucosa Mediado por Mediado por Bucal, mucosa [66]
transportador transportador ~ oral y dorso de la

lengua

2.8. SUMINISTRO DE FARMACOS A TRAVES DE LA MUCOSA BUCAL

En general, la mucosa oral se clasifica como un epitelio con el siguiente orden de
permeabilidad: sublingual>bucal>palatal, basado en el espesor y el grado de queratinizacién
de los tejidos [67]. La membrana delgada y altamente permeable del tejido sublingual es un
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blanco perfecto si se desea una pronta aparicion del efecto farmacologico [33]. Sin embargo, si
se desea una liberacion controlada, la membrana sublingual deja de ser un tejido apropiado.
Los sistemas de liberacidn controlada son capaces de proporcionar concentraciones sostenidas
del farmaco en la circulacion sistémica, por lo que son formas de dosificacion adecuadas para
la region bucal [67]. La baja permeabilidad de este sitio no es siempre una caracteristica
atractiva y dependiendo de la eleccion del farmaco, puede ser una limitacion importante. El
uso de potenciadores de la permeacion y administracion dirigida puede sustancialmente
superar este problema [68].

2.9. ADHESION, BIOADHESION Y MUCOADHESION

La adhesion como un proceso, se define simplemente como la fijacion de dos superficies
entre si, Longer y Robinson definen el término bioadhesion como la uni6on de una
macromolécula natural y/o sintética a una superficie epitelial [33]. Hay diferentes términos de
adhesion dependiendo del entorno en el que se produce el proceso; cuando se produce en un
entorno bioldgico se denomina "bioadhesion", ademaés, si se produce esta adhesion en las
membranas mucosas se denomina "mucoadhesion” [67]. La mucoadhesién ha sido
ampliamente promovida como una manera administrar farmacos a través de la incorporacién
de polimeros mucoadhesivos, la razén es que la formulacion al ser colocada en una superficie
bioldgica, los farmacos se encontrardn directamente en el sitio de absorcién con la
consiguiente mejora de la biodisponibilidad [69].

2.10. MECANISMOS DE LA MUCOADHESION

Los mecanismos de la mucoadhesion generalmente se dividen en dos etapas: etapa de
contacto y etapa de consolidacion (Figura 7). Durante la primera etapa, se establece el
contacto entre el polimero mucoadhesivo y la membrana mucosal y en la segunda etapa se
presenta la activacion y union del material mucoadhesivo. Los materiales mucoadhesivos se
activan por la presencia de humedad del entorno y el sistema, asi como por la presencia de
plastificantes, lo que permite a las moléculas mucoadhesivas liberarse y unirse por medio de
enlaces del tipo VVan der Waals y de Hidrégeno [71].
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Figura 7. Representacion esquematica de los mecanismos de mucoadhesion. Modificada
de Referencia [70].

2.11. TEORIAS DE LA MUCOADHESION

La mucoadhesion es un proceso complejo y numerosas teorias han surgido para explicar los
mecanismos involucrados. Se incluyen las siguientes teorias: humectabilidad, electrénica, de
fractura, adsorcion, interpenetracion-difusion y por altimo la deshidratacion. Aunque, sin
duda, las teorias mas aceptadas se fundan en la termodindmica de la energia de superficie y la
interpenetracion-difusion [72].

2.11.1. Teoria de la humectabilidad

Es principalmente aplicable a los sistemas mucoadhesivos liquidos de baja viscosidad,
siendo una medida de la "extensibilidad" del sistema (Figura 8-A) [69]. Esta teoria postula que
el mucoadhesivo penetra las irregularidades de la superficie, se endurece y se ancla a la misma
[12]. El rendimiento adhesivo de tales liquidos puede definirse utilizando la humectabilidad y
capacidad de extension; pardmetros criticos que se pueden determinar a partir de mediciones
de angulo de contacto de la superficie solida [72]. Este proceso define la energia requerida
para contrarrestar la tension superficial en la interface [73-74]. Sistemas mucoadhesivos que
presentan una estructura y grupos funcionales similares a la capa de moco mostraran un
aumento en la miscibilidad y esto a su vez dara lugar a un mayor grado de extensibilidad del
polimero a través de la superficie de la mucosa [69]. Los angulos de contacto de tales sistemas
facilitaran la hidratacion de las cadenas poliméricas y por lo tanto promover el contacto intimo
entre la plataforma polimérica y el sustrato. Sin embargo, en el caso de un polimero
extremadamente hidrofilo, el angulo de contacto del agua serd& mucho menor que el de la
superficie, disminuyendo asi la interaccion debido a la alta energia libre interfacial [75].
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2.11.2. Teoria electrénica

Esta teoria describe la adhesion que se produce por medio de la transferencia de electrones
entre el moco y el sistema mucoadhesivo, que surge a través de diferencias en sus estructuras
electronicas [46]. La transferencia de electrones entre el moco y los mucoadhesivos son
resultados de la formacidn de una doble capa de cargas eléctricas en el moco y la interfaz del
mucoadhesivo [69], el resultado neto de este proceso es la formacion de fuerzas de atraccion
[12]. La controversia ha rodeado esta teoria y surge a partir de la afirmacion de que las fuerzas
electrostaticas son una causa importante de la adhesion, en lugar de simplemente un resultado
de alta resistencia de la union [73-74].

2.11.3. Teoria de la fractura

La teoria de la fractura es quizas la mas utilizada para explicar este fendmeno y se basa en
la fuerza requerida para separar dos superficies luego de que se ha establecido la adhesién
[58]. La fuerza de fractura es equivalente a la fuerza de la adhesién, cuyo céalculo involucra la
relacion entre la fuerza maxima de separacion y el area superficial total [76]. Esta teoria
(Figura 8-B) no tiene en cuenta la interpenetracion o difusion de las cadenas del polimero y es
apropiada para calcular la rigidez del material bioadhesivo [62-63].

2.11.4. Teoria de la adsorcion

Segun esta teoria, después de un contacto inicial entre las dos superficies, los materiales se
adhieren a causa de las fuerzas de superficie que acttan entre los atomos [40]. Hay dos tipos
de enlaces guimicos que participan en la proceso de adsorcién; enlaces primarios como el
ionico, covalente y metalico (permanentes), asi como enlaces quimicos secundarios,
incluyendo las fuerzas electrostaticas, de Van der Waals, fuerzas de hidrégeno y enlaces
hidrofébicos [77].

Tabla 10. Tipos de enlaces y sus energias [75].

Tipo de enlace Energia de enlace (KJ mol™)
Enlaces primarios

I6nico 590-1050

Covalente 63-710

Metalico 113-347

Enlaces secundarios

Puentes de hidrégeno 10-42

Dipolo-Dipolo 4-21

Dipolo-Dipolo inducido Fuerzas Debye <2

Dispersion Fuerzas de London 0.08-42
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En este caso, la adhesion se define como el resultado de las diversas interacciones de union
superficial entre el polimero adhesivo y el sustrato. Los enlaces secundarios requieren menos
energia para “romperse” (Tabla 10) y son la forma mé&s prominente de la interaccion
superficial en procesos mucoadhesién, ademéas tienen la ventaja de ser enlaces
semipermanentes [78]. Por lo tanto, esta teoria de adsorcion hace hincapié en las interacciones
quimicas secundarias que permiten que el proceso de mucoadhesion se lleve a cabo.

2.11.5. Teoria de la difusion-interpenetracion

Esta teoria propone la difusion tiempo-dependiente de las cadenas de polimeros
mucoadhesivos en la red de las cadenas de glicoproteinas de la capa de moco (Figura 8-C)
[76]. Las propiedades fundamentales que influyen significativamente en esta interpenetracion
son el peso molecular, densidad de reticulacion, movilidad/flexibilidad de la cadena y la
capacidad de expansion de las redes [77]. Ademas, la temperatura también se ha sefialado
como factor importante para este proceso [79]. Si bien se reconoce que las cadenas de
polimeros més largos pueden difundir, interpenetrar y en ultima instancia enredarse en mayor
medida con la superficie del moco (Figura 8-D), se debe reconocer que la longitud critica de
una cadena debe ser de al menos 100,000 Da para obtener la interpenetracion y el
entrelazamiento molecular [78]. Otro factor significativo contribuyente en la interpenetracién
es la miscibilidad de ambos sistemas entre si [80]. Entonces es razonable postular que la
méaxima difusion y fuerza bioadhesiva se pueden lograr cuando el parametro de solubilidad del
polimero bioadhesivo y la glicoproteina del moco son similares [81].

2.11.6. Teoria de la deshidratacion

De acuerdo con la teoria de deshidratacion (Figura 8-E), los materiales que son capaces de
gelificar facilmente en medio acuoso, cuando son puestos en contacto con el moco pueden
causar una deshidratacion debido a la diferencia de la presion osmética [76]. La diferencia en
el gradiente de concentracion permite extraer el agua a la formulacion hasta que se alcanza el
equilibrio osmético y este proceso conduce a una mezcla entre la formulacion y el moco que
incrementa el tiempo de contacto en la membrana mucosal [74]. Por lo tanto, es el movimiento
de agua el que conduce al establecimiento de la union adhesiva y no a la interpenetracion de
las cadenas. Sin embargo, la teoria de la deshidratacion no es aplicable para formulaciones
solidas o altamente hidratadas [82].

Ninguna de estas teorias por si sola puede explicar el fendmeno de la mucoadhesion el cual
ocurre en diferentes situaciones, por lo que deben tomarse como un conjunto para dicho
proceso. Sin embargo, la comprension de estos mecanismos en cada instancia puede ayudar en
el desarrollo de nuevos productos mucoadhesivos.
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Figura 8. Representacion esquematica de las teorias de mucoadhesion. (A)
Humectabilidad [69]. (B) Fractura [74]. (C) Difusion-Interpenetracion: (1) Parte
superior (polimero) y parte inferior (moco) antes del contacto, (2) la capa superior y la
capa inferior inmediatamente después del contacto, (3) la capa superior y la capa inferior
después del contacto durante un periodo de tiempo [80]; (D) interpenetracion del
polimero bioadhesivo en la superficie del moco [69], (E) Deshidratacion [74].

2.12. FACTORES QUE INFLUYEN EN UNA OPTIMA MUCOADHESION

El poder bioadhesivo de un polimero se ve afectado por su naturaleza, el medio circundante
y factores fisioldgicos [71].
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2.12.1. Factores relacionados con el polimero

2.12.1.1. Peso molecular

Existe un peso molecular preferente del polimero al cual la mucoadhesion es méxima. La
interpenetracion o difusion de las moléculas poliméricas se ve favorecida en polimeros de bajo
peso molecular, en tanto que el entramado es propicio para los de alto peso molecular [82].
Pero en realidad el peso molecular no es un parametro determinante, a no ser en la serie de un
compuesto en concreto. Un polimero bioadhesivo tiene éxito si el peso molecular es de
100,000 o mas [83]. El polietilenglicol (PEG) con un peso molecular de 20,000 tiene poco
caracter adhesivo, mientras que PEG con peso molecular de 200,000 mejora su adhesividad y
un PEG con 400,000 tiene propiedades adhesivas superiores, por lo tanto, la naturaleza
bioadhesiva mejora al aumentar el peso molecular de polimeros lineales [71].

2.12.1.2. Concentracidon del polimero mucoadhesivo

Existe una concentracion O6ptima de polimero bioadhesivo para producir la maxima
bioadhesion. En sistemas altamente concentrados, mas alld del nivel Optimo, se reduce
significativamente la fuerza adhesiva debido a que las moléculas enrolladlas se separan del
medio de manera que las cadenas disponibles para interpenetracion son limitadas [71]. Cuando
el polimero se encuentra humedecido, altas concentraciones del mismo controlan la liberacion
del farmaco, pero manifiesta una baja adhesién con el moco porque el polimero adquiere una
conformacién replegada, no disponiendo de grupos suficientes para el establecimiento de
interacciones adhesivas [70]. Si la concentracién decrece, las uniones se intensifican, sin
embargo, una concentracion muy baja favorece la interpenetracion pero la union es inestable
debido al escaso nimero de moléculas que penetran por unidad de volumen [67]. En realidad,
para cada polimero hay una concentracion critica por encima de la cual el polimero no
produce adhesion por un significativo repliegue de su estructura [84].

2.12.1.3. Flexibilidad de las cadenas del polimero

Las cadenas poliméricas deben tener la flexibilidad suficiente como para penetrar la malla
mucosal o hendiduras del tejido. En general la movilidad y flexibilidad de un polimero esta
relacionada con sus coeficientes de viscosidad y de difusion [83].

2.12.1.4. Conformacion espacial

Ademas del peso molecular o la longitud de la cadena, la conformacion espacial de una
molécula también es importante, por ejemplo, dextranos de alto peso molecular tienen fuerza
adhesiva similar a la de PEG con un peso molecular de 200,000. La conformacion helicoidal
de dextrano puede proteger a muchos grupos activos, principalmente responsables de la
adhesion, a diferencia de polimeros de PEG que tienen una conformacion lineal [76].
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2.12.1.5. Estructura quimica y grupos funcionales

Las moléculas de mucina estan cargadas negativamente a pH neutro, por lo tanto,
polimeros policationicos son excelentes mucoadhesivos a estos valores de pH, pero inefectivos
a pH é&cido [70]. A pH &cido, los polianidnicos son buenos mucoadhesivos por su capacidad
para formar puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo de los carbohidratos de la mucina,
pero a pH neutro, las interacciones con la mucina siempre son repulsivas [83]. Dado que las
uniones secundarias surgen principalmente debido a la formacion de enlaces de hidrégeno, es
bien conocido que los polimeros mucoadhesivos que poseen grupos funcionales hidrofilos
tales como carboxilo, hidroxilo, amida y grupos sulfato, pueden ser mas favorables en la
formulacién de estas plataformas de administracion de farmacos [72]. Los sitios clave para las
interacciones mucoadhesivas parecen estar en los residuos de carbohidratos, a través de la
interaccion electrostatica o mediante uniones hidrofobas [84].

2.12.1.6. Grado de hidratacion

A este respecto, muchos polimeros exhiben propiedades adhesivas en condiciones donde la
cantidad de agua es limitada, sin embargo, en tal situacion, se cree que la adhesion es el
resultado de una combinacién de atraccién capilar y las fuerzas osmaticas entre el polimero
seco Y la superficie de la mucosa humeda que actian para deshidratar y fortalecer la capa de
moco [85]. Mientras que la hidratacion es esencial para la relajacion y la interpenetracion de
las cadenas del polimero, un exceso de hidratacion puede conducir a una disminucién de la
mucoadhesién debido a la formacién de un mucilago resbaladizo [86]. Los polimeros
reticulados sélo permiten un cierto grado de hidratacién y pueden ser ventajosos para
proporcionar un efecto mucoadhesivo prolongado.

2.12.1.7. pH y carga

La densidad de carga es un factor importante para la bioadhesién [87]. Se sugiere que es
necesario que aproximadamente el 80% de los grupos carboxilo se protonen para obtener un
Optimo proceso de mucoadhesion dentro de sistemas de &cido poliacrilico [88]. Esta teoria ha
sido discutida recientemente con la sugerencia de que los grupos carboxilicos en acidos
acrilicos so6lo son eficaces cuando estan en su forma acida [89]. A valores mas altos de pH, la
repulsion de grupos funcionales como carboxilos se cambia la conformacién espacial de un
estado enrollado a una estructura de "varilla" haciéndolos facilmente disponible para la
interdifusion e interpenetracién [76]. A tales valores de pH, polimeros cargados positivamente
como el CS, pueden formar complejos de polielectrolitos con las mucinas cargadas
negativamente estableciendo una fuerte mucoadhesion [90].
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2.12.2. Factores relacionados con el ambiente

2.12.2.1. Fuerza aplicada

Para colocar un sistema mucoadhesivo es necesario aplicar una fuerza definida y cualquiera
que sea el polimero, la fuerza de adhesion aumenta con la fuerza aplicada, o con la duracion
de su aplicacion [69].

2.12.2.2. pH del medio

La mucoadhesion esta influenciada por las cargas presentes en la superficie del moco y de
los polimeros. EI pH del medio es importante para el grado de hidratacion del polimero [90],
por ejemplo, el &cido poliacrilico ha mostrado un aumento constante en la hidratacion a
valores de pH de 4 a 7 y luego disminuye a medida que aumenta la alcalinidad y la fuerza
ionica [69].

2.12.2.3. Tiempo inicial de contacto

El tiempo de contacto entre el sistema mucoadhesivo y el moco determina la extension del
hinchamiento y la interpenetracion de las cadenas del polimero, por otra parte, la fuerza
mucoadhesiva aumenta a medida que aumenta el tiempo inicial de contacto [90].

2.12.2.4. Hinchamiento

Depende de la concentracion del polimero, la concentracién idnica, asi como la presencia
de agua; una hidratacién excesiva conduce a la formacion de un mucilago resbaladizo sin
adherencia [71].

2.12.2.5. Fuerza i6nica

La fuerza iénica del medio circundante puede también tener un papel importante en la
fuerza de mucoadhesion, en general se reduce en presencia de iones debido a la proteccion de
los sitios funcionales que estan involucrados en los procesos de adhesion y la expansion de la
red del gel [70].

2.12.3. Factores fisioldgicos

2.12.3.1. Recambio de la mucina

La rotacién o recambio de mucina puede limitar el tiempo de residencia del polimero
mucoadhesivo en la capa de moco; si la fuerza adhesiva es alta, el mucoadhesivo se separa de
la superficie debido al recambio de mucina. Ademas, el recambio de mucina resulta en
cantidades sustanciales de moléculas solubles de mucina y pueden interactuar con el
mucoadhesivo antes que con el moco [70]. La baja viscosidad del moco resulta en un débil y
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facilmente desmontable vinculo entre el polimero y el moco haciendo dificil la administracion
dirigida de farmacos, en contraste, una capa de moco muy viscosa limita el grado de
interpenetracion y también aumenta la difusion a través del cual debe pasar el principio activo
[71].

2.12.3.2. Estados patoldgicos

Las propiedades fisicoquimicas del moco se sabe que cambian bajo ciertas condiciones de
enfermedad, tales como el resfriado comun, Ulceras gastricas, colitis ulcerosa, fibrosis quistica,
infecciones bacterianas y fungicas del aparato reproductor femenino [69].

2.13. FACTORES QUE AFECTAN LA ABSORCION BUCAL DE FARMACOS

La cavidad oral es un entorno relativamente complejo para la administracion de farmacos
ya que hay factores que reducen la absorcion en este sitio [76].

2.13.1. Factores relacionados con la membrana

Esto implica el grado de queratinizacion, area de superficie disponible para la absorcion, la
capa del moco, lipidos intercelulares del epitelio, la membrana basal y la lamina propia.
Ademas, el espesor de la membrana de absorcion, el suministro de sangre/drenaje linfatico, la
renovacion celular y contenido de enzimas contribuiran a la reduccion de la velocidad y la
cantidad de farmaco que entra a la circulacion sistémica [70].

2.13.1.1. Saliva

La pelicula delgada de saliva en todo el revestimiento de la mucosa bucal se llama pelicula
salival y su espesor es de 70 a 100 um. El espesor, la composicién y el movimiento de esta
pelicula afecta a la tasa de absorcion bucal [70].

2.13.1.2. Glandulas salivales

Las glandulas salivales menores se encuentran en la region epitelial o epitelial profunda de
la mucosa bucal y constantemente segregan moco en la superficie de la mucosa bucal y
aungue el moco ayuda a retener formas de dosificacion mucoadhesivas, la saliva es un posible
obstaculo a la penetracion del farmaco [72].

2.13.1.3. Movimiento de los tejidos bucales

La region bucal de la cavidad oral muestra los movimientos menos activos. Los polimeros
mucoadhesivos incorporados en estas formas de dosificacion se deben mantener esta region
durante largos periodos de tiempo para resistir los movimientos de los tejidos durante el habla
y si es posible al comer y beber alimentos [12].
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2.14. COMPONENTES BASICOS EN LOS SISTEMAS MUCOADHESIVOS
BUCALES

2.14.1. Principio activo

Antes de formular este tipo de sistemas mucoadhesivos para la administracion de farmacos
se tiene que decidir si la accion que se desea es local con una pronta aparicion del efecto
farmacoldgico (liberacién inmediata) o si se requiere un efecto sistémico que permita obtener
concentraciones plasmaticas constantes (liberacion controlada). La seleccion adecuada del
farmaco para incorporarlo a este tipo de sistemas bebe hacerse en funcion de las propiedades
farmacocinéticas del mismo. El farmaco debe tener las siguientes caracteristicas [91-92]:

1. Ladosis convencional del farmaco debe ser baja,

2. Los farmacos que tienen un tiempo de vida media de 2 a 8 hrs son buenos candidatos
para la administracion controlada de farmacos,

3. EI T max (tiempo en que el farmaco alcanza la concentracion maxima en circulacion
sistémica) muestre amplias fluctuaciones o valores méas altos cuando se administren
oralmente,

4. Farmacos que se administren a través de la via oral y presenten efecto de primer paso o
eliminacion presistémica 'y

5. La absorcion del farmaco debe ser pasiva cuando se administre por via oral.

2.14.2. Polimero mucoadhesivo

Estos polimeros se usan como matriz en la que el farmaco se encuentra distribuido
homogéneamente y controlan la velocidad de liberacion del mismo [93]. Un polimero ideal
para los sistemas mucoadhesivos de administracion de farmacos aplicados en la cavidad bucal
debe tener las siguientes caracteristicas [94]:

1. Debe ser inerte y biodegradable,

2. El polimero y sus productos de degradacién no deben ser toxicos,

3. Se debe adherir rapidamente a la superficie del tejido hiumedo y debe poseer cierta
especificidad al sitio,

4. EIl polimero no debe descomponerse durante el almacenamiento o la vida util de la
forma de dosificacion,

5. El polimero debe ser facilmente disponible en el mercado y econémico, y por ultimo

6. Debe permitir la facil incorporacion de farmaco en la formulacion.

2.14.3. Membrana de refuerzo

Los materiales utilizados como membrana de refuerzo deben ser inertes, impermeable al
farmaco y tener un potencial de penetracion. Dicha membrana impermeable en parches
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bucales mucoadhesivos previene la pérdida del farmaco. Los materiales cominmente usados
en membranas de refuerzo incluyen a la Etilcelulosa (EC). [70].

2.14.4. Potenciadores de permeacion

Las sustancias que facilitan o promueven el paso de farmacos a través de la mucosa bucal
se conocen como potenciadores de la permeacion [95], su seleccién y su eficacia depende de
las propiedades fisicoquimicas del farmaco, el sitio de administracion, la naturaleza del
vehiculo y otros excipientes [96].

2.15. POLIMEROS PARA SISTEMAS MUCOADHESIVOS

En general, los polimeros adhesivos pueden ser clasificados como naturales, sintéticos,
solubles e insolubles en agua, idnicos y no idnicos (Tabla 11), ademas, se incluye una
clasificacion de acuerdo a la generacion, es decir, de primera y segunda generacion.

Tabla 11. Clasificacion de polimeros mucoadhesivos.

Criterio Categoria Ejemplos
Fuente Natural Agarosa, CS, gelatina, acido hialurénico, goma guar, xantan,
tragacanto, gellan, carragenanos, pectinas, alginato de sodio.

Sintéticos Derivados de celulosa

CMC, CMC tiolada, CMCNa, HEC, HPC, HPMC, MC

Polimeros a base de 4cido poliacrilico

Copolimeros de &cido acrilico y PEG, poliacrilatos, poli-(2-
hidroxyetilmetacrilato), poli-(alquilcianoacrilato), poli-
(isohexilcianoacrilato), poli-(isobutilcianoacrilato)

Solublidad Soluble en agua HEC (agua<38 °C), HPMC (agua fria), CMCNa, AS
CS (soluble en acidos diluidos), EC
Insoluble en agua

Carga Cationicos Aminodextran, CS, Dimetilaminoetildextran, Trimetilquitosan
CS-EDTA, CMC, Pectina, AS, CMCNa, Goma Xantan
Anionicos Hidroxietil almidon, HPC, PEO, PVA, PVP
No ionicos
Fuerzas Covalente Cianoacrilato
bioadhesivas
potenciales

Enlaces de hidrogeno  Acido polimetacrilico, CP, PVA

Interacciones CS
electrostaticas
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2.15.1. Polimeros mucoadhesivos de primera generacion

La primera generacion de polimeros mucoadhesivos carece de especificidad y capacidad de
reconocimiento, se adhieren a la mucosa de manera no especifica y sufren tiempos de
retencion cortos [47]. Las interacciones quimicas entre los polimeros mucoadhesivos y el
moco o superficies de tejidos son generalmente de naturaleza no covalente, sin embargo, los
polimeros nuevos son capaces de formar enlaces covalentes con el moco y las capas celulares
subyacentes, y por lo tanto, exhiben interacciones quimicas mejoradas [97]. Los polimeros
mucoadhesivos de primera generacion se pueden dividir principalmente en dos subconjuntos:
anionicos y cationicos.

2.15.1.1. Anibnicos

Estos polimeros se caracterizan por la presencia de grupos funcionales carboxilo y sulfato
que dan lugar a una carga negativa neta global a valores de pH superiores al pKa del polimero
[98]. Los ejemplos tipicos incluyen acido poliacrilico, sus derivados débilmente reticulados y
CMC, que poseen excelentes caracteristicas mucoadhesivas debido a la formacion de fuertes
interacciones de enlaces de hidrdgeno con la mucina [33].

2.15.1.2. Catibénicos

De los polimeros cationicos, sin duda, el CS es el mas ampliamente investigado en la
literatura cientifica actual y cada vez gana méas importancia debido a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y sus propiedades toxicoldgicas favorables [98]. La principal ventaja de
utilizar este polimero dentro de aplicaciones farmacéuticas es la facilidad con la que se pueden
afiadir varios grupos quimicos, en particular, en la posicion C-2 que permite la formacién de
nuevos polimeros funcionalizados [33,97].

2.15.2. Polimeros mucoadhesivos de segunda generacién

Esta nueva generacion de mucoadhesivos puede adherirse directamente a la superficie de la
célula, en lugar de la mucosidad [99], interactian con la superficie celular por medio de
receptores especificos o enlaces covalentes en lugar de mecanismos no especificos que son
caracteristicos de los polimeros de primera generacion [98]. Ejemplos de este tipo de
polimeros incluyen la incorporacion de L-cisteina, grupos tiol y lectinas. Esta clase de
polimeros mantienen una prometedora oportunidad para el suministro de una amplia variedad
de farmacos, particularmente macromoléculas y crean nuevas posibilidades para las
interacciones mas especificas y mejorar la administracién dirigida [47].

2.15.2.1. Polimeros tiolados

A través de una unién covalente entre residuos de cisteina y un polimero de eleccion, como
policarbofil, &cido poliacrilico y el CS, se ha creado una nueva generacion de polimeros
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mucoadhesivos. Los polimeros modificados que contienen un enlace tiol presentan
propiedades bioadhesivas mejoradas [99]. Enlaces disulfuro entre la glicoproteina de la
mucina y el polimero mucoadhesivo tiolado pueden formar una fuerte interaccion covalente
[98]. Entre otras propiedades de estos polimeros destacan: mucoadhesion mejorada, mejor
resistencia a la traccion, altas propiedades de cohesion e hinchamiento rapido [33]. Se ha
establecido que estos polimeros son capaces de formar enlaces covalentes como los puentes
disulfuro de cisteina (Figura 9) con subdominios ricos de glicoproteinas ya sea a traves de
tiol/disulfuro o reacciones de intercambio a través de una simple oxidacion de los grupos tiol
libres [100].

Figura 9. Formacion de puentes disulfuro entre tiomeros poliméricos y dominios ricos en
cisteina del gel en la mucosa. Tomada de Referencia [74].

Los polimeros tidmeros son derivados de polimeros hidrofilos tales como poliacrilatos, CS
desacetilado o goma gellan [101], en la Tabla 12 se muestran algunos ejemplos y el efecto
consecuente en la fuerza mucoadhesiva

Tabla 12. Ejemplo de polimeros tiolados y el efecto sobre mucoadhesion [104].

Fuerza de la union mucoadhesion

Propiedades mucoadhesivas y resistencia al plegado
250 veces mayor

Propiedades mucoadhesivas 100 veces mayor
Incrementa sus propiedades mucoadhesivas
aproximadamente 20 veces

Polimero
Quitosano iminotiolado

Acido poliacrilico-cisteina
Acido poliacrilico-homocisteina

Quitosano-acido tioglicélico
Quitosano-tioimitidina
Alginato-cisteina

Acido polimetacrilico-cisteina
CMC sddica-cisteina

Propiedades mucoadhesivas 20 veces mayor
Propiedades mucoadhesivas 9 veces mayor
Cuadruplica sus propiedades mucoadhesivas
Mejora propiedades de cohesion y mucoadhesion
Mejora de las propiedades mucoadhesivas

La presencia de grupos tiol permite la formacion de enlaces covalentes con subdominios

ricos en cisteina de la capa de gel del moco, lo que lleva a un mayor tiempo de residencia y
una biodisponibilidad mejorada [102]. A este respecto, los tibmeros imitan el mecanismo
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natural de las glicoproteinas que también estan anclados covalentemente en la capa del moco
por la formacién de dichos enlaces [103]. Mientras que las plataformas mucoadhesivas de
primera generacion son facilitadas a través de interacciones secundarias no covalentes, los
mecanismos de union involucrados en los sistemas de segunda generacion conducen a
interacciones que son menos susceptibles a cambios en la fuerza idnica y/o el pH [104].

2.15.2.2. Lecitinas

Las lectinas son proteinas naturales que juegan un papel fundamental en los fendmenos de
reconocimiento bioldgico con células y proteinas, pertenecen a un grupo estructuralmente
diverso de proteinas y glicoproteinas que pueden unirse reversiblemente a residuos especificos
de carbohidratos [105]. Después de la unién inicial, las lectinas pueden o bien, permanecer en
la superficie celular, o en el caso de la adhesion mediada por un receptor, posiblemente,
internalizarse a través de un proceso de endocitosis. Mientras que las lectinas ofrecen ventajas
significativas en comparacion con polimeros de primera generacion, vale la pena sefialar que
tales polimeros pueden sufrir al menos en parte la inactivacion prematura [106]. Aunque las
lectinas ofrecen ventajas significativas, muchas de ellas son tdxicas o inmunogénicas y los
efectos de la exposicion repetida con lectinas son en gran parte desconocidos. Es también
factible que los anticuerpos inducidos por lectinas podrian bloquear subsiguientes
interacciones adhesivas entre superficies mucosas de las células epiteliales y los vehiculos de
entrega [107].

2.16. CLASIFICACION DE LOS PARCHES BUCALES MUCOADHESIVOS

En general, los parches bucales mucoadhesivos se pueden clasificar en tres diferentes
categorias:

1) Parches con una matriz soluble (Figura 10-A). Estan disefiados para liberar el farmaco en
la cavidad oral. La membrana mucoadhesiva puede prolongar la duracion de la matriz en la
cavidad oral. En comparacion con otras formas farmacéuticas, estos sistemas son de accién
prolongada y potencialmente pueden entregar mayores cantidades de farmaco [108].

2) Parches con un respaldo insoluble (Figura 10-B). Son especialmente disefiados para la
entrega de farmacos y obtener un efecto sistémico. Al ser sistemas cerrados y estar protegidos
de la saliva, estas formulaciones permiten mantener concentraciones controladas del farmaco y
liberarlo continuamente por periodos de 10-15 horas [108-109]. Estos sistemas presentan la
desventaja de que se tiene que remover la membrana de refuerzo después de la administracion.

3) Parches con un respaldo soluble. Los parches que tienen un respaldo soluble se disuelven
en la cavidad oral pero muestran una corta accién comparados con los que contienen una
membrana insoluble [108].
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(A) (B)
4——————+—— Membrana de respaldo
Farmaco Farmaco
«—— m «—— +
matriz mucoadhesiva matriz mucoadhesiva

Figura 10. Clasificacion de los parches bucales mucoadhesivos. (A) Parches con una
matriz soluble, (B) Parches con respaldo insoluble. Modificada de referencia [108].

2.17. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LOS SISTEMAS MUCOADHESIVOS

2.17.1.

Ventajas de los sistemas mucoadhesivos para la entrega de farmacos

La administracion de farmacos a través de sistemas mucoadhesivos ofrece varias ventajas,
entre las mas importantes se encuentran [7,70]:

1.
2.

10.
11.
12.

2.17.2.

Un inicio rapido del efecto terapéutico,

El farmaco es facilmente administrado y en caso de una emergencia se puede realizar
con facilidad la suspension de la terapia,

La mucosa bucal se repara rapidamente,

Regidn altamente hidratada, por lo tanto, es un buen ambiente para disolver farmacos
hidrosolubles,

La liberacion del farmaco puede efectuarse por un periodo de tiempo prolongado,

El farmaco puede ser administrado cuando la via oral es clinicamente impracticable,
Los farmacos pueden eludir efecto del metabolismo de primer paso por lo que aumenta
su biodisponibilidad,

Potencial reduccion de efectos secundarios,

Algunos farmacos que son inestables en el ambiente acido del estbmago pueden ser
administrados en la cavidad bucal,

La absorcion del farmaco es por medio de un proceso de difusion pasiva,

Flexibilidad en el estado fisico, forma, tamafio y superficie y

La tasa de absorcion es maximizada debido al contacto cercano con la membrana
absorbente y el tiempo en de permanencia en el sitio de absorcion

Limitaciones de los sistemas mucoadhesivos para la entrega de farmacos

Existen algunas limitaciones en los sistemas mucoadhesivos para la administracion de
farmacos en la cavidad bucal, tales como [7,70]:

1.
2.

Farmacos que son inestables a pH bucal no se pueden administrar por esta via,
Farmacos que tienen un sabor amargo, olor desagradable o que pueden irritar la
mucosa no puede ser administrados por esta ruta,

So6lo se pueden administrar farmacos a dosis bajas,

30




MARCO TEORICO

4. SOlo se pueden administrar por esta via farmacos que son absorbidos por difusion
pasiva,

5. El comer y beber pueden ser restringidos,

6. Puede existir una pérdida de farmaco debido a la deglucién de la saliva 'y

7. Area superficial relativamente pequefia.

2.18. METODOS DE PREPARACION DE PARCHES MUCOADHESIVOS

2.18.1. Evaporacion de disolvente

Este método es sin duda el mas utilizado y reportado en la literatura para la fabricacion de
peliculas y parches mucoadhesivos. Esto es debido principalmente a la facilidad del proceso y
el bajo costo que implica en un laboratorio de investigacion [13,109]. El proceso consiste en al
menos seis pasos: (1) preparacion de la dispersion de moldeo, (2) deaireacion, (3)
transferencia del volumen apropiado en un molde adecuado, (4) secado de la dispersion de
moldeo, (5) el corte de la forma de dosificacidn final para contener la cantidad deseada de
farmaco y (6) envasado [12,109].

Durante la fabricacion, se da importancia en particular a las propiedades reoldgicas de la
solucion o suspensién, las burbujas de aire atrapado, uniformidad de contenido y los
disolventes residuales en la forma de dosificacion final [109]. La reologia del liquido va a
determinar las velocidades de secado y la uniformidad en términos del contenido de farmaco,
asi como el aspecto fisico de las peliculas [13]. Durante las etapas de mezclado dentro del
proceso de fabricacion, las burbujas de aire se introducen de forma inadvertida y la
eliminacidn del aire es un paso critico por razones de homogeneidad [110]. Otra preocupacién
recurrente es la presencia de disolventes organicos. El uso de disolventes organicos
normalmente es cuestionado, no solo debido a problemas relacionados con la recoleccion de
los mismos y por la presencia de residuos en la formulacién, sino también porque los
disolventes organicos son riesgos no deseados para el medio ambiente y la salud [13]. Sin
embargo, debido a las propiedades fisicoquimicas del farmaco y los excipientes, muchas
formulaciones se basan en el uso de disolventes organicos.

2.18.2. Extrusion (Hot-melt extrusion)

Mediante este metodo, una mezcla de ingredientes farmaceuticos es fundida y luego
forzada a pasar a traves de un orificio para producir un material mas homogeneo en diferentes
formas, tales como granulos, tabletas, o peliculas [109]. Muy pocos articulos han reportado el
uso de extrusion por fusion en caliente para la fabricacion de peliculas bucales mucoadhesivas.
En algunas publicaciones implican la inclusion de A°-Tetrahidrocanabinol (THC) y su
profarmaco, un éster de hemiglutarato (THC-HG) [111-113]. Por esta via se pueden obtener
exitosamente peliculas mucoadhesivas para THC a 120, 160 y 200 °C, en donde al menos se
encuentra presente el 94 % del ingrediente activo, la mayor degradacion del THC se observé a
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200 °C por lo que ésta ultima temperatura pude generar problemas en la fabricacion de las
peliculas mucoadhesivas.

2.19. QUITOSANO

2.19.1. Origen y obtencion

El término "Quitosano” se le da a la quitina desacetilada, sus derivados se encuentran
probablemente en el top 3 de polisacaridos méas publicados en la literatura cientifica, junto con
la celulosa y el almiddn [98]. La quitina se extrae del exoesqueleto de artropodos y de la pared
celular de hongos, puede encontrarse CS como tal en algunos hongos pero en cantidades
limitadas [114]. EI método generalmente usado para el aislamiento de la quitina a partir del
exoesqueleto de los crustaceos consta de tres pasos: desproteinizacion, desmineralizacion y
decoloracion [98]. Posteriormente, la quitina se desacetila para obtener CS u otros productos
para una amplia gama de aplicaciones. El proceso de produccion se resume en la Figura 11.

CH, CH,
0= OH o=<
H NH
HO o 4&3\, HO -
- 0 HO o 0
H
OH ozl(q OH

Quitina + proteinas + pigmentos+ lipidos + materiales inorganicos (CaCOs, ...)

;acion= desproteinizacion + desmlnera_

v
Quitina

CH
L esacetilaciél ’
Quitosano \?ﬂ\ ﬁ \?7\

Figura 11. Proceso de produccion de Quitosano a partir de desechos de cascaras de
crustaceos. Modificada de Referencia [98].

2.19.2. Estructura

Las quitinas pueden ser divididas en a, B y y segun los enlaces de hidrogeno en su
estructura [98]. La a-quitina estd compuesta de dos cadenas antiparalelas de polisacaridos, la
B-quitina de dos cadenas paralelas de polisacaridos y la y-quitina de tres cadenas paralelas de
polisacéridos, dos de las cuales se encuentran en la misma direccion; siendo la conformacioén o
la més estable [115]. Esta macromolécula es una amina alifatica primaria y es el Unico
polisacarido cationico debido a sus cargas positivas ("NHs) a pH acido (pH <6.5), por lo tanto,
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el CS puede estar protonado por acidos tales como: acido férmico, acético, lactico, malico y
citrico [114].

ElI CS posee una estructura lineal, formada por unidades de D-glucosamina y N-
acetilglucosamina unidas por medio de enlaces B-(1-4)-glucosidicos (Figura 12) [116] y est&
disponible en una variedad de formas que difieren principalmente en el peso molecular y el
grado de desacetilacion, estas diferencias afectan caracteristicas importantes tales como la
solubilidad y mucoadhesividad [117].

CH,
OH o)
NH, NH
HO 0 o HO 5=
—0 o HO o) o
NH,
OH OH

Figura 12. Estructura quimica del Quitosano. Tomada de Referencia [115].

2.19.3. Caracteristicas fisicoquimicas como adhesivo

Un adhesivo liquido se caracteriza por tres valores: la tension superficial, la viscosidad y la
penetracion del adhesivo en el material de soporte [117]. La tensién superficial es una
propiedad de superficie de un liquido que le permite resistir una fuerza externa [118]. La
viscosidad de un fluido es una medida de su resistencia a la deformacién gradual [119]. La
tension superficial del adhesivo debe ser inferior o igual a la energia de superficie del material
para obtener una buena interaccion molecular [120]. EI CS a bajas concentraciones (0.5 % p/v)
tiene una tension superficial de 64 mNm™ al contacto inicial (to), que se reduce a 41 mNm™
después de largos periodos de tiempo [98]. Las dispersiones de CS con concentraciones mas
importantes tienen tensiones superficiales mas bajas, por ejemplo una dispersién al 2 % p/v en
4cido acético al 2 % v/v exhiben una tensién superficial de 37.4 mNm™ [96]. En un estudio
han determinado para dispersiones al 2 % p/v en acido acético 1 % v/v una parte dispersiva de
38.59 mNm™ y una parte polar de 1.10 mNm™, esto significa que las interacciones acido-base
de Lewis son dominantes [121]. ElI CS favorece el “collage” con materiales de baja energia
superficial, ademas una baja tensién superficial y una alta dispersién indican que se propaga
facilmente en casi todo tipo de materiales. Dispersiones de CS presentan un comportamiento
newtoniano a una concentracion inferior a 0.25 % p/v y por encima de este valor tiene un
comportamiento de cizalla [122]. La viscosidad de las dispersiones de CS aumenta con la
concentracion pero disminuye con la temperatura. En otro estudio obtuvieron una viscosidad
de 90.2 Pas de una dispersion al 4 % p/v y de 7132 Pas para una de 9 % p/v a 25°C [123].
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2.19.4. Biocompatibilidad

La biocompatibilidad del CS es un tema de actualidad de gran importancia, aunque el
verdadero significado de la palabra es muchas veces es ignorado. La biocompatibilidad se
aborda con frecuencia como la ausencia de toxicidad, pero estos son diferentes conceptos que
se refieren a diferentes contextos. La toxicidad se refiere al dafio potencial que puede ser
causado por un material, mientras que la biocompatibilidad se extiende ademas al efecto
perjudicial o beneficioso del entorno fisioldgico en el comportamiento de los materiales [114].
La primera definicion que data de 1987, indica que la biocompatibilidad es la capacidad de un
material para producir una respuesta en el huésped apropiado en una situacién especifica [76].
Esta definicion fue modificada recientemente como la capacidad de un biomaterial para
realizar su funcion deseada con respecto a una terapia médica sin provocar efectos locales o
sistémicos indeseables [118].

2.19.5. Biodegradabilidad

La biodegradacion se puede definir como la degradacion gradual de un material en virtud
de un mecanismo controlado que puede implicar el uso de reactivos quimicos o catalizadores
bioldgicos, por ejemplo, acidos o despolimerizacion enzimatica [123]. Se ha demostrado que
el CS puede ser degradado por diversas enzimas tales como la celulasa, quitosanasa, pectinasa,
la pepsina, la papaina o amilasa [124].

2.20. POLOXAMERO 407 (PF-127)

2.20.1. Estructura

El Polox4mero 407 también conocido como Pluronc® F-127 es un copolimero de tres
bloques de Polioxipropileno-Polioxietileno de férmula general E10sP70E106 [125]. Se producen
por condensacién de 6xido de etileno y 6xido de propileno [126]. Contiene aproximadamente
el 70 % de 6xido de etileno, lo que explica su hidrofilicidad. Es uno de los copolimeros de
bloque ABA la serie de poloxameros, cuyos miembros comparten la férmula quimica se
muestra en la Figura 13.

Hidrofilica Hidrofobica Hidrofilica

Figura 13. Estructura quimica del Pluronic® F127. “A” corresponde a la porcién de
oxido de etileno y “B” a la porcion de oxido de propileno. Modificada de Referencia
[125].
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2.20.2. Caracteristicas y propiedades

En general, los poloxameros a bajas concentraciones (10™ - 10® %) forman micelas
monomoleculares, pero concentraciones mas altas dan lugar a agregados multimoleculares que
constan de un ndcleo central hidrofobico con sus cadenas hidrofilas de polioxietileno
orientadas al medio externo [126]. La micelizacion se produce en soluciones diluidas por
encima de la concentracion micelar critica (cmc), a concentraciones mas altas, por encima de
una concentracion de gelificacion critica (cgc), las micelas se pueden ordenar en un enrejado
[127]. Estos escenarios se ilustran en la Figura 14.

c<cme c 2cme c 2cgc

Figura 14. llustracion de la concentracion micelar critica (cmc) y la concentracion de
gelificacion critica (cgc) en una solucion del copolimero de blogues Tomada de
Referencia [125].

El PF-127 es mas soluble en agua fria que en agua caliente como consecuencia del aumento
de solvatacion a bajas temperaturas [128]. Soluciones acuosas del PF-127 de 20 a 30 % p/p
tienen la caracteristica interesante de gelificacion térmica reversible, es decir, son liquidos a
temperaturas de refrigeracion (4-5 °C), pero geles tras calentar a temperatura ambiente. La
gelificacion es reversible tras el enfriamiento [129] y se cree que el gel es micelar en la
naturaleza. Una fase micelar liquida es estable a bajas temperaturas pero se transforma en una
estructura cubica mediante el aumento de la temperatura [130]. A temperaturas mas altas se
forma una fase de cilindros de forma hexagonal (Figura 15).

Se ha informado que el PF-127 es uno de los copolimeros menos toxicos disponibles en
el mercado y su biocompatibilidad lo hace un candidato atractivo como un vehiculo para la
entrega de farmacos y proteinas a través de diferentes vias de administracion [131-132], asi
como en el area de la ingenieria de tejidos [133-134] y terapia génica [135].
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Obtener parches bucales mucoadhesivos para la entrega unidireccional de Tartrato de
Metoprolol mediante el método de evaporacion de disolvente, para su caracterizacion
fisicoquimica, evaluacién de su desempefio in vitro — ex vivo y su posterior optimizacion, con
las finalidad de presentarlos como una potencial alternativa a la via oral en el tratamiento de la
Hipertension Arterial.

3.2. PARTICULARES

1. Generar un disefio compuesto central rotable, con puntos estrella y aleatorizado mediante el
uso del programa estadistico Statgraphics Centurion XV.II. empleando como factores de
estudio el porcentaje de Quitosano (X1) y Pluronic® F127 (X»).

2. Encontrar las condiciones éptimas de preparacion de los parches bucales mucoadhesivos
con respecto a la superficie de moldeo, velocidad y tiempo de agitacion, y tiempo de
evaporacion del disolvente.

3. Preparar los sistemas mucoadhesivos y caracterizarlos fisicoquimicamente mediante la
variacion de masa y espesor, pH de la superficie, resistencia al plegado, humedad y contenido
quimico.

4. Evaluar su desempefio mediante estudios de fuerza y tiempo de mucoadhesion ex vivo,
liberacion del farmaco e hinchamiento in vitro.

5. Optimizar los sistemas mucoadhesivos con respecto al porcentaje de Quitosano y Pluronic®
F-127 mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.II.

6. Determinar las propiedades mecanicas de la formulacion 6ptima.

7. Realizar estudios de permeacion ex vivo a la formulacién optima utilizando mucosa bucal
de cerdo como modelo mediante celdas de difusion tipo Franz.

8. Evaluar la estabilidad fisica de la formulacién 6ptima mediante estudios de microscopia
Optica
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HIPOTESIS

IV. HIPOTESIS

Los parches bucales mucoadhesivos para la entrega unidireccional de Tartrato de
Metoprolol con propiedades fisicoquimicas y desempefio in vitro - ex vivo adecuados
permitiran ser considerados como una novedosa y potencial alternativa a la via oral en el
tratamiento de la Hipertension Arterial.
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V. JUSTIFICACION

En México 22.4 millones de adultos de 20 afios 0 mas padecen HTA, de los cuales 11.2
millones estan diagnosticados y de esta cifra, solo 5.7 millones tienen controlado el
padecimiento, el cual afecta al 31.5% de los adultos mexicanos y se encuentra entre las tasas
mas altas a nivel mundial [2]. Durante muchos afios la industria farmacéutica se enfoco al
desarrollo de nuevas moléculas con actividad farmacoldgica, situacion que se convirtio en
algo dificil y costoso, por lo que las preocupaciones se centraron en la modificacion
estructural de farmacos para hacerlos més selectivos, con menos efectos adversos e incluso
con efectos terapéuticos prolongados. Como consecuencia de las dificultades que presenta la
obtencion o modificacion de farmacos, la industria farmacéutica orienta sus estudios en el
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas o vias de administracion alternativas, pero a pesar
de los avances tecnoldgicos, la via oral sigue siendo la preferida debido al bajo costo y
facilidad de administracién [5]. Las barreras significativas que se imponen a la administracién
de farmacos por la via oral, como el efecto de primer paso hepético y la degradacion en el
tracto gastrointestinal, conllevan a una disminucion de la biodisponibilidad del farmaco y por
lo tanto, a una disminucion del efecto farmacologico [5,7].

Una de las vias de administracion que ha merecido especial atencion es la via bucal, debido
a que a través de ésta se puede eludir el efecto de primer paso hepéatico y mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos, se puede obtener un efecto terapéutico prolongado, efectos
secundarios reducidos, mejor cumplimiento del paciente debido a la disminucion de la
frecuencia de administracion, una facil terminacion y control de la terapia, ademas, es de facil
administracion, puede ser atil en casos especiales en donde la via oral es clinicamente
impracticable, por ejemplo, cuando el paciente se encuentra en estado de inconsciencia, en
aquellos gue presentan dificultades para deglutir, nduseas y vomito, en padecimientos de mala
absorcion intestinal y en pacientes con fobias a las agujas ya que esta via de administracién no
es invasiva [6-7].

Los farmacos BB como el TM, indicado principalmente en el tratamiento de la HTA, angina
de pecho, arritmias cardiacas, infarto de miocardio, terapia post-infarto y profilaxis de la
migrafia [6,25], presenta inconvenientes como administracion frecuente debido a su tiempo de
vida media relativamente corto (3-4 horas) [19], extenso metabolismo de primer paso y
biodisponibilidad variable (30-50%) [6], por lo que es un candidato ideal para sistemas
terapéuticos en forma de parches bucales mucoadhesivos. En el presente trabajo se propone la
preparacion de sistemas bucales mucoadhesivos utilizando como matriz polimérica al CS y
como modulador de la liberacién al PF-127, con la finalidad de llevar a cabo su
caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro — ex vivo que permita optimizar su
desemperio y de esta manera presentarlo como una potencial alternativa en el tratamiento de la
HTA que ofrezca ventajas significativas en comparacion con la via oral.
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VI. METODOLOGIA

6.1. ETAPA |. ESTANDARIZACION DEL METODO DE PREPARACION

Durante esta etapa se manipularon las condiciones de preparacion tales como: superficie de
moldeo, velocidad de agitacion, tiempo de agitacion y el tiempo evaporacion del disolvente
con la finalidad obtener parches homogéneos.

6.1.1. Superficies de moldeo

Para la preparacion de los parches bucales se probaron dos superficies de moldeo para
poder elegir la que permita una mejor manipulacion de los mismos una vez secos. La primera
consiste en moldes cuadrados de acetato con un &rea de 64 cm? y la segunda en placas Petri
circulares de plastico con un area de 66.5 cm? (Figura 16)

Figura 16. Superficies de moldeo evaluadas, (l1zquierda) placas Petri, (Derecha) moldes
de acetato.

6.1.2. Cinética de mezclado

Para tener un control durante la preparacion de los parches bucales se llevo a cabo una
cinética de mezclado variando la velocidad (500, 1000 y 1500 rpm) y el tiempo de mezclado
(3, 5, 10 y 15 minutos) para encontrar las mejores condiciones que permitan obtener una
mezcla homogénea al finalizar la adicion del farmaco a la dispersion de moldeo y de esta
manera se encuentre distribuido uniformemente y con la menor incorporacion de burbujas
provocadas por la agitacion, para asi obtener menores tiempos de deaireacion. Se prepard una
formulacién de la cual se tomaron alicuotas de 1,0 mL de diferentes partes del vaso de
precipitados (parte superior, media e inferior) a tiempos predeterminados. Cada alicuota se
transfirio a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevd a volumen con solucién buffer de
fosfatos pH 7.4. Finalmente se analizaron las muestras espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 219 nm.
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6.1.3. Tiempo de evaporacion

Las peliculas de EC y Eudragit® E-100 (EuE-100) se monitorearon durante 3 horas y el
avance del proceso de secado de la pelicula mucoadhesiva se inspecciond durante 72 horas
para verificar la evaporacion del disolvente a temperatura ambiente.

6.2. ETAPA Il. PREPARACION DE LOS PARCHES BUCALES MUCOADHESIVOS

6.2.1. Disefio Experimental

Para la preparacion de los parches bucales mucoadhesivos se empledé un Disefio de
Compuesto Central rotable (DCC), con puntos estrella y aleatorizado para estimar superficies
de respuesta de segundo orden. La concentracion de CS (X;) y PF-127 (X3) se eligieron como
variables independientes, utilizando dos niveles, bajo y alto denotados por los valores
codificados -1 y 1 respectivamente. Se adicionaron tres réplicas del punto central codificado
como 0 y dos puntos axiales -a y +a, para poder estimar el error experimental y efectos
cuadraticos puros (Tabla 13). EI comportamiento de las superficies de respuesta se modeld
empleando la siguiente ecuacion polinomial de segundo orden:

Yi = Bo+ BrXa + BoXo + PraXe® + PoaXo® + ProXi X + €j

donde Y; representa la respuesta predicha, Po es la ordenada al origen, B1 y B2 son los
coeficientes de regresion de los términos lineales, P11 y P22 son los coeficientes para los

términos cuadraticos de la ecuacion, P, es el efecto de la interaccion y €; es el término del
error experimental.

Tabla 13. Variables independientes, dependientes y niveles utilizados en el disefio
experimental.

Niveles codificados

Variables independientes -a -1 0 1 +a
X1CS (%op/v) 0.76 1.3 2.6 3.9 4.43
X PF-127 (%p/v) 0.53 0.9 1.8 2.7 3.07

Variables dependientes

Y 1= Variacion de masa (mg)
Y= Variacion de espesor (um)
Y 3= pH de la superficie

Y 4= Resistencia al plegado (No.)
Ys= Humedad (%)

Y= Contenido quimico (%)

Y ;= Fuerza de mucoadhesion ex vivo (N)

Yg= Tiempo de mucoadhesion ex vivo (min)
Y= Constante de liberacion in vitro, Ky (min™)
Y 10= Hinchamiento, K (min™)
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6.2.2. Preparacion de los lotes

Los parches bucales mucoadhesivos se prepararon siguiendo el método descrito por
Escobar-Chéavez, et al. 2011 [136] con algunas modificaciones y bajo las condiciones éptimas
de preparacion (Figura 17).

A. Preparacion de la pelicula impermeable

4V o Dispersion al 5% de EC en etanol 98%
! @ Adicion de TAC gota a gota (30%)

eaireacion de la dispersion min

§ © oeai ion de la di ion (30 min)

@ Moldeo de la dispersién
pa > © Evaporacion controlada del disolvente

o 40 ,V Q Dispersion de EuE-100 en etanol
! @ Adicion de TAC gota a gota (20%)
% o» % 9» 0» 9» \ 9 Deaireacion de la dispersion (30 min)
v V @ Moldeo de la dispersién
/ .y > e Evaporacion controlada del disolvente

&, B, & D

<>
¥

o Dispersion del CS en HLAC 2 %v/v Pelicula

icion de PF-127 a la dispersion de impermeable
@ Adicion de PF-127 a la dispersion de CS bl
9 Adicion del TM disuelto en agua destilada
@ Adicion de Glicerina USP gota a gota
9 Deaireacion de la dispersion (24 h) Pelicula v
© Moldeo de la dispersion MUCOAANESIVE )

vaporacion del disolvente

(7 N ion del disol

Pelicula de EuE-100 ———————9©

Figura 17. Representacion esquematica de la preparacion de los parches bucales
mucoadhesivos. (A) Preparacion de la pelicula impermeable de EC, (B) Preparacion de
la pelicula de EUE-100 y (C) Preparacion de la pelicula mucoadhesiva.

6.2.2.1 Preparacion de la pelicula impermeable de EC

Se prepar6 una dispersion de EC (5 % p/v) en etanol (95 % v/v) bajo agitacion magnética
constante. Posteriormente se afiadio gota a gota el 30 % p/p de Triacetina con respecto al
polimero y esta dispersion se mantuvo en reposo durante 30 minutos para eliminar el exceso
de aire incorporado durante la agitacion. Finalmente, se transfirio la dispersion sobre el molde
y se colocé un embudo invertido para permitir una evaporacion homogénea y controlada del
disolvente (Figura 17-A).
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6.2.2.2. Preparacion de la pelicula de EUE-100

Se prepard una dispersion de EuE-100 (3 % p/v) en etanol absoluto bajo agitacion
magnética constante. Se afiadio gota a gota el 20 % p/p de Triacetina con respecto al polimero
y posteriormente se mantuvo en reposo durante 30 minutos para después distribuirla sobre la
pelicula de EC previamente preparada. A continuacion se coloc6 un embudo invertido para
permitir una evaporacion controlada del disolvente (Figura 17-B).

6.2.2.3. Preparacion de la pelicula mucoadhesiva

En un vaso de precipitado (a), se adiciond la cantidad correspondiente de CS y se dispersé
en acido lactico 2 % v/v bajo agitacion magnética. En un segundo vaso (b), se disolvio el PF-
127 en &cido lactico frio 2 % v/v. En un tercer vaso (c), se disolvié el TM (3 % p/v) en la
minima cantidad de agua destilada. Posteriormente, se transfirio el contenido de (b) sobre (a)
lentamente y bajo agitacién magnética hasta homogenizar (d). El contenido de (c) se vertio
sobre (d) lentamente y bajo agitacién magnética (e). Se adicion6 gota a gota el 5 % p/v de
Glicerina USP sobre el contenido de (e) manteniendo la agitacion. Se dejé en reposo la
dispersion de moldeo durante 24 horas para permitir su completa deaireacion y maximo
hinchamiento. Se transfirio la dispersién de moldeo sobre la pelicula de EUE-100 previamente
preparada para evaporar el disolvente. Finalmente se cortaron los parches bucales
mucoadhesivos en circulos de 2 cm de didmetro y se mantuvieron en un desecador hasta su
caracterizacion (Figura 17-C).

6.3. ETAPA 1lIl. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y EVALUACION IN
VITRO - EX VIVO

6.3.1. Variacion de masa (Y1) y espesor (Y3)

Para la determinacién de la variacion de masa (VM) y espesor (VE) se seleccionaron al
azar 10 parches circulares de 2 cm de didmetro, se pesaron individualmente en una balanza
analitica, se calculd la masa promedio y su desviacidn estandar. EI espesor de los parches se
obtuvo con un Calibrador Digital Caliper midiendo en diferentes partes y de igual forma se
calculd el espesor promedio y su desviacién estandar [137].

6.3.2. pH de la superficie (Y3)

Las mediciones del pH de la superficie (pH-SUP) se realizaron con un potenciometro
Science Med en tres parches bucales después de permitir su hinchamiento al mantenerlos en
contacto con 2.0 mL de fluido salival simulado pH 6.8 (ANEXO 1) durante un periodo de 2
horas a temperatura ambiente [137].
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6.3.3. Resistencia al plegado (Y4)

La determinacion de la resistencia al plegado (RP) se hizo manualmente, los parches
bucales fueron doblados en un angulo de 180° hasta observar su ruptura y el nimero de
pliegues que se necesitaron para romper el parche se expresdé como el valor de resistencia al
plegado [138]. La evaluacion se hizo por triplicado y se obtuvo el promedio y su desviacion
estandar.

6.3.4. Contenido de humedad (Ys)

Se pesaron en una balanza analitica tres parches bucales (W), se mantuvieron en un
desecador con cloruro de calcio durante 72 horas y una vez transcurrido este periodo de
tiempo se registro el peso de cada parche (W) [139]. El contenido de humedad (%) se obtuvo
a partir de la siguiente formula:

W, —W;
——— 100
i)

% Humedad = (
1

6.3.5. Contenido quimico (Ys)

Para la determinacion del contenido quimico inicialmente se realiz6 un barrido
espectrofotométrico del TM, una formulacion placebo y una formulacion cargada con
farmaco, con la finalidad de conocer el comportamiento espectral de estos. Por otra parte, se
prepar6é una curva de calibracién de TM en buffer de fosfatos pH 7.4 para poder efectuar la
cuantificacion del farmaco dentro de concentraciones lineales. Una vez obtenida la curva de
calibracion, tres muestras correspondientes de cada formulacion y un estandar del farmaco
fueron sometidas al ensayo de contenido quimico. La cuantificacion del farmaco se hizo en un
espectrofotometro UV a una longitud de onda de 219 nm (ANEXO 2).

6.3.6. Fuerza de Mucoadhesion ex vivo (Y7)

Se fijo con pegamento de cianoacrilato una porcion de mucosa de cerdo sobre la base de
una placa de Petri de 9.1 cm de didmetro, a continuacion se adicionaron 100 pL de fluido
salival simulado pH 6.8 a 37 + 0.5°C sobre la mucosa de cerdo; el parche bucal se fijé a la
sonda de un Analizador de Textura Brookfield CT3 con cinta adhesiva de doble cara y
finalmente se inicio el analisis en el modo tension, con una carga de activacion de 6.8 g, una
velocidad de andlisis de 0.5 mm/segundo y un tiempo de contacto de 60 segundos (Figura 18).
La evaluacion de la fuerza de mucoadhesion (FMA) se hizo por sextuplicado.
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Figura 18. Determinacion de la fuerza de mucoadhesién ex vivo.

6.3.7. Tiempo de Mucoadhesion ex vivo (Ys)

Para la determinacion del tiempo mucoadhesion ex vivo (TMA) se utilizd el método
descrito por Perioli et al. 2004 [140] con algunas modificaciones. Se pegaron porciones de
mucosa de cerdo a los lados de un vaso de precipitados con pegamento de cianoacrilato,
posteriormente se colocaron 100 pL de fluido salival simulado pH 6.8 sobre la mucosa de
cerdo y se fijaron tres parches bucales sobre la misma aplicando una ligera fuerza con la punta
del dedo durante 60 segundos. Finalmente se adiciond al vaso de precipitados 200 mL de
fluido salival simulado pH 6.8 y se mantuvieron en agitacion magnética a 50 rpm y a una
temperatura de 37 + 0.5°C para simular el entorno de la cavidad bucal. El tiempo de
mucoadhesion se registro hasta observar el desprendimiento del parche de la mucosa o hasta la
completa erosién del mismo.

6.3.8. Liberacion del farmaco in vitro — (Ku: Velocidad de Liberacion — Yg)

La liberacion del farmaco in vitro a partir de parches bucales se realiz6 en un aparato de
disolucion USP tipo Il (MAYASA), se estabilizé térmicamente a 37 £ 0.5°C y se mantuvo en
agitacion constante a una velocidad de 50 rpm. Cada parche se coloc6 sobre un anillo metalico
cubierto de teflon, a continuacidn, se cubrié con una porcion de malla metalica de tal manera
que la pelicula mucoadhesiva se encontrara en contacto con el medio de disolucion y la
pelicula impermeable (no adhesiva) sobre la base del anillo metélico. Posteriormente, se
sumergio cada parche en un vaso con 900 mL de solucién buffer de fosfatos pH 7.4 y se
retiraron alicuotas de 3 mL a intervalos de tiempo predeterminados, reemplazando con
volimenes iguales de medio de disolucién y equilibrado a la misma temperatura. Finalmente,
las muestras se analizaron en un espectrofotometro UV-vis Velab a una longitud de onda de
219 nm, la evaluacidn se realiz6 por triplicado. Los datos de liberacion se evaluaron en base a
la ecuacién de Higuchi, a partir de la cual se obtuvo la velocidad de liberacion (Ky), y la
ecuacion de Korsmeyer — Peppas se emple6 para conocer el mecanismo de transporte (n).
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6.3.9. Estudios de Hinchamiento

6.3.9.1. Indice de Hinchamiento (H)

Se seleccionaron al azar tres parches bucales mucoadhesivos y se pesaron en una balanza
analitica (W), se sumergieron en 2 mL de fluido salival simulado pH 6.8 durante tiempos
fijos y a continuacion se retiraron del medio, eliminando el exceso del mismo de la superficie
con papel filtro para registrar su peso final (W;) [141]. El total de agua retenida dentro del
parche bucal en el equilibrio se calcul6 con la siguiente férmula:

w, — W1)

(H):< w,

6.3.9.2. Cinética de hinchamiento y Mecanismo de transporte - (k: velocidad — Yg)

Durante el estudio de la cinética de hinchamiento de los parches bucales es de interés
conocer el orden cinético que siguen, por lo tanto, se aplicé la ecuacién que corresponde a un
orden cinético dos (Ecuacion de Schott) [142]. Para una cinética de hinchamiento de segundo
orden, la velocidad de hinchamiento es proporcional al cuadrado de su capacidad a cualquier
tiempo y esté representada por la siguiente ecuacion:

daw

R — 2
- = k(We = W)

Al realizar la respectiva separacion de las variables e integrando la ecuacion se obtiene:

B KWZ2t
14+ KWt

Dividiendo la ecuacién anterior entre KW’y ordenando tenemos:

t_ 1 +1t—1<1 +t>
W~ KW2 W, — W, \KW,

1
KWZ

Si decimos que A = ( ) y B = (Wi) la ecuacion se transforma en:

t
W =Bt+ A Ecuacion de Schott

Este estudio se realizd6 midiendo la cantidad de agua absorbida por los parches bucales en
funcién del tiempo y a partir de los resultados obtenidos del indice de hinchamiento, se utiliz6
la ecuacion descrita por Karadag et al. [143-144], la cual es relacionada con la segunda ley de
Fick o ley de potencia:
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my — My my, g
Fy = (—) = (—) Definicion de F para Karadag
mo mo

F = Kt™ Leyde Fick
Donde:

Fk= Fraccion relacionada con la cantidad acumulada de fluido salival simulado por el parche
bucal en un momento dado,

my= Es la cantidad de fluido salival simulado que se difunde dentro del parche bucal,
mo= Es la cantidad de fluido salival simulado que se difunde dentro del parche bucal a tiempo
cero

Relacionando la ecuacion de Fick con la definicion dada por Karadag, se obtiene la siguiente
ecuacion en su forma logaritmica:

Ln(Fgx) = Ln(K) + nLn(t)
Donde:

n= Es el exponente difusional que rige el mecanismo de transporte del fluido salival simulado,
k= Constante relacionada con el sistema polimérico y el medio de hinchamiento.

6.4. ETAPA IV. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION

La optimizacion de multiples respuestas se realizd6 mediante el programa Statgraphics
Centurion XV.II. Los parches bucales mucoadhesivos se optimizaron en base a las principales
variables de respuesta para encontrar las proporciones adecuadas de CS y PF-127 vy asi
observar el mejor desempefio in vitro — ex vivo de 1os mismos.

A la formulacion optima se le realizé la caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro
— ex vivo, adicionalmente se determiné el porcentaje de constriccion o planitud, sus
propiedades mecanicas como resistencia a la traccion (TS) y porcentaje de elongacion (%E),
ademas, se llevaron a cabo estudios de Microscopia Optica (MO) y por Gltimo se sometié a
estudios de permeacidn ex vivo utilizando mucosas de cerdo como modelo en celdas verticales
de difusion tipo Franz.

6.4.1. Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro — ex vivo

Para la caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro — ex vivo de la formulacion
Optima se utilizé la misma metodologia descrita en puntos anteriores.
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6.4.2. Planitud

Para obtener el porcentaje de planitud se cortaron discos de 2.0 cm de diametro para
determinar la variacion de sus dimensiones con respecto al tiempo (30 dias), el porcentaje de
planitud se determind mediante el calculo del porcentaje de constriccion a partir de la
siguiente férmula

o Didmetro inicial — Diametro final
% Constriccion = ( Didmetro final ) 00

En donde el 0 % de constriccidn es equivalente al 100 % de planitud.
6.4.3. Determinacion de las propiedades mecanicas

6.4.3.1. Resistencia a la traccion y % Elongacién

Para esta evaluacion se cortaron 6 parches bucales en rectangulos de 2.3 x 8.0 cm y cada
uno se colocé en la base de un Analizador de Textura Brookfield CT3 y sujetado por las
mordazas superiores e inferiores (Figura 19). El ensayo se realiz6 bajo el modo de tension, con
una carga de activacion de 6.8 g, una velocidad de analisis de 0.5 mm/segundo y una distancia
de separacion de 100 mm, determinando asi la fuerza necesaria para fracturar el parche. El
porcentaje de elongacion (% E) se calculd a partir de la siguiente formula [141]:

» Aumento de la longitud de la pelicula
% Elongacion = ( - — - )100
Longitud inicial de la pelicula

Figura 19. Montaje de los parches bucales para la determinacién de sus propiedades
mecanicas.
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6.4.4. Estudios de Permeacion ex vivo

Los estudios de permeacion ex vivo se realizaron utilizando mucosas de cerdo como
modelo debido a que son similares a las del humano en cuanto a composicion y estructura se
refiere (ANEXO 3).

6.4.4.1. Preparacion del tejido

El tejido bucal de cerdo se obtuvo de un rastro local y se almacend en solucién salina
fisiologica durante su transporte. Posteriormente se realizo la limpieza y acondicionamiento,
es decir, la separacion de la piel y tejido. El epitelio fue separado del tejido conjuntivo
subyacente y se cortaron porciones de 3.5 X 3.5 cm de mucosa con un espesor de 500 = 100
um, las cuales se mantuvieron en buffer de fosfatos pH 7.4 durante una hora para mantener su
elasticidad.

6.4.4.2. Permeacion ex vivo

Para este estudio, inicialmente el tejido epitelial se monto entre los dos compartimentos de
las celdas de difusién tipo Franz, la cuales cuentan con una superficie Gtil para la difusion
entre ambos compartimentos de 2.01 cm?. En el compartimento receptor se adicionaron 7 mL
buffer de fosfatos pH 7.4 y posteriormente se introdujo una barra magnética en el interior del
mismo. La formulacion 6ptima se colocé sobre la mucosa bucal de cerdo adicionando
previamente 100 uL del mismo medio, de tal manera que la pelicula mucoadhesiva quedara
sobre la mucosa de cerdo. Se sellaron ambos compartimientos y se mantuvieron en agitacion
constante a una velocidad de 50 rpm y una temperatura de 37 £ 0.5 °C durante un periodo de 6
horas (Figura 20). Finalmente, se tomaron alicuotas de 1 mL del compartimento receptor a
tiempos fijos y se repusieron con el mismo volumen a la misma temperatura. Las muestras
retiradas se analizaron espectrofotométricamente a una longitud de onda de 219 nm. El estudio
fue realizado por sextuplicado.

Compartimento donador

Parche bucal mucoadhesivo

Mucosa de cerdo

Compartimento receptor

Barra magnética

Figura 20. Montaje de las celdas de difusion en los estudios de permeacion ex vivo.
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6.4.5. Estudios de Microscopia Optica (MO)

Se examinaron tanto la formulacion Optima, excipientes y el farmaco mediante un
microscopio optico Velab con la finalidad de verificar la existencia de cristales de farmaco o
excipientes que pudieran modificar la absorcion del TM. Las observaciones se hicieron al
parche bucal recién preparado, a los 30 y 60 dias después de su elaboracion.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ETAPA |. ESTANDARIZACION DEL METODO DE PREPARACION

7.1.1. Superficies de moldeo

De ambas superficies de moldeo evaluadas se lograron desprender las formulaciones, sin
embargo, los moldes de acetato permiten una mejor manipulacion debido a su flexibilidad,
ademas es posible manipular el area a conveniencia, es por ello que para la preparacién de las
formulaciones de acuerdo al disefio experimental se utilizaron moldes de acetato con un area
de 144 cm?.

7.1.2. Cinética de mezclado

La velocidad de agitacion a la que se trabajo fue de 1000 rpm ya que a 1500 rpm se
incorpora gran cantidad de aire en la formulacion provocando la formacion de burbujas
dificiles de eliminar y a 500 rpm la agitacion es insuficiente para distribuir completamente el
farmaco, lo que puede ocasionar una toma incorrecta del volumen requerido para la alicuota.

0.600 -

0.500 -

0.400 -

0.300 -

DESVEST Absorbancia

0.200 -

0.100 - O

0.000 . Q )
0 5 10 15

Tiempo de agitacion (min)

Figura 21. Cinética de mezclado. Representacion de la desviacion estandar de las
absorbancias en funcion del tiempo de mezclado.

o1




RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 21 representa la desviacion estandar de las absorbancias en funcion del tiempo de
agitacion, se puede observar que las menores desviaciones estandar de las absorbancias
obtenidas es a los 15 minutos, lo cual indica que el farmaco se encuentra distribuido de
manera homogénea en el vaso de precipitados, sin embargo, no difieren en comparacion al
tiempo de 10 minutos, por lo cual se eligio éste ultimo en la preparacion de las formulaciones
para optimizar tiempo, energia y costos.

7.1.3. Tiempo de secado

El tiempo necesario para la evaporacion del disolvente de la pelicula impermeable de EC y
la de EUE-100 fue de tres y dos horas respectivamente, por lo tanto, al evaporar el disolvente
de la pelicula impermeable permite la incorporacion de la dispersion de EUE-100 y una vez
evaporado el disolvente de esta Gltima, se puede incorporar la dispersion de la pelicula
mucoadhesiva, la cual necesita un tiempo de evaporacion de 48 horas.

7.2. ETAPA Il. PREPARACION DE LOS PARCHES BUCALES MUCOADHESIVOS

7.2.1. Disefio Experimental

Los disefios experimentales y la optimizacion son herramientas que se utilizan para
examinar sistematicamente los diferentes tipos de problemas que surgen dentro de, por
ejemplo, la investigacion, el desarrollo y la produccion de medicamentos [145]. Por lo tanto,
es una necesidad el planificar los experimentos de tal manera que se obtenga la informacion
mas relevante. Estos disefios se basan en el desarrollo de una serie de ensayos controlados en
los que se introducen variaciones de manera intencional para poder observar e identificar las
causas que intervienen en la variacion de las respuestas de interés [146].

Especificamente, un DCC también llamado Box-Wilson, es un tipo popular de experimento
para la optimizacion que empieza con un disefio factorial estdndar a dos niveles y agrega dos
corridas adicionales para cada factor. Las corridas adicionales, llamadas puntos estrella (+a y
—a) son localizadas a distancias pequefias por debajo del nivel bajo de un factor y a la misma
distancia por encima del nivel alto, lo que permite estimar el efecto de curvatura con respecto
a ese factor [147].

Se evaluaron los efectos de las variables independientes o de estudio (X;), sobre las
variables de dependientes o de respuesta (Y;) en el programa estadistico Statgraphics Centirion
XV.I1. La composicion de la pelicula mucoadhesiva de cada formulacion se encuentra en la
Tabla 14, mientras que la composicion de la pelicula impermeable y de EUE-100 para todas las
formulaciones se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 14. Composicion de la pelicula mucoadhesiva de las diferentes formulaciones

correspondientes al DCC.

Niveles Niveles No
Codificados Codificados
X1 X5 X1 Xo
Lote CS PF-127 CS PF-127 GlicerinaUSP TM HLac 2 %
(Yo plv) (% plv) (% plv) (% plv) v/v (mL)
F1 1 -1 3.9 0.9
F2 -1 1 1.3 2.7
F3 0 -1.4 2.6 0.53
*F4 0 0 2.6 1.8
F5 -14 0 0.76 1.8
F6 14 0 4.43 1.8 5 3.0 60
F7 0 1.4 2.6 3.0
*F8 0 0 2.6 1.8
F9 1 1 3.9 2.7
F10 -1 -1 1.3 0.9
*F11 O 0 2.6 1.8

* Puntos centrales; HLac es acido lactico

Tabla 15. Composicion de las peliculas de EC y EUE-100.

Pelicula impermeable

Ingrediente (Yop/v)
Etilcelulosa 5.0
Triacetina* 30
Etanol 95% (mL) 30
Pelicula de EUE-100

Eudragit E-100 3.0
Triacetina* 20
Etanol absoluto (mL) 20

* %p/p Con respecto al polimero

7.2.2. Preparacion de los parches bucales mucoadhesivos

Las once formulaciones correspondientes al DCC se prepararon bajo las siguientes
condiciones: superficies de moldeo de acetato con un &rea de 144 cm?, la adicion del farmaco
a la dispersion de moldeo se realizd bajo una agitacion magnetica de 1000 rpm durante 10
minutos, un tiempo de secado de la pelicula de EC y de EUE-100 de 3 y de 2 horas
respectivamente y tiempo de secado de la pelicula mucoadhesiva de 48 horas.
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7.3. ETAPA 1ll. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y EVALUACION IN
VITRO - EX VIVO

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro — ex vivo de las
once formulaciones del disefio experimental se muestran en la Tabla 16 y 17 respectivamente.

Tabla 16. Caracterizacion fisicoquimica de los parches bucales mucoadhesivos.

Y.:=VM Y,=VE Ys=pH  Y;=RP  Ys=CH  Y=CQ
Lote (mg)? (Hm)? SUP® (No.)° (%)° (%)°
F1 592,95+4319 789+47.95 6,24+0,15  266+80  2,89+0,32  97,27+1,03
F2 395463565 587+3592  6,33+0,12  270+12  3,53+0,59  97,29+0,72
F3  401,33+21,77 781#49.54  6,01+0,10  264+90  2,59+051  97,74+1,75
F4  537,04+24,61 722+43.78  6,10+0,17  241+18  2,98+055 9572+1,71
F5 126,44+2379 646+32.39  6,02+0,18  251+12  2,37+0,23  9527+1,77
F6  653,70+21,19 756+69.79  6,10+0,16  253+10  2,10+0,34  97,05+1,65
F7 522,63+39,99 762+46,14  6,16+0,14  272+14  254+045  96,95+0,78
F8 504,36+3583 781+39.85 621+0,11  257+#15 350,34  97,41+148
FO  247,82427,96  776+59.10  6,13+0,18  246+12  3,28+0,90  97,73+1,29
F10 335,86+39,95 760+53.12  6,22+0,18  236+11  3,30+0,68  96,74+0,81
F11 50545+34,75 769+4175  6,29+0,12  265+14  2,80+0,75  96,52+1,37

% h=10; b n=3; VM = Variacion de masa, VE = Variacion del espesor, pH SUP = pH de la superficie, RP =
Resistencia al plegado, CQ = Contenido quimico.

Tabla 17. Resultados de la evaluacion in vitro — ex vivo de los parches bucales
mucoadhesivos.

Niveles Y;=FMA  Yg=TMA Yo=VL Yio=k
Codificados (N)? (minutos)® (Kymint)P (min™)°

Lote X; Xo

F1 1 -1 9.7+0.60 417.67+23.44 0.0617+0.0097  5,23+1.03
F2 -1 1 1.14+0.21  354.67+28.36 0.0407+0.0074  1,24+0.49
F3 0 -1.4 3.54+0.35  388.67+23.54 0.0637+0.0031  11,3+1.92
F4 0 0 2.54+0.23  350.33+38.10 0.0525+0.0018  1,43+0.52
F5 -14 0 0.68+0.19  134.67+20.03 0.0740+0.0027  2,630.67
F6 14 0 9.82+0.74  442.67+36.67 0.0443+0.0073  3,32+0.96
F7 0 1.4 2.27+0.32  315.33+29.86 0.0445+0.0054  1,35+0.27
F8 0 0 2.52+0.39  371.67+23.61 0.0562+0.0019  2,82+0.59
FO 1 1 9.23+0.44  387.33+32.35 0.0528+0.0023  5,46+1.12
F10 -1 -1 1.44+0.28  280.67+20.55 0.1007+.0.0152  14,43+1.85
F11 0 0 2.56+0.36  360.33+28.98 0.0500+0.0033  1,10+0.19

% n=6, ® n=3; FMA = Fuerza de mucoadhesion ex vivo, TMA = Tiempo de mucoadhesién ex vivo, VL =
Velocidad de liberacion in vitro y k = Mecanismo de transporte — (k: velocidad).
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En la Tabla 18 se muestra un resumen del analisis de varianza y los coeficientes de
regresion para cada una de las variables de respuesta con respecto a los factores de estudio (X;
y X5). Los resultados experimentales fueron modelados para un sistema lineal y cuadratico por
el método de minimos cuadrados. Una vez obtenidas las funciones, éstas se probaron para la
adecuacion del modelo y ajuste de bondad mediante un analisis de varianza, el cual mostrd
que el modelo polinomial cuadratico representa adecuadamente el comportamiento
experimental de los lotes evaluados (R? = 0.85), con coeficientes de regresion (R?) de 0.96
para FMA, 0.88 para TMA, 0.87 para VL y 0.93 para H.

Tabla 18. Resumen de ANOVA vy coeficientes de regresion de las variables de respuesta
con respecto a los factores estudiados.

Y;=VM Y,=VE Y;=pH SUP Y,=RP Ys=CH
Térm _(mg) (H9) (No.) (%)

Coef. P Coef. P Coef. P Coef. P Coef. P
Bo 515.61 757.33 6.20 254.33 3.09
B4 106.88 0.06 46.69 0.01 -0.00 0.86 1.10 0.72 -0.13 0.56
B2 -14.24  0.76 -26.60  0.07 0.02 0.58 3.16 0.34 0.06 0.75
Bt -71.02 0.23 -30.22  0.08 -0.03 0.59 -2.54 0.50 -0.21 0.42
B2z -35.06 0.53 5.02 0.73 -0.01 0.75 5.45 0.18 -0.05 0.84
B2 -101.2 0.16 40.0 0.06 -0.05 0.43 -13.50 0.02 0.04 0.89
R? 0.67 0.86 0.22 0.75 0.20
R%adj 0.34 0.84 0.00 0.71 0.00

Ys=CQ Y, =FMA Ys=TMA Yi0=VL Yo=H
Térm (%) (N) (min) (Kg; min™) (k min™)

Coef. P Coef. P Coef. P Coef. P Coef. P
Bo 96.55 2.54 360.77 0.05 1.78
B1 0.43 0.16 3.65 0.00 75.65 0.01 -0.00 0.03 -0.50 0.43
B> -0.01 0.96 -0.32 0.40 -7.50 0.71 -0.01 0.01 -3.37 0.00
Bi1 -0.06 0.83 1.68 0.01 -26.11  0.30 0.00 0.22 1.08 0.18
B2z 0.52 0.15 0.50 0.28 5.54 0.81 0.00 0.51 2.75 0.01
B2 -0.02 0.95 -0.04 0.93 -26.08 0.38 0.01 0.03 3.35 0.01
R? 0.54 0.96 0.88 0.87 0.93
R%adj 0.09 0.92 0.84 0.85 0.90

Térm = Término, By = coeficiente de regresion; B; = coeficiente lineal; B = coeficientes cuadraticos; B =
coeficientes de interacciones. Termino significativo (Valores-P < 0.05)

La Figura 22 representa los graficos 3D de las superficies de respuesta estimadas para las
variables dependientes (Y1 — Y1) en funcion de las variables independientes (X; y X»),
creadas a partir de su correspondiente modelo polinomial.

55




RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion de masa Variacion de espesor pH de la superficie

710
610

510

VM (mg)
pH SUP

410

310 1

Y3

>—- 210 “3(”‘ <
106 oo = ~“5":,.'\\“
002 s RPN ’ 6 - >
X1 =CS (% p/v) : $.,‘Q& Xi1=CS (% p/v) ,'L.,"Q‘(
Resistencia al plegado Humedad
;;.\ 280
é 270
; 260
” 50
s 08 ;
10 N .02 '\:‘10\“\\ 037 o
0602 02 g il r(m:’\ﬂ’ 06 02 oa e o
Xi=CS (% p/v) \1;”?\ Xi=CS (% p/v) ] ";,4’?\
Fuerza de mucoadhesion Tiempo de mucoadhesion
= 10 o 480
Z. =440
i é 400
L % <
> 360
T =
I = 320
o = il Il 280 5
>~ 0 9 ’ 0 >_‘°° 240 ')1 oA
- 0. 0.6 (NS -1 0.6 06 Q0
6 02 g2 4 i 7= QQ,\":\ 0202 g6 ol Q?’\’i\
X1 =CS (% p/v) w©° X1 =CS (% p/v) w7
Hinchamiento Velocidad de liberacion
an
': (X 0,001)
S =102
= B
E 2 v
7
aw —
I > @
o |<|> 52 1
>-' . \i\ 3 4 : e \\1\
-0.6 A cl® P I Y 06 A Qle®
= =02 08 g ! Q,\’L ° 02 02 g6 ! QQ,\'L
Xi1=CS (% p/v) ‘pf Xi1=CS (% p/v) .Ff

Figura 22. Graficos 3D superficies de respuesta estimada para Y1 — Yo en funcién de X1
(CS % p/v) y X2 (PF-127 % plv).
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7.3.1. Variacién de masa (Y1) y espesor (Y5)

Una gran variacion en la masa indica la ineficiencia del método empleado en la preparacion
y es probable obtener un contenido no uniforme del farmaco, asimismo el espesor es un
indicativo de la distribuciébn homogénea de los componentes de la formulacién sobre la
superficie de moldeo, por lo cual son importantes durante su caracterizacion fisicoquimica.
Las peliculas y parches bucales ideales deben mostrar espesores dentro de un rango de 50-
1000 um y en base a este intervalo se establece que los lotes preparados cumplen con esta
caracteristica [141].

La masa de los lotes preparados se mantuvo en un intervalo de 126.44+23.80 mg a
653.70£21.19 mg, mientras que el espesor entre 587+35,92 um y 789+47.95 um (Tabla 16). El
efecto de las variables independientes (X; y X;) sobre la VM (Y1) y VE (Y>) son explicados
de acuerdo sus respectivos términos del modelo (Tabla 18); a partir de estos, el signo positivo
representa un efecto sinérgico mientras que un signo negativo indica un efecto antagénico,
ademas, aquellos factores que son significativos presentan valores-P<0.05. Se observé que el
efecto lineal del factor X; afecta la VM de manera positiva, es decir, un aumento en la
concentracion de X; aumenta la masa. La razon probable es que el CS corresponde al
excipiente mayoritario de la formulacién y por lo tanto, al haber un aumento de éste se espera
un incremento de la masa. EI modelo puede explicar la variacion de la respuesta sélo el 63.76
% por lo que no es adecuado para realizar predicciones de la misma.

El analisis de la VE revela que el efecto lineal del factor X; afecta de manera significativa y
sinérgica la respuesta, al incrementar el porcentaje CS se observa un incremento en el espesor
de los parches. Esto se puede atribuir a que éste polisacarido posee numerosos grupo hidroxilo
(-OH) en su estructura quimica, de igual forma que el &cido lactico utilizado para disolverlo y
por lo tanto, se deduce que tras la evaporacion del &cido en el proceso de formacién de la
pelicula, ésta toma cierta humedad que favorece la capacidad de captacion de agua, dando
como resultado peliculas con mayor espesor frente a aquellas preparadas con menor
proporcion de CS [148]. El modelo explica el 86 % de la variacion de la respuesta y las
Figuras 22 representan los graficos 3D de las superficies de respuesta estimada para Y; y Yo,
construidos a partir de sus respectivos polinomios.

7.3.2. pH de la superficie (Y3)

Un parche bucal con un pH demasiado &cido o basico afecta a la zona de aplicacion
causando irritacion o dafios [70]. EI pH SUP los lotes preparados se mantuvo entre 6.01+0.10
y 6.33+0.12 (Tabla 16), por lo tanto, son adecuados para poder ser aplicados en la mucosa
bucal al encontrarse muy cercanos a los valores fisioldgicos (6.2-7.4) [149]. El valor del pH de
la superficie no se ve afectado por las variables en los niveles de estudio (Tabla 18). El grafico
de superficie de respuesta estimada se muestra en la Figura 22, a partir del cual es posible
distinguir que no hay cambios significativos en la respuesta al variar los factores estudiados.
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7.3.3. Resistencia al plegado ()

La flexibilidad de los parches bucales es un caracter fisico importante que se necesita para
poder ser enfrentados al ambiente que predomina en la cavidad bucal y para una féacil
aplicacion en el sitio de administracion [141]. A partir de los lotes evaluados se obtuvieron
valores de RP de 236+11 a 272+14 (Tabla 16), lo cual es indicativo de su adecuada
flexibilidad (RP > 200), por lo tanto, todas las formulaciones muestran una buena RP [150].
Los efectos de las variables de estudio sobre (Y4) son explicados a partir sus respectivos
términos del modelo polinomial (Tabla 18). El efecto de la interaccion XX, afecta de manera
significativa, el signo negativo indica que lo hace de manera inversa, es decir, un incremento
de esta interaccion ocasiona una disminucion de la RP, explicando asi la variabilidad de la
respuesta en un 75 %. La Figura 22 muestra que un incremento de X; conlleva a un ligero
incremento de Y, caso contrario para el factor X,. Cabe mencionar que aungue la interaccion
es estadisticamente significativa, todas las formulaciones muestran valores aceptables, por lo
tanto, esta interaccion no tiene efecto considerable en los niveles estudiados, ademaés la
prediccidn es pobre a partir de su modelo.

7.3.4. Contenido de Humedad (Y5s)

El CH de humedad afecta la integridad de los parches bucales por lo que es de importancia
durante su caracterizacion [149]. Los lotes evaluados se encontraron entre 2.10+0.34 y
3.53+0.59 % (Tabla 16), los cuales estan dentro de lo permitido (< 5 %) [150], esto sugiere
que el CH es adecuado para mantener su integridad durante su almacenamiento. Las variables
independientes en los niveles de estudio no tienen influencia significativa en la respuesta
(Tabla 18). El gréafico 3D de superficie de respuesta estimada para Ys (Figura 22) revela que el
CH de los parches se ve ligeramente incrementado al acercarse a los niveles mas altos de X,
situacion que se puede atribuir al caracter hidrofilico del PF-127, dejando claro que los
cambios no son significativos.

7.3.5. Contenido Quimico (Ye)

El CQ es una evaluacion importante debido a que a partir de ésta se puede asegurar la
correcta dosificacion del farmaco dentro del parche y por lo tanto el efecto terapéutico
deseado, ademas, es un requisito exigido por las autoridades correspondientes de cada pais; en
este caso, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos establece un contenido no menor
al 90% y no mayor al 110% [151]. Los lotes evaluados se encontraron entre 95,27+1,77 y
97,74+1,75 % (Tabla 16). En base al analisis de varianza se establece que el CQ no es
afectado por los factores de estudio (Tabla 18), su respectivo grafico 3D de superficie de
respuesta estimada se muestra en la Figura 22.
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7.3.6. Fuerza de Mucoadhesion ex vivo (Y7)

La mucoadhesion representa el grado de union del polimero mucoadhesivo al epitelio bucal
y a su vez juega un papel clave en el suministro efectivo de farmacos [141]. Esta propiedad es
importante ya que asegura la unién de la forma farmacéutica y la entrega de farmaco en el
sitio de administracion [137]. Un método publicado con frecuencia para la caracterizacion de
polimeros mucoadhesivos es el uso de un Analizador de Textura, en donde se realiza la
medicion de la fuerza de desprendimiento [152]. A partir de los lotes preparados se obtuvieron
valores de FMA en un intervalo de 0.68+0.19 N a 9.82+0.34 N (Tabla 17). La variacion de la
fuerza de mucoadhesion es explicada por los términos del modelo (Tabla 18), en donde los
valores-P<0.05 indican un efecto significativo sobre la FMA. El efecto lineal del factor X; y la
contribucién de su efecto cuadratico X% son los que influyen de manera significativa sobre
Y, ambos factores lo hacen de manera positiva, es decir, al incrementar la cantidad de CS
aumenta la FMA, resultados que coinciden con los publicados por Shydaine et al. [153]. Esta
variacion esta explicada en un 96 % en base a dicho modelo. Este comportamiento se puede
atribuir en primer lugar a la interpenetracion de las cadenas del CS sobre la superficie mucosal
[154], sequida de la las uniones secundarias entre ambos sustratos [155], ya que las cargas
positivas del CS interactian con las cargas negativas de las mucinas (grupos carboxilo y
sulfato) que se encuentran en la mucosa bucal [153], de esta manera se establecen uniones
mediante enlaces de fuerzas electrostaticas. Es bien conocido que los polimeros que poseen
grupos hidroxilo (-OH) son favorables para la mucoadhesion, los enredos fisicos y las
interacciones secundarias que contribuyen a la formacién de una red reforzada [12], por lo
tanto, los polimeros que presentan una alta densidad disponible de grupos de enlace de
hidrégeno son capaces de interactuar fuertemente con las glicoproteinas de la mucina [156].
Al aumentar la concentracion de CS existen mayores sitios de interaccion con el sustrato lo
que conlleva a una FMA superior. EI comportamiento anterior puede apreciarse visualmente
en la Figura 22, la cual corresponde al grafico 3D de superficie de respuesta estimada para.

7.3.7. Tiempo de Mucoadhesion ex vivo (Ys)

Uno de los primeros enfoques para medir la mucoadhesion in vitro fue la determinacion del
TMA o residencia, este método determina el tiempo de retencion en lugar de medir la fuerza
de mucoadhesion, por lo que proporciona informacion acerca de la naturaleza bioadhesiva de
los parches [141]. A partir de las once formulaciones preparadas se observaron TMA en un
intervalo de 134.67+20.3 a 442.67+36.67 minutos (Tabla 17). La variacion del TMA resultd
ser afectada de manera significativa por el efecto lineal del factor X;; al incrementar el
porcentaje de CS los sistemas experimentan mayores TMA, lo cual se ve reflejado claramente
en el grafico de superficie de respuesta estimada Figura 22. A partir de este modelo es posible
explicar en un 88 % la variabilidad de las observaciones. Los parches que tienen menor
cantidad de CS forman un gel muy rapido y como consecuencia se pierden las interacciones
entre el parche y el sustrato al formar un mucilago resbaladizo que pierde adhesion [153], por
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otra parte, al disminuir ain mas la concentracion de CS las uniones se intensifican y la
interpenetracion se favorece, pero la union es inestable debido al escaso nimero de moléculas
que penetran por unidad de volumen teniendo como consecuencia tiempos de residencia cortos
[71]. Ademas, el nimero de cargas positivas incrementa al aumentar la concentracion, por lo
que los sitios activos son mayores lo que permite un TMA mayor.

7.3.8. Liberacion del farmaco in vitro — (Ky: Velocidad de Liberacion — Y )

Los estudios de liberacion in vitro del TM se muestran en la Figura 23-A donde se puede
observar que el porcentaje de TM liberado se encuentra entre 92.05+4.2 y 96.73+2.18 al
término de 8 horas. A partir de éste grafico se puede distinguir que los sistemas preparados
muestran una rapida liberacion al inicio “efecto burst”, hasta en un 21% para F3, esto debido a
que el TM se encuentra distribuido homogéneamente tanto en la parte interna como externa de
la matriz polimérica formada por el CS, siendo la parte externa la que se encuentra en contacto
directo con el medio de disolucion, permitiendo asi una liberacion rapida al comienzo. Este
efecto es comun en sistemas que encapsulan farmacos debido a que estos erosionan o hinchan
liberando las moléculas del farmaco mas superficiales de forma abrupta [157]. También se
puede notar que a partir de la segunda hora los sistemas que contienen mayor cantidad de PF-
127 (F2, F6 y F7) liberan el 46.47+3.68%, 48.89+2.48% y 44.93£3.49% de TM
respectivamente, en comparacion con los demas sistemas que liberan entre 62.17+2.86% vy
84.48+.3.85%. Estos resultados sefialan que al incorporar el PF-127 cercano a los niveles méas
altos estudiados es posible modular la liberacion del farmaco [158]. Este fendmeno pudiera
explicarse al enrejado que ocasiona el PF-127en la matriz de CS [159], lo que permite una
menor incorporacion del medio externo dentro de la misma dificultando la liberacion del
farmaco.

Se han propuesto diferentes modelos matematicos para explicar el mecanismo de liberacion
a partir de diferentes formas farmacéuticas. Sin embargo, en el presente trabajo se reporta el
ajuste de los datos al modelo matematico propuesto por Higuchi debido a que fue el mejor
modelo al que se ajustaron los datos. Este modelo se describe a continuacion:
M,
— =K, t1/2
M H

[0e]

Donde:

M= Cantidad de farmaco liberado al tiempo t,
M..= La cantidad total del farmaco que se ha liberado,
K= Constante de liberacion del modelo (min™)

Los perfiles de liberacion obtenidos para el TM son explicados en mas del 98 % de su
variacion con el modelo de Higuchi, el cual se ha propuesto para describir el mecanismo de
liberacion de un farmaco a partir de sistemas farmacéuticos que liberan por mecanismos de
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difusion basados en la ley de Fick, entre los que se incluyen parches transdérmicos y sistemas
matriciales [160]. La Figura 23-B muestra las lineas de ajuste de los datos al modelo de
Higuchi, mientras que la Tabla 20 resume las constantes de liberacion Ky y el coeficiente de
determinacion (r?) para cada lote evaluado. Las VL (Ky) més altas se observan en sistemas
que contienen menor cantidad de PF-127 (F1, F3 y F10) en comparacion con los que
contienen mayor cantidad del mismo (F2, F6 y F7). De acuerdo a estos valores se puede
sugerir que los parches bucales que contienen mayor cantidad de PF-127 provocan un
enrejado, lo cual dificulta la liberacion de las moléculas del farmaco y es por ello que
experimentan los valores méas bajos para sus constantes de liberacion. Por otra parte, se puede
mencionar que los sistemas preparados liberan el farmaco comportandose como un sistema
tipo matriz y bajo procesos de difusion que siguen las leyes de Fick, al obtener valores del
coeficiente de determinacion mayores a 0.98, los cuales explican hasta en un 99.8% este
comportamiento.

En base al modelo de Higuchi, se obtuvieron valores de VL (Ky) entre 0.0407 + 0.0074
min? y 0.1007+0.0152 min™ (Tabla 17), la variabilidad de estos es explicada en base al
analisis de varianza (Tabla 18). Se observa que los efectos lineales de los factores Xi, X, y la
interaccion X31X; son los que afectan de manera significativa la velocidad de liberacion del
farmaco (Ky). EI modelo propuesto puede explicar estas variaciones hasta en un 87 %. Es
posible distinguir que el factor X; y X, afectan de manera inversa debido al signo negativo,
por lo tanto, al haber un incremento de estos factores se observa una disminucién en el valor
de la constante de liberacion (Ky). Por otra parte la interaccion es positiva, por lo que un
incremento de ésta conlleva a un incremento en la respuesta. Estas variaciones son evidentes
en la Figura 22 que representa el gréfico 3D de superficie de respuesta estimada, este analisis
es confirmado por lo explicado anteriormente, en donde se asume que la matriz formada por el
CS se encuentra altamente enrejada por lo que la velocidad de liberacion disminuye (Figura
24), ademas, el CS es un polisacarido que al encontrarse en mayores proporciones, la red
tridimensional que forma es mas densa disminuyendo asi la cantidad de espacios disponibles
para la absorcion del medio externo lo que conlleva a una disminucion de la VL.

Para poder conocer el exponente difusional de cada sistema, se aplicd la ecuacion descrita
por Korsmeyer — Peppas en su forma logaritmica:

t

Ln (K) = Ln(k) + nLn(t)
Mo,

La Tabla 19 recoge los valores obtenidos tanto del exponente difusional “n” como de la
velocidad a la que se lleva dicho proceso “k”, asi como su coeficiente de determinacion (r?).
Se puede observar que para la mayoria de los sistemas evaluados, “n” toma valores por debajo
de 0.5, excepto para F2, F7 y F10, lo cual indica que el tipo de transporte es por difusién y esta
asociada a la presencia de poros en la matriz polimérica y a la consiguiente difusién
simultanea a través de la matriz hinchada y a través de los poros llenos de medio de disolucién
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[161], y para el caso de F2, F7 y F10 esta asociado a un mecanismo de transporte de difusion
tipo Fickiano [162,163]. Por otra parte, los sistemas se ajustaron mejor al modelo cinético de
orden cero al obtener valores més altos del R? lo cual indica que la velocidad de liberacion es
independiente de la concentracion del farmaco en la matriz del CS.

Tabla 19. Pardmetros cinéticos obtenidos a partir de los distintos modelos de liberacion
evaluados.

Orden cero Orden uno Higuchi Korsmeyer-
Peppas
Lote R’ K R’ K R’ Kn R’ “n”

F1 0.906 0.250 0.787 0.004 0.989 0.0617 0.987 0.447
F2 0.969 0.199 0.930 0.004 0.991 0.0407 0.984 0.504
F3 0.913 0.196 0.681 0.003 0.918 0.0637 0.917 0.360
F4 0.925 0.237 0.814 0.004 0.959 0.0525 0.985 0.395
F5 0.826 0.242 0.718 0.004 0.996 0.0740 0.961 0.422
F6 0.954 0.214 0.848 0.005 0.995 0.0443 0.996 0.487
F7 0.991 0.224 0.911 0.005 0.998 0.0445 0.986 0.554
F8 0.903 0.227 0.792 0.004 0.950 0.0562 0.984 0.373
F9 0.923 0.247 0.849 0.004 0.998 0.0528 0.991 0.381
F10 0.921 0.523 0.839 0.009 0.987 0.1007 0.982 0.537
F11  0.946 0.238 0.851 0.004 0.977 0.0500 0.993 0.381
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Figura 23. A) Perfiles de liberacion de TM para cada uno de los once sistemas
preparados. B) Lineas de ajuste al modelo Higuchi (raiz cuadrada del tiempo).

PR ) .
g G0\ Q.2 09GN O B
OG0 Boa\ Foe s fHud\ 4 o P PF-127
T AN o™ % o\ &t i
¢ Qo~ OOOO OOooop, oqo 9
N g0 alaae Lo 0Nl o 1y
‘ ‘ ;)OOOD‘ 5o o \8 4 Oz o ‘OOQOOP
//'\‘I %/’\‘ - AR NG QO »ooqoog
\ D e 7
'.f.‘ ./‘ Qovoo‘ o0 ;ooooo‘o{) 200 ooo ooooo,o cs
[Ele S € o\ ) o S0
""‘; ~>‘J &7 OOC'Ooo‘OoOzOC> ; Q%OG‘QQO
' Q‘;QOOOO B 00007 700‘3000 —GQ
Qo'orfg) o \OOOQOOOOOOQOOOQ
2 Z e e e 2 a0
X0 0 O O & ot e\
BOod of 00| 0 w080 "y oS & |

©)

Figura 24. (A) Fendémeno de enrejado o bloque el cual retrasa la liberacion del TM, (B)
Fendmeno de formacion de micelas [125] y (C) Red polimérica de CS-PF-127. Modificada de
Referencia [159].

7.3.9. Estudios de Hinchamiento

7.3.9.1. Indice de Hinchamiento (H) y orden cinético

El hinchamiento implica el movimiento de grandes segmentos de las cadenas poliméricas
para permitir la incorporacion de moléculas del medio circundante lo que genera una
separacién macro-molecular [164]. El estudio del hinchamiento de los parches bucales se
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muestra en la Figura 25-A, la cual representa las predicciones del modelo de hinchamiento el
cual es comunmente usado para modelar esta propiedad [165]. Como se puede observar, para
todas las formulaciones el maximo de hinchamiento se presentd cerca de los 60 minutos y
conforme la cantidad de PF-127 disminuye también lo hace el indice de hinchamiento. EI PF-
127 es un polimero hidrofilico que es caracterizado por inducir un rapido y extenso
hinchamiento, creando canales y poros por los cuales el medio externo penetra [166]. Por otra
parte, al incrementar la cantidad de PF-127 el comportamiento de hinchamiento cambia,
generando un enrejado que permite una menor incorporacion del medio externo en su interior
[159]. La Figura 25-B representa las predicciones del modelo de hinchamiento de segundo
orden que generalmente describen este tipo de sistemas [142]. Todas las formulaciones se
justaron al modelo cinético evaluado ya que presentan un coeficiente de determinacion mayor
a 0.98, ademas, se aprecia que el valor mas alto de hinchamiento al equilibrio (H.,) lo
presentan las formulaciones con menor cantidad de PF-127 y viceversa (Tabla 20), lo que
confirma el fendmeno de enrejado que provoca el PF-127. Por otra parte, la velocidad de
hinchamiento (k; min™) aumenta conforme al incremento del PF-127, esto debido a que es un
polimero hidrofilico que permite una mayor interaccion con el medio externo permitiendo asi
un hinchamiento réapido, situacion que es beneficiosa para poder establecer de manera rapida
las interacciones necesarias entre el sistema de entrega del farmaco y la membrana mucosal.
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Figura 25. A) Predicciones del modelo de hinchamiento para los once lotes evaluados. B)
Lineas de ajuste al modelo cinético de segundo orden.

Tabla 20. Hinchamiento de equilibrio y constantes cinéticas (modelo de segundo orden).

Lote R’ b M H., k (min™)
F1 0,997 23,81 1,394 0,7173 0,0816
F2 0,997 99,76 3,815 0,2621 0,1458
F3 0,999 17,72 1,392 0,7183 0,1093
F4 0,992 85,74 1,941 0,5151 0,0439
F5 0,996 37,56 2,299 0,4349 0,1407
F6 0,999 47,12 2,715 0,3683 0,1564
F7 0,998 73,56 3,876 0,2579 0,2042
F8 0,998 46,15 2,084 0,4798 0,0941
F9 0,998 27,84 3,475 0,2877 0,4337
F10 0,999 17,51 1,36 0,7352 0,1056
F11 0,991 94,11 1,947 0,5136 0,0402

7.3.9.2. Mecanismo de difusion

La difusion de pequefias moléculas depende de las propiedades fisicas de la red del
polimero y las interacciones entre los segmentos de éste y las moléculas pequefias. De acuerdo
con la segunda ley de Fick, la ecuacién de la ley de potencia se puede usar para determinar el
tipo de difusion en estos sistemas [167]. Bajo esta perspectiva y de acuerdo con las
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velocidades de difusién del medio con respecto a la velocidad de relajacion de la matriz, se
analizé el hinchamiento de los sistemas para establecer qué factores fisicos determinan el
mecanismo de penetracion del medio en la matriz polimérica. Se obtuvieron las curvas
mostradas en la Figura 26 las cuales presentan una buena correlacion lineal para valores
menores al 60 % de aumento de masa del parche bucal.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 21, los valores obtenidos de “n” se
encuentran entre 0.5 y 1.0, a excepcion de F3, F9 y F10 que presentan valores de 0.436, 0.418
y 0.368 respectivamente, lo que indica que para el resto de las formulaciones el mecanismo de
penetracion del medio externo es del tipo no Fickiano o andmalo. Esto quiere decir que los
procesos de difusion y relajacion de tensiones de las cadenas tienen lugar en el mismo orden
de tiempos, de forma tal que el predominio de un proceso sobre el otro esta relacionado cuanto
mayor sea la desviacion con respecto al comportamiento Fickiano [168-170]. Por otra parte,
de acuerdo a la definicion de “F” para Karadag et al. [143-144], el valor obtenido para “k”
disminuye con el incremento del contenido de PF-127 y con el aumento del grado de enrejado
de la red polimérica formada por el CS. Estos valores indican que el proceso de absorcion del
medio exterior por el sistema esta siendo afectado por la cantidad PF-127 en la formulacion.
Para Caykara [171] la difusion de las moléculas de agua hacia el interior de un hidrogel es una
funcién de la estructura de la red entrecruzada. Por consiguiente, los parametros de difusién (n
y k) se veran claramente afectados por cambios en la estructura de ésta red polimérica, lo que
concuerda con el comportamiento de los sistemas evaluados.
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Figura 26. Lineas de ajuste al modelo de hinchamiento propuesto por Karadag para los
once lotes evaluados.
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Tabla 21. Valores obtenidos mediante el uso de la ecuacién de la ley de potencia y la
definicion de Karadag de F, para los datos de hinchamiento.

Lote R’ k (min™) (n)

F1 0,981 5,23 0,628
F2 0,983 1,24 0,716
F3 0,959 11,30 0,436
F4 0,976 1,43 0,778
F5 0,977 2,63 0,717
F6 0,998 3,32 0,573
F7 0,993 1,35 0,745
F8 0,997 2,82 0,675
F9 0,993 5,46 0,417
F10 0,976 14,43 0,368
F11 0,987 1,10 0,850

En base a la evaluacion del mecanismo de difusion de los parches bucales mucoadhesivos,
los valores de “k” se encontraron en un intervalo de 1.10 a 14.43 min™ (Tabla 17). La
variacion de este parametro es explicada a partir del analisis de varianza en donde los valores-
P<0.05 indican un efecto significativo sobre la variable de respuesta (Tabla 18). El efecto
lineal del factor X,, su efecto cuadréatico X,° y la interaccion X:X,, son los que afectan de
manera significativa, siendo el primero el mas importante. EI modelo obtenido explica que el
factor X, afecta de manera negativa a la respuesta en un 93 %, es decir, al incrementar el
contenido de PF-127 se observa una disminucion en el valor de “k” y a partir del grafico de
superficie de respuesta estimada (Figura 22) se puede visualizar este mismo comportamiento.

7.4. ETAPA IV. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION

Para la etapa de optimizacion se eligieron como principales variables de respuesta Y7 — Yo,
esto debido a que las demaés respuestas o no estan influenciadas por los factores de estudio o
en su caso, tienen influencia pero las respuestas se encuentran dentro de valores aceptables. De
esta manera, durante la optimizacion, se obtuvo un valor éptimo de deseabilidad igual a
0.5844 (Figura 27). En la Tabla 22 se muestran los niveles Optimos de cada factor, las
variables de respuesta y su valor estimado.
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Tabla 22. Optimizacion de la deseabilidad.

Factor Bajo Alto Optimo
X; CS -1,41421 1,41421 0,125248
X, PF-127 -1,41421 1,41421 0,69143
Respuesta Estimado
Fuerza de Mucoadhesion (N) 3,50
Tiempo de Mucoadhesion (minutos) 372,78
Liberacion (Ky min™) 0,0459
Hinchamiento (K min™) 1,9203
(A) (B)
\ = 3 Deseabilidad
- 0,0-0,1
1/ - 06 J mE 01-02
B 0,2-0,3
g 08| - 02 k i 0,3-0,4
= 06 W 0405
g 04 02 4 mm 0506
8 B 0,6-0,7
0,2 0‘61 0,6 | 4 mm 0,7-08
H {\ 0,8-0,9
1 06 o, 2 &% 4 H o mm 0910
A -0,2 0,2 0,6 1 -1 ﬁ:‘b&e”\q’,\\ 1 1
Quitosano (CS) ° QZQ

Figura 27. A) Superficie de respuesta estimada para la deseabilidad, B) Contornos de la
superficie de respuesta estimada.

7.4.1. Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion in vitro — ex vivo

La Tabla 23 muestra los resultados experimentales observados para la formulacion dptima
(FOP). Con respecto a la caracterizacion fisicoquimica, se puede mencionar que la FOP
mostro valores aceptables y adecuados para poder ser enfrentada al ambiente que predomina
en la cavidad bucal.

Tabla 23. Resultados experimentales de la formulacion 6ptima.

Respuesta Observado Respuesta Observado
Y1=VM (mg) 561.06+17.9 Y;=FMA (N) 3.28+0.62 N
Y, = VE (um) 748.3+25.83 Ys = TMA (min) 342.67+£17.21
Y3 =pH SUP 6.24+0.11 Yo = VL (min™) 0.044+0.0082
Y, =RP (No.) 265+11 Yi0=k (min™) 2.28+0.41

Ys = CH (%) 3.14+0.66 % Planitud (%) 98.52+0.40
Ys = CQ (%) 96.24+1.13

En base a los resultados obtenidos, la FMA ex vivo de este sistema tiene una buena
capacidad de mucoadhesion [137,139]. De acuerdo al TMA ex vivo observado se asegura que
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la forma de dosificacion permanece el tiempo necesario para obtener el efecto terapéutico
deseado [172]. El porcentaje liberado de TM a partir de la FOP fue de 51.89+5.77 a las dos
horas y del 93.91+3.12 al término de 8 horas (Figura 28-A). Con respecto al ajuste de los datos
al modelo de Higuchi (Figura 28-B) se observé una buena correlacion con un valor de
R?=0.995. Los datos de liberacién tuvieron un mejor ajuste al modelo cinético de orden cero
con un valor de R?=0.955. El valor obtenido del coeficiente difusional (n) al aplicar la
ecuacion de Korsmeyer-Peppas fue de 0.551. Por lo tanto, la FOP libera el farmaco
comportandose como un sistema tipo matriz y bajo procesos de difusion, la cual estd asociada
a un mecanismo de transporte Fickiano al encontrarse muy cerca de 0.5.

La FOP mostré valores de hinchamiento al equilibrio H..=0.3888 (Figura 29-A) a una
velocidad K=0.1493 min-!, ajustandose los datos experimentales al modelo cinético de
segundo orden o de Schott (Figura 29-B) con un valor de R?=0.998. Al evaluar los datos de
hinchamiento de acuerdo a la ecuacion propuesta por Karadag (Figura 30), se obtuvo un valor
del coeficiente de determinacion R?=0.995, por lo tanto, los datos experimentales se ajustan de
perfectamente al modelo, con un coeficiente difusional (n) de 0.727 dejando claro que la
difusion del medio de hinchamiento estd controlado tanto por la difusion como por la
relajacion de las cadenas poliméricas del CS, con una constante (k) que rige el proceso de
2.28+0.41 min-!, caracteristica de este sistema polimero/medio de hinchamiento.
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Figura 28. A) Perfil de liberacion in vitro de la FOP y B) Linea de de ajuste al modelo de
Higuchi (raiz cuadrada del tiempo).
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Figura 29. A) Predicciones del modelo de hinchamiento para la FOP y B) Linea de ajuste
al modelo cinético de segundo orden.

3.5

2.5
:,_?‘ y=0.7272x + 0.8231
= R? = 0.9956
-

15

0.5

0.5 15 2.5 3.5

Ln (t)

Figura 30. Linea de ajuste al modelo de hinchamiento propuesto por Karadag para la
FOP.
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7.4.2. Determinacion de las propiedades mecanicas

Las propiedades mecénicas juegan un papel crucial en la integridad fisica de las peliculas o
parches bucales, la Resistencia a la Traccion (TS) y % de elongacién (% E) son las més
relevantes para su estudio [173]. Una parche bucal ideal debe ser flexible, eléstico y lo
suficientemente fuerte para resistir la ruptura debido a la tension causada durante su residencia
en la boca [174]. La TS y % E describen la fuerza y la elasticidad de la pelicula [175]. Un
polimero blando y débil se caracteriza por presentar valores bajos de TS y % E, un polimero
duro y quebradizo se define por un TS y % E moderado, un polimero blando y duro se
caracteriza por un TS moderado y un alto % E, mientras que un polimero duro y resistente se
caracteriza por altos TS y % E [176]. Por lo tanto, una pelicula o parche bucal ideal debe tener
un nivel relativamente alto de TSy % E [173].

7.4.2.1. Resistencia a la traccion y % Elongacion

La FOP mostro valores de TS = 10.92+1.61 N y % E = 36.52+13.88 %. EI glicerol es una
molécula hidrofilica de tamafio relativamente pequefio que puede ser facilmente introducida
dentro de la matriz polimérica del CS y formar puentes de hidrégeno [178-178], de esta
manera, al existir estas interacciones se reduce la proximidad o cercania entre las cadenas
poliméricas, lo que facilita la flexibilidad y movilidad de las mismas. Ademas, la disposicion
intermolecular del CS en una solucion acuosa esta influenciada por las soluciones de &cido, la
fuerza ionica y el grado de disociacion. Se ha informado que las propiedades mecéanicas de las
peliculas de CS cambian con el tipo de disolvente acido [179]. Se estima que para cada tipo
acido o concentracion de CS utilizado se pueden afectar a la densidad de conexiones. Esto
puede ser debido a las diferentes interacciones entre el CS y la solucién de acido, las cuales
estan representadas por la configuracién espacial de las moléculas de CS durante la formacion
de pelicula, ademas, mientras mayor es la longitud de la cadena del acido mayor es la
resistencia que confiere a la pelicula. La incorporacion del acido lactico permite obtener una
mayor resistencia a la ruptura y elasticidad, como resultado de las interacciones de las
moléculas de este y las cadenas poliméricas del CS [180]. En base a lo anterior, la FOP se
considera como resistente y elastica que soporta grandes esfuerzos, lo cual es importante
durante su manipulacién, empaque, almacenamiento, transporte y su uso.

7.4.3. Permeacion ex vivo

Como se menciond anteriormente, la mucosa bucal de cerdo es muy similar a la del ser
humano en cuanto a las caracteristicas anatomicas, estructurales y de composicion se refiere.
Por lo tanto, los resultados de los estudios de permeacién ex vivo pueden ser similares a los
que se obtendrian en seres humanos. En un estudio reciente [181], se evalud la capacidad de
permeacion intrinseca del TM utilizando mucosa bucal de cerdo como modelo. Se encontrd
qgue el TM no atraviesa la mucosa bucal lo suficiente como para alcanzar concentraciones
terapéuticas en sangre, por lo que seria necesario incluir promotores quimicos de absorcion.
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La Figura 31 muestra los resultados experimentales obtenidos para la FOP de las cantidades
permeadas de TM por &rea expuesta en funcion del tiempo. Los parametros de permeacion
revelan que el flujo méximo de permeacion (J) fue de 3.23+0.21 mg/cm?/h, con un tiempo de
latencia (T.) de 1.07£0.09 horas y un coeficiente de permeabilidad (Kp) de 0.672+0.0044
cm?/h. En base al flujo obtenido y el 4rea de difusién empleada (2.09 cm?), se puede establecer
que es necesario aplicar un parche bucal mucoadhesivo con un &rea de 5.39 cm? para poder
conseguir concentraciones terapéuticas y obtener una dosis de 50 mg del farmaco.

Lo anterior puede explicarse debido a la influencia del CS en el tiempo de residencia del
farmaco en el sitio de absorcién y en la tasa de permeacion del mismo. El caracter catidnico
del CS permite establecer uniones con las cargas negativas de las mucinas presentes en el
tejido mucosal mediante interacciones ionicas e hidrofobicas [182]. De esta manera, es posible
prolongar el tiempo de residencia de la forma de dosificacion y por consiguiente del farmaco.
Por otra parte, el CS ha demostrado ser un agente promotor de la absorcion [183], el cual actla
sobre la superficie de las células epiteliales mediante la apertura de las uniones estrechas entre
las células, lo cual favorece el transporte de farmacos hidrofilicos a través de la ruta
paracelular [184]. Por otro lado, el PF-127 también funciona como un promotor de la
absorcion debido a su naturaleza anfifilica, la parte hidrofébica interactta con los lipidos de la
membrana ocasionando su desacomodo y permitiendo la apertura de espacios por los cuales el
farmaco puede atravesar.
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Figura 31. Perfil de permeacion ex vivo del TM a partir de la FOP,
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7.4.4. Microscopia Optica (MO)

Los estudios de MO permiten indagar sobre la estabilidad fisica de los lotes preparados. La
Figura 32 muestra las micrografias obtenidas para los excipientes solidos empleados en la
formulacién. La Figura 33 corresponde a las micrografias obtenidas de la FOP recién
preparada, a los 30 y 60 dias después. Como se puede observar, en la FOP recién preparada no
se distinguen cristales del farmaco o excipientes que pudieran modificar la absorcion,
comportamiento similar al observado conforme transcurre el tiempo de almacenamiento. Por
lo tanto, las caracteristicas fisicas de la FOP se mantienen, demostrando una adecuada
estabilidad fisica.

"5\;*

LaJL p @ %J

Figura 32. Micrografias (40X) de: A) TM, B) CS, C) EC, D) EuE-100, E) PF-127

Figura 33. Micrografias (40X) de: F) FOP recién preparada, G) FOP-30 dias y H) FOP-
60 dias.
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VIII. CONCLUSIONES

Se generd un disefio central compuesto con dos factores (CS:X; y PF-127:X,) el cual se
conformo por once lotes experimentales.

El método empleado en la preparacion de los lotes es adecuado para la obtencion de parches
bucales mucoadhesivos homogéneos.

Los lotes preparados mostraron caracteristicas fisicoquimicas y un desempefio in vitro — ex
vivo adecuados para poder ser enfrentados al ambiente que predomina en la cavidad bucal.

Se obtuvieron las concentraciones 6ptimas de CS (2.76 % p/v) y PF-127 (2.42 % p/v).

La formulacion optima resulto ser resistente, flexible y elastica que soporta grandes esfuerzos
para poder fracturarla.

Se pueden obtener concentraciones terapéuticas del TM al emplear un parche bucal con un
4rea de 5.39 cm?.

La formulacion éptima es estable fisicamente a través del tiempo al no observar cristales de
farmaco o excipientes.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que el sistema mucoadhesivo
optimizado puede ser considerado como un sistema novedoso y potencialmente util en la
entrega unidireccional de Tartrato de Metoprolol, como una alternativa a la via oral para el
tratamiento de la hipertension arterial.
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IX. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de transmision de vapor de agua a la membrana impermeable de EC.

Evaluar la impermeabilidad al farmaco de la pelicula de EC mediante estudios de permeacion
ex vivo en celdas verticales de difusion tipo Franz.

Realizar estudios de permeacion ex vivo de las formulaciones F7, F8 y F10 para poder evaluar
el efecto del CS y PF-127 sobre los parametros de permeacion del TM.

Realizar estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis Termogravimétrico
(TGA) para indagar sobre la incompatibilidad del farmaco-excipientes y su vida de anaquel.

Obtener micrografias por medio de estudios de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
para visualizar la morfologia de la formulacion éptima.

Realizar estudios in vivo en un modelo animal para poder correlacionar los resultados
obtenidos in vitro.
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ANEXO 1

Composicion del fluido salival simulado [182].

Ingrediente Cantidad (g)
NaCl 0.216

KCI 0.964

KSCN 0.189
KH,PO, 0.655

Urea 0.200

H,O 1L
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ANEXO 2

Se presentan los barridos espectrofotométricos del Tartrato de Metoprolol, un placebo y una
formulacién cargada con farmaco, con la finalidad de conocer el comportamiento espectral de
cada uno. Como se puede observar, ningin excipiente presenta interferencias, por lo que se
puede cuantificar al farmaco de manera confiable.

3.000

Tartrato de Metoprolol

2.500 = Formulacion cargada

= Placebo

2.000 -

1.500

Absorbancia

1.000

0.500 -

0.000 1 1 1 1 1 1 1 :

200.0  220.0 240.0 260.0 280.0 300.0 320.0 340.0 360.0 380.0 400.0

Longitud de onda (nm)
Barridos espectrofotométricos de TM, FOP y Placebo en Bufer de Fosfatos pH 6.8.
Linealidad del sistema de medicion de la respuesta analitica

Para evaluar si el sistema de medicién de la respuesta analitica es lineal se prepard una curva
de calibracion del Tartrato de Metoprolol en buffer de fosfatos pH 7.35 en seis niveles de
concentracién 8.53-85.36 pg/mL, El valor de r? de la regresién fue > 0.98, por lo tanto, la
curva de calibracion es lineal en el intervalo de concentraciones evaluado.

88




2.5

2
©
S s y = 0.0255x + 0.004
% RZ=1
O
| -
o
8 1
<

0.5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

[ug/mL]

Curva de calibracion del Tartrato de Metoprolol en buffer de fosfatos pH 7.35

Para evaluar si el sistema es lineal estadisticamente, se realizé un analisis de varianza de la
regresion.

Andlisis de Varianza

Grados de Suma de Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados Fcal de F
Regresion 1 8.662818841 8.662818841  194232.7909 4.1611E-34
Residuos 16 0.000713603 4.46002E-05
Total 17 8.663532444

Como se observa en el ANOVA, Fcal (19232.7909) es mayor a F critica (4.1611%*), por lo
tanto, existe evidencia estadistica con 95% de confianza para afirmar que existe una relacion
lineal entre las concentraciones adicionadas y las estimadas por el modelo.

Para evaluar si el intercepto pasa por cero y si la pendiente contiene el valor de 1, se
obtuvieron los limites superiores e inferiores.

Error Estadistico

Coeficientes tipico “t” Probabilidad LIC LSC
Intercepto (b) 0.0040 0.0030  1.3402 0.1989 -0.0023  0.0103
Pendiente (m) 0.0255 5.79E-05 440.71 4.1611E-34  0.0254  0.0256
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Como se puede observar, los valores de LIC (Limite Inferior de Confianza) y LSC (Limite
Superior de Confianza) para la ordenada al origen (b) son negativos y positivos
respectivamente, por lo tanto, estadisticamente el intercepto pasa por cero. El valor de la
pendiente (m) es 1 ya que los valores de los intervalos de confianza no contienen el cero.

Precision del sistema

Para evaluar la precision del sistema se prepard por sextuplicado la cuarta concentracion de la
curva de calibracion (51.21 pg/mL), en donde se obtuvo un valor de coeficiente de variacion
(%CV) de 0.23, por lo que se puede concluir que el sistema es preciso en dicha concentracion,
ademaés, el CVyxy global del factor respuesta es de 1.28 %, por lo que se establece que el
sistema es preciso en el rango de concentraciones evaluado.

Precision y exactitud del método

Para evaluar la precision del método se calcularon los % de recuperacion para seis muestras
sometidas al ensayo de contenido quimico. Los resultados son los siguientes:

Muestra mg TM adicionados  Abs mg TM recuperados % Recuparacion
1 50,00 1,383 50.03 100.06
2 50,00 1,391 50.32 100.64
3 50,00 1,328 48.04 96.08
4 50,00 1,386 50.14 100.28
5 50,00 1,359 49.17 98.33
6 50,00 1,348 48.77 97.53
STD 50,20 1,382

Promedio 49,41 98,83

Desvest 0,9052 1,8105

%CV 1,83 1,83

CV<2%, el método es preciso; tcal (1.5879) < tcritica (2.5705) el método es exacto.
Ensayo de Contenido Quimico
Preparacion de las muestras

Se pesaron tres muestras en una balanza analitica las cuales se pusieron en agitacién constante
a 1000 rpm durante dos horas en buffer de fosfatos pH 7.4. A continuacién se retiraron del
medio el cual se filtr6 a gravedad. Se tomo una alicuota de 3 mL y se diluyo en 25 mL del
mismo medio. Las muestras fueron analizadas en un espectrofotometro UV a una longitud de
onda de 219 nm.
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ANEXO 3

Comparacion de la mucosa bucal de diferentes mamiferos.

Modelo Estructura del tejido Espesor de la Constante de
[185] membrana permeabilidad de agua
mucosa (um) tritiada (X10” cm/min)
[186-187] [185,188]
MediatDE MediatDE
Humano No Queratinizado 580+90 579+122
Perro No Queratinizado 126420 1045+37
Hamster Queratinizado 115.3+11.5 No disponible
Cerdo No Queratinizado 77250 634+60
Conejo Parcialmente 600 No disponible
Queratinizado
Rata Queratinizado No disponible No disponible
Mono No Queratinizado 27150 1025+154

Composicion lipidica de la mucosa bucal de cerdo y humano.

Lipidos Cerdo [189] (ug de lipidos Cerdo [189] Humano [190]
por mg de tejido) (Yop/p) (%op/p)
Mucosa bucal
Colesterol 20.4 2.04 23.7
Esteres de colesterol 4.1 0.41 7.4
Sulfato de colesteril 6.1 0.61 -
Acidos grasos 10.8 1.08 9.2
Ceramidas 0.8 0.08 0.4
Glicosilceramidas 15.9 1.59 13.8
Triacilglicéridos 4.7 0.47 -
Esfingomielina 16.3 1.63 7.7
Fosfatidilcolina 17.5 1.75 18.4
Fosfatidilserina 11.3 1.13 0.8
Fosfatidilinositol 6.0 0.6 1.8
Fodfatidiletanolamina 16.6 1.66 46.8
Fosfolipidos (Total) 130 13.0 45.5
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ANEXO 4

ANOVA para la Variacion de Masa con modelo reducido

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P
X1:CS 91401,1 1 91401,1 7,26 0,0309
Xq? 22784,1 1 227841 1,81 0,2205
X1 Xo 40951,6 1 40951,6 3,25 0,1143
Error total 88146,2 7 12592,3

Total (corr.) 243283,0 10

ANOVA para la Variacion de Espesor con modelo reducido

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
X1:CS 17443,7 1 174437 17,81 0,0056
X,:PF-127 5664,22 1 5664,22 5,78 0,0529
X2 6214,36 1 621436 6,35 0,0453
X1 X5 6400,0 1 6400,0 6,54 0,0431
Error total 5875,71 6 979,285

Total (corr.) 41598,0 10

ANOVA para el pH de la superficie.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
X1:CS 0,000558837 1 0,000558837 0,03 0,8626
X2:PF-127 0,00562499 1 0,00562499 0,33 0,5883
X1 0,00529619 1 0,00529619 0,31 0,5991
X1 X2 0,0121 1 0,0121 0,72 0,4353
X5 0,00185507 1 0,00185507 0,11 0,7534
Error total 0,0841788 5 0,0168358

Total (corr.) 0,108273 10

ANOVA para la Resistencia al Plegado con modelo reducido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
X,:PF-127 80,098 1 80,098 1,38 0,2792
X1 X2 729,0 1 729,0 12,52 0,0095
X5 238,079 1 238,079 4,09 0,0829
Error total 407,55 7 58,2214

Total (corr.) 145473 10




ANOVA para la el Contenido de Humedad.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
X1:.CS 0,135678 1 0,135678 0,38 0,5639
Xo:PF-127 0,037715 1 0,037715 0,11 0,7579
X1 0,265093 1 0,265093 0,75 0,4274
X1 Xo 0,0064 1 0,0064 0,02 0,8985
X? 0,0150732 1 0,0150732 0,04 0,8450
Error total 1,77858 5 0,355716

Total (corr.) 2,22436 10

ANOVA para Contenido Quimico

Fuente Suma de Cuadrados GI  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
X1:CS 1,52016 1 1,52016 2,71 0,1606
Xo:PF-127 0,00143718 1 0,00143718 0,00 0,9616
X1 0,0266908 1 0,0266908 0,05 0,8359
X1 X5 0,002025 1 0,002025 0,00 0,9544
X5? 1,54908 1 1,54908 2,76 0,1574
Error total 2,80435 5 0,56087

Total (corr.) 6,18389 10

ANOVA para Fuerza de Mucoadhesion con modelo reducido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razo6n-F Valor-P
X1:CS 107,135 1 107,135 118,01 0,0000
X2 14,485 1 14,485 15,96 0,0040
Error total 17,2626 8 0,907825

Total (corr.) 128,882 10

ANOVA para el Tiempo de Mucoadhesion ex vivo con modelo reducido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razdén-F Valor-P
X1:CS 45789,0 1 45789,0 20,59 0,0027
X4 4759,66 1 4759,66 2,14 0,1869
X1 X2 2721,71 1 2721,71 1,22 0,3052
Error total 15567,0 7 2223,86

Total (corr.) 68837,5

10
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ANOVA para la constante de liberacion (Ky) con modelo reducido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razdén-F Valor-P
X1:CS 5,97216 1 5,97216 8,85 0,0248
X,:PF-127 11,4971 1 11,4971 17,03 0,0062
X2 1,11459 1 1,11459 1,65 0,2461
X1 X5 6,5127 1 6,5127 9,65 0,0209
Error total 4,04968 6 0,674946

Total (corr.) 29,1463 10

ANOVA para Hinchamiento (k min™*) con modelo reducido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
X5:PF-27 91,3372 1 91,3372 28,56 0,0011
X1 X5 45,0241 1 45,0241 14,08 0,0071
X2 36,7421 1 36,7421 11,49 0,0116
Error total 22,383 7 3,19757

Total (corr.) 195,486

10
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