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1. Introduccién

Las ciclodextrinas son excipientes funcionales utiles que han llamado mucho la atencién de los
investigadores y por ende, la formulacién de muchos productos farmacéuticos se ha
generalizado a partir de estas moléculas. Aunque han sido estudiadas durante mas de 100 afios
(encontradas en por lo menos 35 productos farmacéuticos), siguen siendo considerados como
nuevos excipientes (Kurkov y Loftsson, 2012). La base de esta popularidad desde un punto de
vista farmacéutico, es la capacidad de estos materiales para interactuar con farmacos poco

solubles en agua y como resultado de esta interaccion se produce un aumento en su solubilidad.

El mecanismo de este fendmeno se basa en la capacidad para formar complejos de inclusion
dindmicos en solucién. Otro atributo en la solubilizaciéon puede incluir la capacidad de formar
complejos con base en la no-inclusidn, la formacién de agregados y dominios relacionados y la
capacidad para formar y estabilizar soluciones sobresaturadas de activos. El aumento de la
solubilidad también puede aumentar la velocidad de disolucién y por lo tanto, mejorar la
biodisponibilidad de farmacos de la clase Il y IV del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica
(Brewster y Loftsson, 2007). Un nimero de productos a base de ciclodextrinas han llegado al
mercado como consecuencia de su capacidad para enmascarar propiedades fisicoquimicas
indeseables (Davis y Brewster, 2004), ademas, han sido reconocidas como excipientes no téxicos
y farmacolégicamente inactivos (Stella and He, 2008) tanto para farmacos como para productos
alimenticios (Kfoury et al., 2015; Astray et al, 2009; Szente y Szejtli, 2004) y cosméticos
(Chibunova et al., 2015; Scalia et al., 2007; Weisse et al.,, 2004)

Las ciclodextrinas (CD’s) son oligosacaridos ciclicos producidas por sintesis enzimatica selectiva
del almidén que constan de seis (a-CD), siete (B-CD) u ocho (y-CD) unidades de o-D-
glucopiranosa (glucosa). Debido a la conformacion en silla que presenta la glucopiranosa, las

ciclodextrinas toman la forma de un cono truncado (Brewster y Loftsson, 2007).

El acoplamiento especifico de los monémeros de glucosa proporciona a cada ciclodextrina una
rigida estructura molecular con una cavidad interior de volumen determinado. Esta cavidad

interna de naturaleza hidrofébica, es una caracteristica estructural fundamental, que le

1



proporciona la capacidad de formar complejos con otras moléculas de naturaleza diversa, las
cuales, deberan tener un tamafio compatible con la cavidad interna de la ciclodextrina

permitiendo formar asi un complejo de inclusion estable (Buvari-Barcza y Barcza, 1999).

El Ofloxacino es un farmaco fluorado de amplio espectro perteneciente al grupo de las
quinolonas, utilizadas generalmente como antimicrobianos, con gran actividad contra la mayoria
de las especies de bacterias gram-negativas, muchas de las gram-positivas y algunas anaerobias
(Hooper, 2001). Los resultados de los estudios clinicos que se han llevado a cabo con Ofloxacino
han confirmado su potencial uso terapéutico en el tratamiento de una amplia gama de
infecciones, en las que tanto su perfil antibacteriano como sus ventajas farmacocinéticas

justifican su indicaciéon como antimicrobiano.

Los sistemas de liberaciéon modificada o liberacion controlada de farmacos se han convertido en
un eje clave en la bisqueda de nuevas formas farmacéuticas (Park y Mrsny, 2000). Es por ello
que las lineas de investigacion actuales se han centrado en su perfeccionamiento, incrementando

su eficacia.

En los ultimos afios, los polimeros han sido utilizados cada vez mas como soporte y como
herramienta para la liberacion controlada de farmacos o sustancias activas que se encuentran en
una determinada formulacion (Uchegbu y Schatzlein, 2006). Existen muchas aplicaciones de
polimeros para la liberacién de activos debido a las caracteristicas Uinicas de éstos materiales.
Algunas de éstas son: proteccion, soporte y mejora de la estabilidad de la formulacién, caracter
hidrofilico o hidrofébico segtn el requerimiento, liberacién rapida o controlada de la sustancia

activa, mejora de la biodisponibilidad, etc. (Duncan, 2003).

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, en este trabajo se prepararon peliculas a base
de Eudragit® incluyendo los complejos de inclusién Ofloxacino- -ciclodextrinas con el fin de
contar con un sistema que prolongue el tiempo de residencia y liberacion del farmaco al

administrarse por via ocular.



2. Marco Teorico

2.1 Anatomia del ojo humano

El globo ocular mide aproximadamente 2.5 cm de didmetro y desde el punto de vista anatémico
su pared consta de tres capas: tunica fibrosa, Uvea y retina. La tunica fibrosa es la cubierta
superficial y avascular del globo ocular que en la parte anterior consta de la cérnea y en la

posterior de la esclerética.

La cornea constituye una cubierta transparente y curva que recubre al iris siendo una de sus
principales funciones el ayudar a enfocar la luz en la retina. Su superficie externa se compone del
epitelio escamoso estratificado, la capa media de fibras de coldgena y fibroblastos y la capa
interna del epitelio escamoso simple. La escler6tica es la parte “blanca” del ojo, una capa de
tejido conectivo denso que esta formada principalmente por fibras de colagena y fibroblastos.
Cubre al globo ocular, excepto en la region de la crnea confiriéndole forma y rigidez ademas de

proteger sus partes internas como se muestra en la figura 1.

La Uvea es la capa intermedia del globo ocular y se compone de tres partes, coroides, cuerpo

ciliar e iris.

La coroides constituye la porcidn posterior de la Gvea, recubre gran parte de la cara interna de la
esclerotica y proporciona nutrimentos a la cara posterior de la retina. En la porcion anterior de
la tvea, la coroides se convierte en el cuerpo ciliar abarcando los procesos ciliares y el musculo
ciliar. El iris es la porcion de color del globo ocular, formado por fibras de musculo liso circulares
y radiales y su funcion principal consiste en regular la cantidad de luz que llega al interior del

globo ocular a través de la pupila. La pupila es el orificio que se observa en el centro del iris.

La tercera capa del globo ocular y la mas interna es la retina cubriendo las tres cuartas partes
posteriores del globo ocular y constituye el inicio de la via visual. La retina es la Unica estructura
del cuerpo donde se pueden apreciar directamente los vasos sanguineos y examinarlos en busca

de cambios patolégicos, como los que ocurren con la hipertensién o la diabetes mellitus.
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Figura 1. El ojo humano y sus principales estructuras. (tomada de drsoler.com)

La retina consta del epitelio pigmentario (porcién no visual) y la zona neural (porcion visual). El
epitelio pigmentario es una lamina de células epiteliales que contienen melanina y se halla entre
la coroides y la porcién neural de la retina. La melanina de la coroides y del epitelio pigmentario
absorben la luz difusa, lo cual impide la reflexion y la dispersién de la luz en el globo ocular y
como consecuencia, se mantiene clara y nitida la imagen que proyecta la cérneay el cristalino en
la retina. La zona neural de la retina es una excrecencia encefalica de capas multiples que

procesa ampliamente los datos visuales antes de transmitir los impulsos nerviosos al talamo.

Dos tipos de fotorreceptores especializados translucen los rayos luminosos en potenciales de
receptor, los bastones y los conos, en un namero de 6 y 120 millones, respectivamente en cada
retina. Los bastones tienen un bajo umbral luminoso lo cual nos permite ver con luz tenue y sélo
distinguen tonos en gris. Por otro lado, con la luz brillante se estimulan los conos cuyo umbral es

mayor y estan especializados para la visiéon cromatica. Su ubicacién se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Localizacion de los conos y los bastones en la retina. (tomada de blueconemonochromacy.org)

El cristalino se encuentra justo en el plano posterior al iris y la pupila, dentro del globo ocular. Es
totalmente transparente y estd formado por proteinas llamadas cristalinas. El cristalino enfoca

los rayos luminosos en la retina para facilitar la visién cercana.

El cristalino divide el interior del globo ocular en dos partes, la cavidad anterior y la cdAmara
vitrea. La cavidad anterior se forma por la cdmara anterior, que se localiza detras de la cérnea y
antes del iris, y por la cAmara posterior, después del iris y anterior a los ligamentos suspensorios
del cristalino. La cavidad anterior contiene el humor acuoso, un liquido que se filtra
continuamente de los capilares sanguineos y nutre al cristalino y a la cérnea. El interior del ojo
tiene una presion aproximada de 16 mm Hg llamada presidon intraocular, la cual es producida
principalmente por el humor acuoso y esta presion permite que el globo ocular conserve su

forma y evita su colapso.

La segunda cavidad mas grande del globo ocular es la camara vitrea que se sitia entre el

cristalino y la retina. Contiene el cuerpo vitreo, sustancia gelatinosa que también contribuye a la



presion intraocular y mantiene la retina adosada a la coroides a fin de que se tenga una
superficie uniforme para la recepcién de imagenes claras. Ademas, contiene células fagocitarias

para poder mantener limpia esta parte del ojo y asi no se obstruya la visiéon (Velazquez, 2010).

2.2.  Absorcion y eliminacién de fArmacos por la via ocular

La administracion de farmacos por la via ocular representa un gran reto a causa de las
caracteristicas anatémicas y fisioldégicas unicas que presenta el ojo humano. Las barreras
tisulares, como la cérnea, la retina y la conjuntiva, limitan el acceso de fairmacos hacia sus
objetivos especificos (Liu, 2012). Tomando en cuenta el corto tiempo de retencion en el area
precorneal de las formas farmacéuticas clasicas para la via ocular (ej. Soluciones, suspensiones,
ungiientos) que son rapidamente eliminados por el lagrimeo normal de los ojos y el movimiento
de los parpados, se calcula que sélo de un 3 - 5 % de la cantidad inicial del firmaco administrado

finalmente podra ser absorbido para poder ejercer su efecto terapéutico (Hughes, 2005).

El ojo es considerado un érgano inmune privilegiado debido principalmente a las barreras
hemato-oculares, el caracter avascular de la cornea, la ausencia de drenaje linfatico desde la
camara anterior asi como por la presencia de factores inmunomoduladores solubles en el humor
acuoso (Holst, 2006). Entre estos, las barreras hemato-oculares juegan un papel protector que
impiden la entrada de moléculas de la circulacién sistémica a los compartimientos oculares
(Occhiutto, 2012). Estas barreras se dividen en dos: barrera hemato-acuosa (BHA) y barrera

hemato-retiniana (BHR) localizadas en el segmento anterior y posterior del ojo respectivamente.
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2.2.1. Barreras.

2.2.1.1. Epitelio corneal.

Como se muestra en la figura 3, la barrera corneal epitelial estd formada por uniones estrechas
que limitan la permeabilidad intercelular. Ello dificulta el paso de los farmacos hidrofilos,
mientras que favorece el de los lipéfilos; a pesar de todo, la permeabilidad transcorneal es la ruta
de entrada mas importante desde el fluido lagrimal hasta el humor acuoso (Edwards, 2001). Por
otro lado, la conjuntiva bulbar tiene un epitelio mas permeable que la c6rnea y ademas presenta
una superficie 20 veces mayor, lo cual supone una via especialmente interesante, teniendo en
cuenta su mayor permeabilidad para las moléculas hidroéfilas de gran tamafio (Benedetti, 2009).
Dado que, clinicamente, las formulaciones mas usadas estdn constituidas por moléculas

pequefias y bastante lipoéfilas, se comprende que la via corneal sea la predominante.

2.2.1.2. Barrera hemato-acuosa

Constituye la barrera hemato-ocular anterior y esta compuesta por las uniones estrechas de las
células endoteliales de los vasos uveales. Previene el acceso de la albimina del plasma al interior
del humor acuoso, limitando también el paso de los farmacos hidroéfilos. La rotura de la

integridad de esta barrera puede producirse como consecuencia de un proceso inflamatorio

2.2.1.3. Barrera hemato-retiniana

Es la barrera hemato-ocular posterior y esta formada por las uniones estrechas tanto del epitelio
pigmentario de la retina como del endotelio de los capilares retinianos. Si bien los farmacos
acceden facilmente al espacio extravascular coroideo, su entrada hacia la retina esta muy
limitada por el epitelio pigmentario de la retina y el endotelio de los vasos retinianos (Barar,

2008).



2.2.2. Vias de entrada y eliminacion de los farmacos en el globo ocular

Existen distintas vias para llegar a los tejidos oculares que pueden seleccionarse segtn el tejido
diana. De forma genérica, para el segmento anterior se utilizan preferentemente la via tépica
ocular y la subconjuntival, mientras que para el segmento posterior se usa normalmente la via

intravitrea.

2.2.2.1. Viatopica ocular

Cuando el fairmaco se administra en forma de solucién en la superficie ocular, el tiempo de
permanencia sobre dicha superficie es corto, sin embargo, es posible aumentarlo, y por lo tanto
también su efecto terapéutico, modificando el disefio de su formulaciéon (geles, insertos,
nanoparticulas). La permeabilidad a través de la cérnea se produce por difusién pasiva, por
difusion facilitada o por transporte activo. La difusion facilitada requiere la expresion de
transportadores en el epitelio corneal, mientras que la difusiéon pasiva no es dependiente de

proteinas transportadoras (Lee, 1990).

El farmaco puede eliminarse por dos vias:

a) Desde el angulo camerular a través del conducto de Schlemm, por los plexos esclerales

profundo y superficial hasta alcanzar el plexo venoso y

b) A través del flujo sanguineo uveal, en cuyo caso el flujo depende de la capacidad del

farmaco para atravesar las paredes de los vasos sanguineos.

2.2.2.2. Via subconjuntival

Por esta via, el farmaco tiene que atravesar la esclerdtica, que es mas permeable que la cérnea y,
por lo tanto, su penetracion no depende de la lipofilia del farmaco. Asimismo, la esclerdtica

permite el paso de moléculas de gran tamafio, que pueden alcanzar con cierta facilidad el lecho
9



coroideo (Cholkar, 2012) Sin embargo, llegar a la retina es mas dificil al tener que atravesar el
epitelio pigmentario, sobre todo para los componentes hidroéfilos. En el caso de las moléculas

pequefias lipéfilas, la permeabilidad es mas facil, pues es similar a la escleral.

2.2.2.3. Viaintravitrea

El farmaco se inyecta directamente dentro de la cavidad vitrea, lo que facilita el acceso al humor
vitreo y la retina al no tener que atravesar la barrera del epitelio pigmentario de la retina. La

difusion del farmaco es facilitada si sus moléculas son pequefias (Gaudana, 2010).
La eliminacion se lleva a cabo a través de dos rutas:

a) Via anterior: a través del vitreo, el fairmaco alcanza la camara posterior y desde aqui la

eliminacidn se lleva a cabo a través de las vias del humor acuoso y el flujo uveal.

b) Via posterior: Se realiza a través de la barrera hemato-ocular posterior y se puede llevar a
cabo mediante permeabilidad pasiva, como en el caso de pequefias moléculas lipéfilas, o

por transporte activo a través de las citadas barreras.

2.3. Sistemas terapéuticos de liberacion modificada destinados a la via ocular.

El objetivo de los sistemas oftalmicos de liberacién de farmacos has sido tradicionalmente
maximizar la velocidad de absorciéon del firmaco, minimizar la absorciéon sistémica y la
reduccion de los efectos adversos (Jarvinen, 1995). Una forma farmacéutica adecuada para la
administraciéon ocular debe superar las barreras de protecciéon para asegurar los niveles

terapéuticos adecuados del farmaco en los tejidos intraoculares.

Algunas de las principales ventajas del uso de sistemas terapéuticos de liberacién modificada

usados en sistemas destinados a la via ocular se describen a continuacién:
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a) Prolongar y controlar la liberacién del fairmaco a partir del sistema hacia los tejidos
blanco.

b) La capacidad de superar las barreras hemato-oculares.

c) Incrementar el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente reduciendo la

frecuencia de administracion.

d) Proteger al farmaco de la inactivacion a causa de las enzimas lacrimales.

e) Prolongar el tiempo de residencia del farmaco en el area precorneal aumentando la

permeacion.

Ademas de las caracteristicas anatémicas y fisiol6gicas del aparato ocular, la penetracién corneal
depende de las propiedades del farmaco como lo son el coeficiente de particién, peso molecular,

el tamafio y la carga que posea, ademas, de la forma de dosificacidon que se utilice (Ghate, 2006).

2.3.1. Nanoparticulas poliméricas biodegradables

Las nanoparticulas para la administracién ocular de farmacos pueden estar formuladas con
polimeros biocompatibles que se degradan en sus monémeros y otras por componentes que se
eliminan del organismo de forma segura (Kimura, 2001). Numerosos compuestos han sido
formulados en nanoparticulas compuestas por acido lactico co-glicdlico (PLGA) con propdsitos
de liberacion sostenida con una alta eficiencia en la encapsulacion (Kompella, 2003). Cuando el
activo se formula como nanoparticulas, estas se pueden mezclar con un vehiculo fluido y de esta
manera administrarse por diferentes vias como tdpica o intravitrea (Bin Choy, 2008). La
velocidad de liberacion del farmaco esta determinada por la velocidad de degradacién de la

nanoparticula (Moshfeghi, 2005).
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2.3.2. Implantes poliméricos biodegradables

Los polimeros biodegradables también se pueden formular como implantes que encapsulan
farmacos con el objetivo de proporcionar una liberacidn controlada. La principal ventaja del uso
de implantes biodegradables es una mayor capacidad de carga, lo que los hace capaces de liberar
el firmaco por varias semanas e incluso meses cuando se trata de enfermedades cronicas que
requieren tratamientos largos. Los implantes se introducen en el ojo por medio de técnicas
quirurgicas sencillas y se pueden colocar directamente en el vitreo o la esclerética. Al igual que
con las nanoparticulas poliméricas biodegradables, el perfil de liberacién se puede ver afectado
por diferentes pardmetros como pueden ser la carga del activo, el area superficial y el volumen
del implante, la composicién del polimero y su peso molecular y la solubilidad del farmaco

(Manickavasagam, 2013).

2.3.3. Implantes no biodegradables

Los implantes no biodegradables tipicamente contienen un nucleo en el que se encuentra el
farmaco rodeado por una membrana semipermeable que permite la liberacién contante del
mismo con una cinética de liberacién de orden cero por un lapso de meses e incluso afios (Driot,
2004). Sin embargo, estos implantes se deben de retirar una vez que el farmaco se ha liberado
por completo lo que implica una segunda intervencién quirurgica. Generalmente se fijan por

medio de una sutura que se realiza directamente en la esclerética (Baino, 2014).

2.3.4. Formacion de geles “in situ”

Los geles formados “in situ” son soluciones de polimeros de baja viscosidad que sufren un
cambio de fase como consecuencia de la aplicaciéon de un estimulo. La transicion de fase puede
ser provocada por diferentes tipos de estimulos como son cambios en la temperatura, en el pH o
en la fuerza ionica. Varios sistemas poliméricos de gelificacion “in situ” han sido desarrollados a
base de quitosan (Chen, 2012), poloxameros (Qian, 2010), hidroxipropilmetilcelulosa (Boddu,
2010) y policoprolactona (Yin, 2010).
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2.4. Caracteristicas y aplicaciones de las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos formados a partir de la degradacion selectiva del
almidén como consecuencia de la actividad de la enzima bacillus macerans. Las mas comunes e
importantes son las que contienen seis (a-CD), siete (3-CD) u ocho (y-CD) unidades de glucosa
(Figura 4) unidos mediante enlaces glucosidicos en la posicion a-1,4 (Kurkov y Loftsson, 2012) y
a causa de la conformacion de silla que cada una de las unidades de glucopiranosa presenta, la
forma final del agregado es la de un cono truncado con un extremo mas ancho que el otro. Es esta
forma particular lo que permite la interaccion de moléculas con un tamafo que se ajusta al

interior del cono y de esta manera se formen los complejos de inclusion (Figura 5).
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Figura 5. Representacién esquematica de la formacién de los complejos de inclusién (Kayaci et al,, 2014).

Las funcionalidades hidroxilo estan orientadas hacia el exterior del cono, con los grupos
hidroxilo primarios en la parte mas estrecha y los grupos hidroxilo secundarios en la parte mas
amplia. En la cavidad central de la molécula se conserva el esqueleto constituido por los

carbonos que forman los anillos de glucosa asi como los grupos éter de los mismos lo que le
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confiere su peculiar caracter lipo6filo. (Loftsson y Duchéne, 2007). En solucion acuosa, los grupos
hidroxilo forman puentes de hidrégeno con las moléculas de agua que rodean a la molécula
teniendo como consecuencia su hidratacién y su posterior disoluciéon (Bone, 2006). De esta
manera, es posible explicar la capacidad de aumentar la solubilidad acuosa de farmacos, y

compuestos en general, que son poco solubles.

Por otra parte, y en aparente contradicciéon con lo anterior, la solubilidad acuosa de las
principales ciclodextrinas nativas es mucho menor en comparacién con sus contrapartes
lineares (dextrinas lineares) debido a la relativa fuerza de enlace de las unidades de glucosa en
las ciclodextrinas en estado cristalino. Ademas, las moléculas de B-CD presentan la tendencia a
formar puentes de hidrégeno intramoleculares lo que disminuye la capacidad de formar puentes
de hidrogeno con las moléculas de agua (Loftsson y Duchéne, 2007). Varios derivados
semisintéticos de la celulosa solubles en agua han sido preparados mediante modificaciones
quimicas (carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa) y han sido utilizados en
innumerables productos. Después, modificaciones similares fueron aplicadas a las ciclodextrinas
para obtener derivados mucho mas solubles, encontrandose que la sustitucion de cualquier
grupo hidroxilo por otras funcionalidades, que incluso poseian cierto caracter hidroéfobo,

aumentaban de manera considerable la solubilidad.

En la década de 1970, las investigaciones relacionadas con el uso de ciclodextrinas comenzaron a
proyectarse tanto para aplicaciones en la industria cosmética como en la alimentaria (Vaution,
et. al, 1987). En la industria de los alimentos, fueron investigadas con fines de estabilizantes para
agentes saborizantes asi como para lograr reducir olores y sabores desagradables. En la
industria cosmeética, también se probaron como estabilizantes de algunos compuestos
quimicamente labiles, como agentes enmascarantes de olores y como reductores de la irritacion

que causan algunos componentes en las formulaciones.

En la figura 6 y 7 se muestra la estructura quimica de las dos ciclodextrinas utilizadas en este

trabajo y en las tablas 1 y 2 algunas de sus respectivas propiedades fisicoquimicas.
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Figura 6. Estructura quimica de la beta-Ciclodextrina (Brewster y Loftsson, 2007).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la beta-Ciclodextrina

Nombre quimico Ciclomaltoheptosa
Formula quimica C42H70035s
Masa molecular 1135 g/mol
- 1 en 200 partes de propilenglicol, 1 en 50 partes de agua a 20 °C, 1 en 20 partes a 50°C,
Solubilidad Lo . .
practicamente insoluble en acetona, etanol y cloruro de metileno
Punto de fusion 255-265 °C
Apariencia Polvo fino cristalino blanco, practicamente inodoro con sabor ligeramente dulce
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Figura 7. Estructura quimica de Hidroxipropil-beta-ciclodextrina (Brewster y Loftsson, 2007).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de Hidroxipropil-beta-Ciclodextrina

Nombre quimico 2-hidroxipropil ciclomaltoheptosa
Formula quimica C42H70035(C3H60)7
Masa molecular 1410 g/mol
Solubilidad Muy soluble en agua y propilengl.icol,.soluble en t?tanol, metanol, dimetilsulféxido y
dimetilformaldehido
Punto de fusién 278°C
Apariencia Polvo blanco cristalino
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2.5. Métodos de preparaciéon de los complejos de inclusién

Existen diferentes métodos de preparacién de los complejos de inclusién, cada uno con sus
respectivas limitaciones y ventajas dependientes de las caracteristicas de la molécula que se
pretenda incluir asi como de la ciclodextrina a utilizar. De manera general se pueden dividir en

dos grupos:

a) Obtencién de complejos de inclusién en fase liquida donde los principales métodos son la

co-precipitacion y la mezcla de disolventes (Li, et al., 2005)

b) Obtencién de complejos de inclusiéon en estado sélido donde resaltan los métodos por

liofilizacion, molienda, mezcla fisica y amasado (Al-Marzouqi, et al., 2007).

2.6. Caracterizacion de los complejos de inclusion

La evaluacién de la formacién de los complejos de inclusiéon fArmaco-CD y su caracterizacion
completa no es una tarea simple y a menudo requiere el uso de diferentes técnicas analiticas,
cuyos resultados deben combinarse y examinarse juntos, ya que cada método explora
caracteristicas particulares del complejo. El uso complementario de diferentes técnicas puede
permitir una comprensiéon mejor y mas profunda de las interacciones huésped-hospedero y

ayudar en la seleccion de la CD mas apropiada para una molécula huésped dada.

Los diferentes métodos disponibles se basan generalmente en la deteccion de alguna variacion
en cualquier propiedad fisica o quimica adecuada del huésped como consecuencia de la
inclusion. Es esencial que la variacion observada sea lo suficientemente grande como para ser
detectada o estimada con suficiente precisién, ademas, cualquier método de medicion tiene de
sus propios inconvenientes, que deben ser tomados en cuenta, a fin de evaluar cuanto pueden

afectar la fiabilidad de los resultados (Mura, 2015).
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Los principales métodos de caracterizacion de los complejos de inclusién se pueden dividir en
funcién del estado fisico en el que se encuentren, ya sea en solucién (Tabla 3) o en estado sélido

(Tabla 4).

Tabla 3. Técnicas analiticas de caracterizacion de complejos de inclusion en solucién.

Uv/Vis

Dicroismo Circular
Fluorescencia

Resonancia Magnética Nuclear
Resonancia de Spin del Electrén
Polarografia

e Voltimetria

e Potenciometria

e Conductimetria

e Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
e Electroforesis Capilar

Métodos Espectroscopicos

Métodos Electroanaliticos

Métodos de Separaciéon

Polarimetria

Calorimetria de Titulaciéon
Isotérmica

Tabla 4. Técnicas analiticas de caracterizaciéon de complejos de inclusion en estado sélido.

e (Calorimetria Diferencial de Barrido
Métodos de Analisis Térmico e Andlisis Termogravimétrico
e Microscopia de Fase Caliente

e Difraccion de Rayos X Monocristal

Dif; i6 R X
ifraccion de Rayos e Difracciéon de Rayos X de Polvos

e Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier
(FTIR)

e FTIR/Reflectancia Total Atenuada

e Espectroscopia Raman

Métodos Espectroscopicos

Microscopia Electrénica de Barrido
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2.7. Uso del polimero Eudragit® RS 30D/RL 30D como matriz de liberacion

modificada.

Los polimeros acrilicos y sus derivados cominmente conocidos como Eudragit® fueron los
primeros polimeros sintéticos usados en los recubrimientos farmacéuticos como dispersiones
poliméricas acuosas (Lehmann, 1982). Las peliculas formadas tienen excelentes propiedades

mecanicas, buena flexibilidad y buena calidad estética.

Son insolubles en agua y forman peliculas hinchables. Estan estructurados por ésteres neutros
del acido metacrilico con pequeiias porciones de cloruro de trimetilanimoetil metacrilato. En el
Eudragit® RL 30D la relacién molar de los grupos amonio cuaternario con respecto a los grupos
ésteres neutrales es de 1:20 (correspondiente a cerca de 50 meq. /100 g.) y para el Eudragit® RS
30D la relacion es de 1:40 (correspondiente a aproximadamente 25 meq./100 g.). La estructura

de los tipos de polimeros se muestra en la figura 8.

CH; CH; CHjg

O O O
\ \
+
HBC_ITJ_ CH3 Eudragit RL: m=0.2, n=2, 0=1
CH3 Eudragit RS: m=0.1, n=2, 0=1

Figura 8. Estructura quimica del Eudragit® RL 30D y RS 30D (Quinten, 2010).

Como los grupos amonio cuaternario determinan el grado de hinchamiento y la permeabilidad
de las peliculas en medio acuoso, el Eudragit® RL 30D, que posee mas de estos grupos, forma
peliculas mas permeables con una ligera accidn retardante. Por el contrario, y debido al reducido
numero de grupos amonio cuaternario, las peliculas de Eudragit® RS 30D se hinchan con menos

facilidad y son s6lo ligeramente permeables a los ingredientes activos. Dada la formacién de una
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pelicula coherente con un espesor adecuado, es posible reducir la velocidad de difusién del

farmaco notablemente.

2.8. Caracteristicas y propiedades del Ofloxacino

El Ofloxacino (figura 9) es un farmaco perteneciente a la familia de las quinolonas,
especificamente al de las fluoroquinolonas de segunda generacién y que por lo tanto son
consideradas de amplio espectro, efectivas contra bacterias gram-negativas y gram-positivas.
Las fluoroquinolonas afectan el funcionamiento normal del ADN bacteriano, actuando sobre la
enzima ADN-girasa, encargada de evitar el enrollamiento excesivo de las dos banda de ADN

cuando se separan antes de su replicacion o transcripciéon (Velazquez, 2010).

Las fluoroquinolonas presentan un perfil farmacocinético mucho mas favorable que las
quinolonas de primera generaciéon ademas, el porcentaje de uniéon a proteinas plasmaticas es

menor. En la tabla 5 se resumen algunas de las propiedades fisicoquimicas del Ofloxacino.

H3C
3

CHy OH

Figura 9. Estructura quimica del Ofloxacino (tomada de drugbank.ca)

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del Ofloxacino

Acido (%)-9-fluoro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-7-oxo-7H-

Nombre quimico pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-carboxilico

Formula quimica C18H20FN304
Masa molecular 361.38 g/mol
Solubilidad e olible en ceroformo. Souble en solutiones acds
Punto de fusién 254 °C
Apariencia Polvo de color amarillo palido a amarillo brillante
pka 5.5
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Formular y caracterizar insertos oculares a base de Eudragit®, para la liberacién de Ofloxacino

incorporado como un complejo de inclusién con -Ciclodextrinas.

3.2 Objetivos Particulares

e Preparar los complejos de inclusién Ofloxacino/Hidroxipropil-3-CD y Ofloxacino/p-CD
mediante los métodos de amasado y co-precipitacion con el fin de incrementar su solubilidad
acuosa y prolongar la liberacion del farmaco a partir de un sistema terapéutico destinado a la

via ocular.

e (aracterizar los complejos obtenidos mediante pruebas de solubilidad, espectrofotometria
UV, espectroscopia de infrarrojo, microscopia electrénica de barrido y calorimetria diferencial

de barrido para evidenciar su formacion.

e Estudiar la liberacién de los complejos de inclusién Ofloxacino/p-Ciclodextrinas formulados
en insertos oculares, mediante la aplicaciéon de un método in vitro, con el fin de determinar su

comportamiento en fluido lacrimal simulado.

4. Hipotesis

La formaciéon de complejos de inclusién ofloxacino/p-Ciclodextrinas incrementara la
solubilidad acuosa del farmaco, permitiendo su incorporacién en las peliculas poliméricas sin
el uso de un disolvente organico o un acido, contribuyendo a prolongar la liberacién del

ofloxacino.
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5.

Desarrollo Experimental

5.1

5.2

Reactivos

e Agua Destilada (J.T. Baker®)

e Ofloxacino (Helm de México)

e [eta-Ciclodextrina (Ashland Chemical de México)

e Hidroxipropil-Beta-Ciclodextrina (Ashland Chemical de México)
e Alcohol Metilico (Reactivos Quimica Meyer®)

e Hidroxido de Sodio (Macron Fine Chemicals®)

e Acido Clorhidrico (J.T. Baker®)

e Eudragit® RL 30D (Helm de México)

e Trietilcitrato (Helm de México)

e Bicarbonato de Sodio (Reactivos Quimica Meyer®)

e C(Cloruro de Sodio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)

e C(Cloruro de Potasio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)
e C(Cloruro de Calcio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)
e Buffer pH =4 (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)

e Buffer pH = 7 (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)

e Buffer pH =10 (Fermont, Productos Quimicos Monterrey®)

Materiales

e Vasos de precipitados de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

e Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 mL
e Frascos viales de 10 mL

e Barras magnéticas

e Espatulas

e Pesamuestras
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5.3

e Mortero con pistilo

e Probetas

e Desecadores

e Placas de teflon

e Pipetas volumétricasde 1,2 3,4,5,6 y 7 mL
e Pipetas pasteur

e Papel Parafilm®

e Filtros de membrana

Equipos e instrumentos

e Agitadores magnéticos multiplaza R015, IKA, Estados Unidos
e Centrifuga EBA 12, Hettich, Alemania

e Sonicador Branson 5510, Estados Unidos

e Micropipetas Brand, Alemania

e Espectrofotémetro UV/Vis, Hitachi U-5100, Jap6n

e Espectrofotometro de Infrarrojo, NICOLET iS10 Thermo Scientific, Estados Unidos
e (Calorimetro Q20, TA Instruments, Estados Unidos

e  Microscopio Electrénico de Barrido JEOL JMS-25sll, Japon

e Estufa de secado Memmert IF75, Alemania

e Termostato PolyScience 7306211B, Estados Unidos

e Potenciometro 700 Oakton, Estados Unidos

e Balanza analitica ATX224 Shimadzu, Japdn

e Micrometro digital Mitutoyo MZD698, Estados Unidos

e Texturémetro Brookfield CT3, Estados Unidos
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5.4 Espectros de absorcion y curvas de calibracion

Se prepararon soluciones de ofloxacino con concentracion igual a 10 pg/mL en agua, metanol y
fluido lacrimal simulado (STF) y se obtuvieron los espectros de absorcion en un intervalo de 200
a 400 nm para determinar la longitud de onda de maxima absorbancia en cada uno de los
medios. También se obtuvieron los espectros de absorcion para cada una de las ciclodextrinas en

los diferentes medios a fin de corroborar la inexistencia de alguna sefial.

Las curvas de calibracion se prepararon de la siguiente manera:

1. Se prepard una solucion stock de ofloxacino de concentracion 40 pg/mL

2. A partir de la solucidn stock, se prepararon por triplicado soluciones con concentraciones
de 1.6, 3.2, 4.8, 6.4, 8.0, 9.6 y 11.2 pg/mL. La soluciéon de concentracién 6.4 pg/mL se

preparé por sextuplicado.

El procedimiento anterior se llevd a cabo tanto en agua, metanol y fluido lacrimal simulado
leyéndose aleatoriamente en el espectrofotometro a una longitud de onda de 289, 298 y 286 nm
respectivamente. Una vez realizadas todas las mediciones se calcularon los coeficientes de

absortividad.

El fluido lacrimal simulado se preparo de la siguiente manera:

1. En un vaso de precipitados de volumen adecuado se pesaron 2.18 g. de bicarbonato de
sodio, 6.78 g. de cloruro de sodio, 0.032 g. de cloruro de calcio y 1.38 g. de cloruro de
potasio.

2. Se agregaron aproximadamente 700 mL de agua destilada para disolver los componentes.

3. Se ajusto el pH de la solucién a 7.4 con una soluciéon de acido clorhidrico 0.1 N.

4. La solucion se trasvasé a un matraz volumétrico de 1000 mL y se llevo hasta la marca de
aforo.

23



5.5 Construccion de los diagramas de solubilidad de fase

La construccion de los diagramas de solubilidad de fase se realiz6 con el objetivo de determinar

la estequiometria de complejaciéon entre el ofloxacino y las ciclodextrinas de acuerdo a la

metodologia propuesta por Higuchi y Connors (Higuchi y Connors, 1965).

1.

En frascos viales de tamano adecuado se colocaron de manera individual, 10 ml de
solucion de ciclodextrina a diferentes niveles de concentracion: 0.0, 2.8, 9.0, 27.1, 56.4 y
112.8 mg/mL para los sistemas con HP-3-CD y 0.0, 0.5, 0.9, 2.7, 5.7 y 11.4 mg/mL para los

sistemas con 3-CD.

Se agreg6 farmaco en exceso a cada uno de los sistemas y se mantuvieron en agitacion

constante por 48 horas.

Se filtré el contenido de los viales y se determiné la cantidad de farmaco disuelto. Todos

los sistemas se prepararon por triplicado.

5.6  Preparacién de los complejos de inclusién

Como métodos de preparacidn se seleccionaron los métodos de amasado y co-precipitacion y se

utiliz6 una mezcla metanol:agua (20:80) como disolvente.

5.6.1 Método de amasado

En un mortero de tamafio adecuado se colocaron HP-3-CD y ofloxacino en proporcién

3.9:1, en el caso de ($-CD la proporcién es 3.1:1

Se agregaron 200 pl de disolvente y se amas6 la mezcla con la ayuda del pistilo durante 5

min.
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3. Unavez evaporado todo el disolvente, las muestras se mantuvieron en desecador.

5.6.2 Método de co-precipitacion.

1. Se preparé una solucion de 2 mg/mL de HP-B-CD y 1.6 mg/mL en el caso de -CD
(Solucién A).

2. Se preparo una solucién de 0.33 mg/mL de ofloxacino. (Solucion B).

3. Se mezclé la solucion A con la solucion B en proporcion 1:1.5 y se mantuvo en agitacion

contante por 48 horas.

4. Se elimind la totalidad del disolvente y se colocaron las muestras en desecador.

Una vez preparados los complejos por ambos métodos y utilizando cada una de las
ciclodextrinas se tomaron muestras suficientes y se caracterizaron por medio de las pruebas de
solubilidad, espectrofotometria UV, calorimetria diferencial de barrido, microscopia electrénica

de barrido y espectroscopia de infrarrojo.

5.7 Preparacion de las peliculas poliméricas

Se prepararon peliculas blanco, peliculas que contenian el farmaco y peliculas que contenian el
farmaco en forma de complejo de inclusidn. Las dispersiones se prepararon utilizando una
concentracion de sdlidos totales del 15% p/p, una cantidad del plastificante trietilcitrato del
24% con respecto al polimero seco (Eudragit® RL 30D es una dispersion acuosa al 30 %) y una
cantidad de polimero de 60 mg/cm?2. Es importante mencionar que se consideran como sélidos a
todos los componentes de la formulacion diferentes al agua independientemente de su estado
fisico.

El método de preparacidn fue el siguiente:
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la. En un vaso de precipitados previamente tarado, se colocaron polimero, plastificante y
agua destilada en proporcion 13.9 : 1 : 19.6 respectivamente para el caso de las peliculas

blanco.

1b. En el caso de las peliculas con farmaco se colocaron ofloxacino (una vez pesado, se
disolvié utilizando unas gotas de HCl 0.1 N), polimero, plastificante y agua destilada en

proporciéon 0.4:13.9:1:21.9 respectivamente.

1c. Para el caso de las peliculas con el complejo, se colocaron complejo, polimero,

plastificante y agua destilada en proporcién 1.8: 13.9 : 1 : 29.8 respectivamente.

2.  Los sistemas se agitaron de manera constante durante 10 minutos para después ser

sonicados durante 10 min mas.

3.  El contenido se vertié en moldes de tefléon con un area de 45 cm?2 previamente nivelados

en el interior del horno de secado a 38 °C

4.  Las peliculas se secaron en el horno durante un periodo de 24 h.

Se tomaron muestras de las 3 peliculas y se realizaron pruebas de tension y uniformidad de

grosor.

5.8  Evaluacidn de la liberacion de ofloxacino a partir de las peliculas poliméricas

Se cortaron insertos con un diametro de 4.5 mm y 0.159 cm? de area, se evalud la uniformidad de
masa, uniformidad de grosor y uniformidad de contenido. Las liberaciones se realizaron
utilizando como medio de disolucion fluido lacrimal simulado pH =7.4. Se mont6 un aparato de
recirculacion de agua con una temperatura de 37 °C. El procedimiento general se llevé a cabo de

la siguiente manera:

1.  Por separado, se colocaron cada uno de los insertos (blanco, farmaco y complejo) en

pequefios frascos viales que contenian 1 mL del medio de disolucién con un agitador
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magnético. Todos los viales se colocaron en el aparato de recirculaciéon y se mantuvieron

en agitacion constante.

2.  De cada uno de los viales se extrajo la totalidad del medio y se colocé 1 mL de medio de

disolucion nuevo previamente equilibrado a 37 °C.

3.  Los muestreos se realizaron cada 15 minutos durante los primeros 60 y después cada

hora hasta completarse 4 horas. Todas las muestras se prepararon por sextuplicado.

6. Resultadosy discusiéon

6.1 Espectros de absorcion UV /Vis

1,1

0,9
0,8
0,7

0,6
—Agua
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// ~\ = [\etanol

0,4 |~
STF

0,3
0,2

0,1
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Gréfico 1. Espectros de absorcion del Ofloxacino en diferentes medios. En todos los casos se utilizaron soluciones

a una concentracion de 10 pg/mL. La longitud del paso 6ptico es de 1cm.
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Mediante la obtencién de los espectros de absorcién podemos visualizar la variacién de la
absorbancia con la longitud de onda de la radiacién electromagnética y mediante su analisis
podemos determinar la longitud de onda de trabajo adecuada, que por lo regular, es la longitud

en la que se presenta la mayor absorbancia del analito.

En el grafico 1 es posible observar las diferencias en el espectro de absorcién del ofloxacino en
los diferentes medios, encontrando las longitudes de onda de maxima absorbancia a 289, 298 y
286 nm para agua, metanol y fluido lacrimal simulado respectivamente. Este cambio en la
longitud de onda esta relacionado con las caracteristicas propias de cada uno de los medios
como lo son el pH, la polaridad y la fuerza i6nica (Remington, 2000). El espectro es muy similar
en todo el intervalo de longitudes de onda analizado cuando se utiliza agua y fluido lacrimal
simulado ademas de obtenerse valores maximos de absorcién muy similares aunque se desplaza
hacia la izquierda la longitud de onda de mdaxima absorcién en el fluido lacrimal simulado.
También se observa un pico secundario a los 331 nm. En el caso del espectro obtenido en
metanol, se observan diferencias con respecto a los otros medios presentandose un efecto
hipocrémico a los 265 nm asi como un efecto hipercrémico a los 298 nm desplazandose hacia
una longitud de onda mayor con respecto a la longitud de onda de maxima absorcion observada
en los otros dos medios. Ademas, el pico secundario que aparece en los otros medios se vuelve

menos pronunciado.

6.2 Diagramas de solubilidad de fase

Tabla 6. Cantidad de fArmaco disuelto en soluciones de HP-3-CD

[HP-B-CD] [Ofloxacino]
(mg/mL) (mg/mL)
112.80 57.71
56.40 46.22
27.07 39.5
9.02 33.83
2.82 32.95
0.00 31.98
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Grafico 2. Diagrama de solubilidad de fase Ofloxacino/HP-f3-CD
Tabla 7. Cantidad de farmaco disuelto en soluciones de 3-CD
[B-CD] (mg/mL) [Ofloxacino]
(mg/mL)
11.35 37.60
5.68 34.54
2.72 33.70
0.91 3243
0.45 32.40
0.00 31.98
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Grafico 3. Diagrama de solubilidad de fase Ofloxacino/3-CD
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La construccion de los diagramas de solubilidad de fase es una de las técnicas mas empleadas en
la determinacién de la estequiometria de la formaciéon de los complejos de inclusién con
ciclodextrinas y se obtiene de los resultados de solubilidad de la molécula huesped en funcion
del incremento de la concentracion de las ciclodextrinas. De acuerdo con el modelo propuesto
por Higuchi y Connors (Higuchi y Connors, 1965), los diagramas pueden ser de tipo A en donde
la solubilidad de la molécula huesped aumenta a medida que aumenta la concentracién de la
ciclodextrina indicando la formaciéon de complejos solubles, o de tipo B, cuando el complejo es
insoluble y la concentracion de la molécula huesped disminuye conforme aumenta la

concentracion de la ciclodextrina, tal como se observa en el grafico 4.

Estequiometria

i = AP farmaco:CD = 1:>1
AL

Estequiometria
farmaco:CD = 1:1

AN Estequimetria

farmaco:CD 1:<1

Solubilizacion

=]

(%]
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E
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]

-

5 .

3 del complej
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!g Méxima

E _ concentracion,

= equilibrio

al

= BS
S Precipitacian del

complejo

Bl

I | | I

Concentracion de la ciclodextrina

Gréfico 4. Diferentes tipos de diagramas de solubilidad de fase obtenidos de la
complejacion de farmacos con ciclodextrinas.

Los diagramas de tipo B pueden tomar la forma BS (soluble) en la que el complejo tiene una
solubilidad limitada. Inicialmente hay una concentracién creciente de la molécula huesped y

cuando se alcanza el limite de solubilidad ocurre la precipitaciéon, lo que disminuye la
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concentracion. El diagrama tipo BI se presenta cuando el complejo es insoluble y hay un cierto

equilibrio inicial, pero despues de cierta concentracion se produce la precipitacién del complejo.

Como se observa en los graficos 2 y 3 los diagramas obtenidos son del tipo AL por lo tanto la
relacion entre la solubilidad del faArmaco es proporcional a la concentracion de las ciclodextrinas
lo que indica que la complejacién se da en relacion estequiométrica 1:1. En los graficos también
se incluye la ecuacion del analisis de regresion lineal para cada uno de los sistemas con su
respectivo coeficiente de determinacion, que es una buena aproximaciéon para asumir la
linealidad de la curva. Los resultados de la cantidad de farmaco disuelto para cada uno de los
sistemas aparecen en las tablas 6 y 7. Otro dato importante que es posible obtener por medio de
la construccion de los diagramas de solubilidad de fase es el relacionado al calculo de la
constante de formacién (Kc) asociada a la interaccién entre el farmaco con cada una de las
ciclodextrinas asi como la eficiencia “teorica” de complejaciéon (Brewster y Loftsson, 2007). Los

resultados se muestran en la tabla 8.

Hay que resaltar que esta eficiencia de complejacion (EC) “teorica” es resultado del
comportamiento que presenta el aumento de la solubilidad del farmaco en presencia de
cantidades crecientes de ciclodextrinas observado en los diagramas de solubilidad de fase mas
no de la evaluacién de la eficiencia de complejacion calculada despues de preparar los complejos.
Sin embargo, resulta una aproximacion util para poder visualizar las diferencias en la fuerza de

interaccion del farmaco con cada una de las ciclodextrinas.

Tabla 8. Constantes de formacién y eficiencias de complejacion obtenidos de los diagramas de solubilidad de fase

Kc EC
HP-B-CD g-CD  HP-B-CD PB-CD
3322M1 10399M1 298% 923%

Los mayores valores de Kc y EC que presentan los sistemas preparados con B-CD se pueden
explicar observando los diagramas de solubilidad de fase. El incremento en la solubilidad del
farmaco se produce aun cuando el incremento en la concentracién de la $-CD es menor en

comparaciéon con la HP-p-CD.
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Un incremento de igual magnitud en la solubilidad de farmaco se produce con una menor
cantidad de 3-CD en comparacion con la HP-p-CD. Por ejemplo, para obtener un incremento en la
cantidad de ofloxacino disuelto igual a 37.6 mg/mL se requiere una concentracién de -CD de
11.35 mg/mL (tabla 7) y para obtener la misma cantidad de farmaco disuelto en los sistemas con
HP-B-CD, por interpolacién de resultados, se necesitaria una concentracion de ciclodextrina igual
a 22.7 mg/mL, es decir, un aumento del doble. De la misma manera, para obtener una
concentracién de 57.7 mg/mL de ofloxacino utilizando p-CD, se necesitaria una concentracién
aproximada de 53.4 mg/mL de la misma, es decir, sélo la mitad de la cantidad necesaria que

cuando se utiliza HP-pB-CD.

6.3  Pruebas de solubilidad
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0,5 - Ofloxacino
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Grafico 5. Espectro de absorcién del Ofloxacino y sus complejos formados con 3-CD.

La longitud del paso 6ptico es de 1cm.

32



0,8
0,7
0,6
0,5

Abs

0,4
0,3
0,2

0,1

== Ofloxacino

- Complejo amasado

Complejo Co-
precipitacion

200

250

300

A (nm)

350 400

Gréfico 6. Espectro de absorcién del Ofloxacino y sus complejos formados con HP--CD.

La longitud del paso dptico es de 1 cm.

Los resultados obtenidos por medio de las pruebas de solubilidad de la cantidad de farmaco

incluido en los complejos se muestran en la tabla 9 y en el grafico 7. Se obtuvo una mayor

cantidad de farmaco incluido por medio del método de co-precipitacién y usando B-CD; con el

mismo método pero usando HP-B-CD se observé la menor cantidad.

Tabla 9. Cantidad promedio de Ofloxacino en los complejos de inclusién.

Amasado

Co-precipitaciéon

Co (pug/mL)

HP-B-CD

B-CD

HP-B-CD B-CD

8,3184+£0.1185

8,5968 £ 0.0546 | 6,6448 £0.0827 | 9,4646 £ 0.0916

83,2%

86 %

66,4 % 94,6 %
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Grafico 7. Comparativa entre tratamientos

La espectrofotometria UV-vis es un método simple, econémico, rapido y ampliamente usado en
el estudio de la formacién de los complejos de inclusiéon en soluciéon farmaco-ciclodextrinas.
(Cannava et al., 2010, Song et al,, 2011). Dependiendo de la posicién del grupo cromoéforo en el
farmaco, el paso de un medio acuoso a la cavidad interna no polar de la ciclodextrina puede
modificar su espectro de absorcidén original, a causa del reemplazo total o parcial de la capa de
solvatacion de la molécula huésped por el interior de la ciclodextrina lo que genera nuevas

interacciones con el entorno (Szejtli, 1988).

Los efectos batocrémico e hipsocrémico en el espectro de absorcién de la molécula huésped, y/o
un incremento o decremento en la intensidad del mismo pueden ser observados como
consecuencia de la formacién del complejo de inclusién. En el caso del espectro del complejo
preparado por el método de co-precipitacion y utilizando B-CD mostrado en el gréfico 5, es
posible observar la presencia del efecto hipsocrémico ya que la longitud de onda de maxima
absorcion del Ofloxacino disminuy6 de 289 nm a 286 nm. Para los demdas complejos, se mantuvo

la longitud de onda del farmaco libre (Grafico 6).
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6.4 Espectroscopia de Infrarrojo

Cuando una molécula absorbe energia de una radiacién electromagnética, puede sufrir varios

tipos de excitacion:

e excitacidn electrénica

e excitacién rotacional

e excitacién que induce cambios del spin nuclear

e excitacién de deformacién de enlace

e ionizacién
Todas estas absorciones aparecen en regiones diferentes del espectro electromagnético, ya que
cada modo de excitacion requiere una cantidad especifica de energia. La porcion infrarroja del
espectro electromagnético se divide en tres regiones; el infrarrojo cercano, medio y lejano, asi
nombrados por su relacién con el espectro visible (Skoog, 2007). El infrarrojo lejano
(aproximadamente 400-10 cm-1) se encuentra adyacente a la region de microondas, posee una
baja energia y puede ser usado en espectroscopia rotacional. El infrarrojo medio
(aproximadamente 4000-400 cm) puede ser usado para estudiar las vibraciones
fundamentales y la estructura rotacional vibracional, mientras que el infrarrojo cercano (14000-
4000 cm1) puede excitar sobretonos o vibraciones arménicas. De las tres zonas del espectro de
infrarrojo, la region comprendida entre los 4000 a los 400 cm-! (region media o fundamental) es

la mas utilizada para el estudio estructural de las moléculas.

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen frecuencias a las
cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos de rotacién y vibracién moleculares tienen
niveles de energia discretos (modos normales vibracionales). Las frecuencias resonantes o
frecuencias vibracionales son determinadas por la forma de las superficies de energia potencial

molecular, las masas de los atomos y, eventualmente por el acoplamiento vibracional asociado.

Dentro de la region del L.R. fundamental existen dos regiones, una de ellas es la llamada de los
grupos funcionales de 4000cm-1 a 1300 cm1, y la region dactilar de 1300 cm-! a 400 cm1. En la
region de los grupos funcionales la posicion del pico de absorcién es mayor o menor

dependiendo solamente del grupo funcional donde llega la absorcién y no de la estructura
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molecular completa. La posicion de los picos en la region dactilar es dependiente de la estructura

molecular completa.
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Grafico 8. Espectro IR del Ofloxacino

En el espectro correspondiente al ofloxacino que se observa en el grafico 8, la primer sefal
importante que se observa, interpretandolo de izquierda a derecha, es a 2787 cm-! siendo muy
probable que se trate del grupo OH asociado al acido carboxilico presente en la estructura de la
molécula; este tipo de grupos en las funcionalidades acido carboxilico presentan bandas de
absorcién que pueden aparecer desde los 2500 cm-! hasta los 3200 cm-l. Esta misma sefial se
observa también en los espectros de los complejos obtenidos por el método de amasado al
mismo numero de onda. La siguiente sefial en importancia aparece a los 1706 cm-! que se puede
asociar al doble enlace carbono oxigeno del grupo funcional acido carboxilico que puede
presentar absorbancias en el intervalo de 1700 a 1725 cm-! por lo que se puede deducir que se
trate de la sefial dada por este tipo de enlace al ser un grupo funcional caracteristico de la
molécula. La absorcién de este grupo carbonilo proporciona una banda aguda e intensa en una
regién muy caracteristica préxima 1750 cm-1. La frecuencia exacta varia en cada compuesto. Asi,
el carbonilo de un anhidrido absorbe a frecuencias mas altas que el de un éster o el de un acido
carboxilico y este a su vez absorbe a frecuencias mas altas que una cetona, mientras que una

amida lo hace a frecuencias mas bajas.
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Después tenemos una serie de bandas a los 1618, 1523 y 1452 cm! de los que se asume
pertenecen a la absorcién provocada por los dobles enlaces carbono-carbono en el anillo
aromatico de la estructura principal de la molécula los cuales también se observan en los
espectros de los complejos obtenidos por el método de amasado. Esta serie de bandas
observadas en los tres espectros mencionados presentan una variacién en los valores de
absorbancia de +/- 7 cm'! para cada banda de los espectros individuales por lo que se deduce
que pueden ser asociados al tipo de enlace antes mencionado, también observandose variaciones
en la intensidad de la sefal. La banda observada a 1290 cm-! puede atribuirse al enlace carbono-
fldor. La region entre 1400 y 800 cm! es generalmente muy complicada ya que hay muchos
acoplamientos entre las diferentes frecuencias de tension carbono-carbono y de deformacion
carbono-hidrégeno, que hacen complicada la asignaciéon de cada banda a enlaces individuales.
Practicamente todas las moléculas organicas producen estas bandas. La region es caracteristica

propia para cada molécula, por eso esta region del espectro es denominada de la “huella digital”.
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Grafico 10. Espectro IR de HP-B-CD

Para el caso de los espectros correspondientes a las ciclodextrinas, en los graficos 9 y 10, casi no
se encuentra diferencia alguna entre uno y otro lo cual era de esperarse tomando en cuenta que
se trata de la misma estructura molecular de los compuestos y que solo varian en que la
hidroxipropil beta ciclodextrina presenta este tipo de grupos (hidroxipropil) unidos a los
hidroxilos libres situados en el exterior de la molécula. Una de las sefales mas importantes a
identificar en los espectros para la caracterizaciéon de este tipo de compuestos, tomando en
cuenta el nimero de estos grupos presentes en la molécula, son las asociadas a la absorcion de
los grupos OH. Esta sefial se muestra ancha y aparece desde los 3200 a los 3400 cm1, y en el caso
de la observada en los espectros, aparece a los 3323 y a los 3277 cm-! para la hidroxipropil beta
ciclodextrina y beta ciclodextrina respectivamente. La banda mostrada a 1337 +/- 1 cm! en los
dos espectros también puede ser asociada a los grupos OH aunque la mas caracteristica aparece
en la region de los 3200 a los 3400 cm-L. Otra de las sefales a considerarse es la que se puede
identificar para ambos espectros, a los 1123 +/- 3 cm! y que se asocia a los grupos éter de tipo
ciclico presentes en cada una de las unidades de glucosa que se unen para dar forma a la
estructura de la ciclodextrina. Esta seflal se observa como una banda intensa, delgada y
caracteristica porque resalta en los dos espectros. Finalmente, la pequefia banda observada a los

573 +/- 6 cm! se puede asociar a los enlaces carbono-carbono que como ya se menciond con
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anterioridad, practicamente todas las moléculas organicas las presentan, incluso también se

encuentra presente en el espectro del ofloxacino a 562 cm-1.
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Grafico 11. Espectro IR del complejo obtenido por el método de amasado con HP-f3-CD
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Practicamente los espectros de los diferentes complejos obtenidos por ambos métodos,
observados en los graficos 11 a 14, muestran caracteristicas y bandas presentes en los espectros
individuales de cada compuesto, algunos mas atenuados que otros. Lo anterior se explica porque
aunque se haya formado el complejo, la complejaciéon no se da en un 100% de eficiencia
quedando parte del farmaco sin complejar, recordando ademas que se trata de complejos
dinamicos. Por ejemplo, practicamente en todos los espectros de los complejos de inclusion
aparece la sefial asociada a los grupos OH de las ciclodextrinas (3200-3400 cm1), las bandas
asociadas a los dobles enlaces carbono-carbono en el anillo aromatico de la estructura del
farmaco (aprox. 1450, 1500, 1580 y 1600 cm-1) y la banda asociada al grupo éter ciclico en la
estructura de las ciclodextrinas (1070-1150 cm1). Un punto a resaltar es el hecho de que los
espectros de los complejos de inclusién son diferentes a los obtenidos para las especies quimicas
individuales por lo que se pone en evidencia la formacién del complejo, ademas de observarse
diferencias en cuanto al porcentaje de transmitancia a la que aparecen las bandas caracteristicas
de los componentes individuales con respecto de las mismas bandas observadas en los espectros
de los complejos de inclusion. Por ejemplo, existen diferencias en la banda que se observa
aproximadamente a los 1452 cm en el espectro del firmaco ya que en los espectros de los
complejos aparece a un porcentaje de transmitancia mayor a un nimero de onda muy similar. Lo
mismo sucede, aunque en menor medida, en las bandas que aparecen aproximadamente a los
3300 cm! en los espectros de las ciclodextrinas puras ademas de ligeros desplazamientos en el
numero de onda, en comparacién con las mismas bandas en los espectros de los complejos de

inclusion.
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6.5 Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido, por sus siglas en inglés (SEM), es una de las técnicas mas
versatiles disponibles para el examen y andlisis de la microestructura morfolégica y la
caracterizacion del estado sé6lido, basada en el principio de la microscopia 6ptica en la que se
sustituye la fuente de iluminacién y la lente del condensador con un haz de electrones y bobinas
electromagnéticas respectivamente con lo que se puede conseguir, en algunos casos, hasta 100 A
de resoluciéon, muy superior a cualquier instrumento 6ptico. Se utiliza un haz de electrones
enfocado para escanear sistematicamente a través de la superficie de la muestra produciendo un
gran numero de sefiales electronicas las cuales son finalmente convertidas en una sefial visual

por medio de un tubo de rayos catédicos.

En microscopia electrénica de barrido es necesario acelerar los electrones en un campo eléctrico,
para aprovechar de esta manera su comportamiento ondulatorio, lo cual se lleva a cabo en la
columna del microscopio, donde se aceleran mediante una diferencia de potencial de 1000 a
30000 voltios. Los electrones acelerados salen del cafién, y se enfocan mediante las lentes
condensadora y objetiva, cuya funcion es reducir la imagen del filamento, de manera que incida
en la muestra un haz de electrones lo mas pequeio posible (para asi tener una mejor
resolucion). Con las bobinas deflectoras se barre este fino haz de electrones sobre la muestra,
punto por punto y linea por linea. Al alcanzar el haz la superficie de la muestra se generan

principalmente las siguientes particulas:

e Electrones retrodispersados (e1)

e Electrones secundarios (e2)

Ademas de radiacién electromagnética (rayos X) y otras particulas menos significativas. El
microscopio se encuentra internamente equipado con unos detectores que recogen la energia y

la transforman en las siguientes imagenes y datos:

e Detector de electrones secundarios (SEI - Secundary Electron Image) con los que se

obtienen las imagenes en alta resolucidn.
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e Detector de electrones retrodispersados (BEI - Backscattered Electron Image) con menor
resolucion de imagen pero mayor contraste para obtener la topografia de la superficie.

e Detector de energia dispersiva (EDS - Energy Dispersive Spectrometer) que detecta los
rayos X generados y permite realizar un analisis espectrografico de la composicion de la

muestra.

Figura 10. Imagenes SEM del ofloxacino; A (450x); B (1000x); C (4500x)

En la figura 10 se muestran las micrografias correspondientes a la muestra del ofloxacino vista a
diferentes aumentos. A los 450 aumentos se observan particulas con forma irregular y de
tamafios variados y en la siguiente imagen vista a 1000 aumentos se observa en primer plano
una de las particulas con un tamano aproximado de un poco menos de 100 um, ademas es
posible observar la textura de la superficie de la particula en algunos puntos. Ya a los 4500
aumentos se pone en evidencia que la superficie es sumamente irregular y caracteristica en

todas las particulas del farmaco observadas en las diferentes zonas de la muestra.
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Figura 11. Imagenes SEM de la HP-$-CD; A (1000 x); B (4500 x); C (4500 x); D (10000

La figura 11 corresponde a las micrografias de la hidroxipropil beta ciclodextrina en las que se
observan particulas de forma esférica de diferentes tamafnos. En las imagenes tomadas a 4500
aumentos incluso se pueden ver pequeios poros en la superficie de las particulas, ademas de
que la superficie se observa claramente lisa. También a este nimero de aumentos de puede
observar que algunas particulas presentan una especie de hundimientos en su superficie donde a
veces se encuentran introducidas otras particulas de menor tamafio pero con las mismas
caracteristicas de forma y superficie que las mayores. Es muy peculiar la morfologia de este tipo

de ciclodextrina.
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Figura 12. Imagenes SEM de la 3-CD; A (450 x); B (1500 x); C (4500 x); D (10000 x).

Las micrografias de la imagen 12 corresponden a la beta ciclodextrina. En la imagen a los 450
aumentos se observa una estructura en forma vertical con respecto al plano, con una superficie
algo irregular con una forma caracteristica; otras estructuras observadas al mismo nimero de
aumentos se observan con formas muy similares. A los 1500 aumentos se observa mas a detalle
la superficie de la estructura y se observan una especie de grietas, surcos e irregularidades en el
borde expuesto al primer plano. En otra de las particulas observada a 4500 aumentos que parece
tener la misma forma como una especie de “ladrillo” con un espesor de aprox. 10 um, es posible
observar con un poco mas a detalle los surcos descritos y a los 10000 aumentos también se
observan pequefias particulas adheridas a la superficie de la particula principal incluso de

tamafios nanométricos. También la morfologia de la beta ciclodextrina es muy particular.
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Figura 13. Imagenes SEM del complejo obtenido con 3-CD por el método de amasado; A (450 x);
B (1000 x); C (2000 x); D (4500 x).

La figura 13 muestra las imagenes del complejo de inclusidon obtenido por el método de amasado
con beta ciclodextrina y es evidente que hubo un cambio tanto en la morfologia como en el
tamafio de las particulas. A los 450 y a los 1000 aumentos se observan en el fondo de las
micrografias particulas como una especie de “copos de nieve” de tamafios menores a los 10 pm
que no se observaban en ninguna de las micrografias de los componentes individuales. La
particula que se observa en el primer plano a los 2000 aumentos tiene un ancho aproximado de
7 um y se observan particulas adheridas a su superficie, que se evidencian en la imagen a los

4500 aumentos, como si no formaran parte de la estructura original.
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Figura 14. Imagenes SEM del complejo obtenido con HP-$-CD por el método de amasado; A (200 x);
B (450 x); C (1000 x); D (2000 x).

En el caso del complejo obtenido también por amasado pero utilizando la hidroxipropil beta
ciclodextrina mostrado en la figura 14, en la imagen a 200 aumentos, se observan particulas muy
peculiares de forma irregular con tamafios aproximados de los 10 a los 100 pm. En los 450
aumentos se observa una estructura parecida a una roca con una especie de crater central, que
se observa mas a detalle en su superficie a los 1000 y 2000 aumentos. La superficie se observa
no totalmente lisa con algunos bordes y pequefias particulas menores de los 7 um dentro del
“crater”. Este tipo de morfologia observada tampoco se parece a la mostrada por los

componentes individuales ni en tamafio ni en forma.
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Figura 15. Imagenes SEM del complejo obtenido con 3-CD por el método de co-precipitacion; A (200 x);
B (450x); C (1000 x); D (4500 x).

La forma de los complejos obtenidos por el método de co-precipitaciéon con beta ciclodextrina
mostrados en la figura 15, es sumamente irregular con tamafios menores a los 20 um como se
observa en las micrografias tomadas a los 200 y 450 aumentos. A los 1000 aumentos se observa
la superficie de las particulas como una especie de agujas de cristales compactadas
irregularmente y a los 4500 aumentos se ven con mejor detalle. Finalmente las particulas
observadas a 450 aumentos del complejo de inclusién también por precipitacion pero con
hidroxipropil beta ciclodextrina mostrado en la figura 16, tienen un tamafio aproximado de 15 a
30 pm. A los 1000 aumentos se observan dos particulas algo esféricas con una superficie
irregular y en las imagenes a 2000 y 4500 aumentos se pone en evidencia la rugosidad de su

superficie.

Practicamente en ninguna de las imagenes de los complejos de inclusion formados por ambos
meétodos es posible observar la morfologia ni de las ciclodextrinas ni la del farmaco habiendo
diferencia también en tamafio y forma con lo cual se pone en evidencia la formacién de los

complejos.
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Figura 16. Imagenes SEM del complejo obtenido con HP--CD por método de co-precipitacion; A (450 x);
B (1000 x); C (2000); D (4500 x).

6.6 Calorimetria Diferencial de Barrido

La calorimetria diferencial de barrido es el método térmico mas utilizado en la investigacion de
las interacciones en estado solido entre farmacos y ciclodextrinas debido a la capacidad de
proporcionar informacion detallada acerca de las propiedades fisicas y energéticas asociadas a
los complejos (Mura et al., 2003). La comparacién de los termogramas de los componentes
individuales, de la mezcla fisica y de los complejos de inclusiéon puede proporcionar una idea de
las modificaciones e interacciones del estado s6lido como consecuencia de la aplicacién de los

meétodos de preparacion y de la formacidn de los complejos.
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Los termogramas de las ciclodextrinas se caracterizan por presentar un pico endotérmico
alrededor de los 90-130 °C correspondiente a la deshidratacién de la molécula seguido por la
descomposicion total que se presenta después de los 300 °C lo cual se puede observar en los
termogramas de los graficos 15 y 16 asociados a las ciclodextrinas evaluadas de manera
individual. Si la molécula huésped se presenta en su forma cristalina, se observara un pico
también endotérmico de forma definida asociado al proceso de fusién de la misma. En el caso del
ofloxacino, este pico se presenta, de manera experimental, a los 274.5 °C y presenta una

estructura cristalina del tipo monoclinica (Holstein et al., 2011).

Los termogramas correspondientes a la mezcla fisica deben ser la simple suma de los picos
asociados a los componentes individuales apareciendo el pico correspondiente a la
deshidratacién de las ciclodextrinas asi como el asociado al punto de fusiéon del farmaco. Cabe
mencionar que la presencia residual del pico del punto de fusiéon del ofloxacino es indicativo de
que la complejacion no se da en un 100 % sino que parte del farmaco quedé sin complejar y por
lo tanto aun aparece el pico de fusién aunque de un menor tamaifo y de diferente forma (Al-
Marzougqi et al.,, 2007). En el caso de los complejos preparados por el método de co-precipitacion
es mas evidente la desaparicion del pico de fusion del Ofloxacino lo que representa como una

mayor eficiencia en la formacion del complejo de inclusion.

6.7 Preparacion de las peliculas poliméricas

Las dispersiones poliméricas del tipo latex y pseudolatex son dispersiones coloidales que
contienen particulas esféricas so6lidas o semisolidas y la diferencia entre un tipo y otro es el
método de produccién. Las dispersiones latex se producen por polimerizacién en emulsion en un
medio acuoso y que por lo tanto, esta limitado a mondmeros que pueden ser emulsificados en
fase acuosa (McGinity y Felton, 2008), como es el caso de las dispersiones de Eudragit®. La
formacion de la pelicula a partir de las dispersiones latex o pseudolatex es causada por la
coalescencia de las particulas individuales ya que en dispersion, las particulas permanecen

separadas por fuerzas estabilizantes del tipo electrostaticas y estéricas.
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El proceso de secado y formacién de la pelicula puede ser dividido en diferentes etapas (Stewart
et al., 2000). La evaporacion de agua de la superficie ocurre en la etapa [ y ésta dura hasta que el
polimero ha alcanzado aproximadamente de un 60-70% en fraccién volumen. En la etapa II, las
particulas del polimero entran en contacto irreversible y se comienzan a deformar, ademas, la
tasa general de perdida de agua disminuye en gran medida a causa de la formacién de una
estructura polimérica muy densa. Es al inicio de la etapa III que comienza la formacion de una
pelicula continua. En esta etapa, la evaporacion se agua se ralentiza ya que tiene que difundir a
través de la pelicula polimérica que ha comenzado a formarse y al final, este proceso se consuma
con la interpenetracién de las cadenas poliméricas. Las particulas individuales presentes al

inicio, se transforman finalmente en una pelicula polimérica continua.

El factor mas importante que se relaciona con la coalescencia total de las particulas poliméricas
es la temperatura minima de formacién de la pelicula que se describe como la temperatura por
encima de la cual se forma una pelicula transparente. Por debajo de la temperatura de formacion
minima se forman peliculas fragiles que son el resultado de una incompleta coalescencia de las
particulas (Van Tent y Kenijenhuis, 2000).

La temperatura minima de formacion de la pelicula puede ser efectivamente abatida por la
adicion de plastificantes (Felton, 2013) los cuales son generalmente sustancias organicas con un
alto punto de ebullicién que aumentan la resistencia de las particulas poliméricas, aumentan la
flexibilidad y disminuyen la temperatura de transicion vitrea asociada al polimero. Esto se logra

por la reduccion de las fuerzas intermoleculares cohesivas a lo largo de las cadenas poliméricas.

Una vez analizados los resultados de las pruebas de caracterizacion de los complejos se
selecciond el fabricado por el método de amasado utilizando HP-B-CD para la preparacién de las
peliculas. Cabe mencionar que aunque se obtuvo una mayor cantidad de farmaco incluido en los
complejos preparados por el método de co-precipitaciéon con B-CD, las peliculas fabricadas
resultaron demasiado quebradizas ain con la adicién del plastificante por lo que se opté por

utilizar el complejo obtenido por el método de amasado utilizando HP-{3-CD.
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Tabla 10. Espesor y resistencia a la ruptura promedio de las peliculas poliméricas con un area de 9 cmz2.

Blanco

Ofloxacino

Complejo

Espesor (mm)

Resistencia a la
ruptura (N/mm?2)

Espesor (mm)

Resistencia a la
ruptura (N/mm?)

Espesor (mm)

Resistencia a la
ruptura (N/mm?)

0.209+009

2.589 £ 0.034

0.242+0.011

4.384 £0.052

0.267 £0.014

10.983 +£0.084

Tabla 11. Espesor y masa promedio de los insertos oculares con un area de 0.159 cm?2.

Blanco Ofloxacino Complejo
Espesor (mm) | masa (mg) | espesor (mm) | masa (mg) | espesor (mm) | masa (mg)
0.209 £ 0.009 41+0.1 0.242+0.011 48+0.1 0.267£0.014 51+0.1

Tabla 12. Valoracién y uniformidad de contenido en insertos oculares cargados con fairmaco y con complejo

Ofloxacino

Complejo

Valoracion (%)

Uniformidad de contenido
(%)

Valoracién (%)

Uniformidad de contenido
(%)

103.5+1.3

101.1+2.3

96.4+1.6

97.8+2.2

Como se puede observar en la tabla 10, comparadas con las peliculas blanco, las peliculas que
contenian ofloxacino resultaron tener un mayor espesor y mayor masa como resultado de la
adicién de un componente mas a la formulacion; se observo el mismo efecto con las peliculas que
contenian el farmaco en forma de complejo obteniéndose valores mayores en comparaciéon con
las peliculas cargadas con fArmaco y con las peliculas blanco. Los resultados de las pruebas de
tension siguieron la misma tendencia; se necesitd6 una fuerza mayor para fragmentar las
peliculas que contenian al fArmaco en forma de complejo comparado con la fuerza necesaria
para lograr el mismo efecto en las peliculas que contenian solo fArmaco y las peliculas blanco. Sin
embargo el porcentaje de elongacion fue mayor en las peliculas blanco y menor para las peliculas

con el complejo. Los tres tipos de pelicula tenian un area superficial de 9 cm?2.

En la tabla 11 se reportan los resultados de masa y espesor de los insertos ya cortados a partir
de su respectiva pelicula. Como se observa, la masa de los insertos también aumenta conforme
aumenta su espesor siendo mayor para el caso de los insertos cargados con el complejo de

inclusion y menor para el caso de los insertos obtenidos a partir de las peliculas blanco.
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Los resultados de valoracién y uniformidad de contenido se muestran en la tabla 12,
obteniéndose valores que estan en un rango que va del 90 al 110%, indicando que se mantienen

dentro de las especificaciones que se sefialan tanto en la FEUM como en la USP.

6.8 Liberaciones del Ofloxacino en los insertos oculares

La liberacién de los activos a partir de sistemas poliméricos se da por medio del fenémeno de
difusidn, asi como a causa de las restricciones de transferencia de masa en la interface polimero-
liquido (Peppas y Franson, 1983). El coeficiente de difusién del fairmaco a través del polimero
depende de las caracteristicas estructurales y morfologicas del mismo asi como de la
concentracion del activo. El paso del farmaco al medio de disoluciéon desde una matriz polimérica
implica un proceso de absorcién de agua o fluido y un proceso simultdneo de disolucién del
farmaco controlado por el proceso de hinchamiento que presenta el polimero (Hopfenberg et al.,

1981).

La entrada de disolvente en un polimero que se encuentra en estado vitreo induce un aumento
en la movilidad macromolecular lo que implica un abatimiento en la temperatura de transicion
vitrea. Si el medio de disolucién es poco compatible con el polimero, el descenso en la
temperatura de transicion vitrea no sera suficiente para que éste alcance su estado elastomérico
y por lo tanto, cuando el sistema alcance el equilibrio termodindmico, la liberacion del activo se
vera disminuida al grado de no ejercer el efecto terapéutico deseado. Por otro lado, si el medio
de disolucidon es compatible, se alcanzara el estado elastomérico y el farmaco difundira sin

dificultades desde la matriz hacia el medio externo (Korsmeyer y Peppas, 1984).
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Figura 17. Representacién esquematica del hinchamiento dinAmico de un polimero en estado vitreo.
A. Polimero en estado vitreo conteniendo el farmaco. B. Polimero en hinchamiento continuo con fairmaco

difundiendo hacia el exterior. C. Medio de disoluciéon. (modificado de maaz.ihmc.us)

En la figura 17 se observa que el comportamiento del hinchamiento se caracteriza por la
presencia de dos frentes; la interface de hinchamiento que es la que separa el polimero en estado
vitreo y el polimero en estado elastomérico y la interface polimérica que es la que separa el
polimero hinchado del medio de disolucion y que se mueve hacia el exterior (Peppas y Franson,
1983). Generalmente, el proceso de difusion desde sistemas elastoméricos en equilibrio de

hinchamiento sigue la ley de Fick (Figura 18), es decir, es de tipo Fickiano.

dc
dx

J =

Figura 18. Expresion de la ecuacidn de la primera ley de Fick.

Donde | es el flujo difusivo, D es el coeficiente de difusion, dC es la diferencial de la concentracion

y dx es la diferencial de la longitud.

Por otro lado, en sistemas donde no se ha alcanzado el equilibrio, la difusiéon puede ser de tipo
No Fickiana. En este caso, la difusién se atribuye a la existencia de fendmenos de relajacion
lentos de la matriz polimérica inducidos por el proceso de hinchamiento. Estos procesos de
relajacion se relacionan con los tiempos que necesitan las cadenas poliméricas para responder a
la presion osmoética de hinchamiento y ordenarse para permitir el paso de las moléculas del

medio hacia el interior de la matriz (Peppas y Franson, 1983). Tomando en cuenta lo anterior, el
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hecho de que el proceso de difusién siga un comportamiento del tipo Fickiano o no, depende del

grado de relajacidn de las cadenas poliméricas en el proceso de hinchamiento.

Una vez realizadas las pruebas de liberacién se encontré que el fArmaco difundié hacia el medio
de disolucion de una manera muy rapida, ya que practicamente a los 15 minutos ya se habia
liberado la totalidad del activo lo que dificulta la caracterizacidon de un perfil completo evaluado
en un tiempo mayor. Esto se observo tanto en los insertos que contenian solo farmaco como en
los insertos que contenian al farmaco en forma de complejo de inclusion. Por lo tanto, no fue
posible retrasar la liberacion del ofloxacino en los insertos oculares. El hecho de que el activo
haya difundido tan rapido hacia el exterior implica que la relajacién de las cadenas poliméricas
se presenta en un alto grado y que por lo tanto, las moléculas del medio de disolucién ingresan al
sistema en una cantidad tal que logran tal efecto en la velocidad de difusién, considerando
también que el Eudragit® RL 30D es un tipo de polimero muy permeable por la proporcién de
los grupos amonio cuaternario que presenta su estructura. Este comportamiento puede
atribuirse también a que el proceso de curado de las peliculas no haya sido el adecuado y que no
se hubiera logrado el entrecruzamiento ideal para poder presentar el perfil de liberacién

deseado. (Hudovornik y Vrecer, 2015).

En cierto grado, era de esperarse que en el caso de los insertos que contenian fAirmaco libre, el
proceso de difusion se diera de una manera rapida pero en el caso de los insertos que contenian
los complejos de inclusion, se esperaba que se retrasara la liberacidn ya que se ha reportado que
en el proceso de complejacion de activos con ciclodextrinas se han obtenido perfiles de
liberacion controlada (Lavoine et al., 2014). Es por lo anterior que se decidi6 utilizar el
Eudragit® RL 30D pensando en el hecho de que con incorporar el activo en forma de complejos
de inclusion se obtendria un perfil de liberacién modificada y que esta se extendiera por al
menos 6 horas de liberacion, presentando ventajas en cuanto a la administracion del farmaco

mediante un sistema de liberacion tradicional como lo es en solucién oftalmica.

Este trabajo sienta las bases para continuar con el desarrollo de esta linea de investigacion y

conseguir el objetivo de contar con un sistema oftalmico de liberacion prolongada.
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7. Conclusiones

e Se prepararon complejos de inclusion ofloxacino-ciclodextrina por los métodos de amasado y
co-precipitacion, evidenciando su formacion mediante las técnicas de analisis descritas,

observando diferencias relacionadas al tipo de ciclodextrina y al método empleado.

e La formacion de los complejos de inclusion ofloxacino-ciclodextrina ocurre en una

proporcién estequiométrica 1:1

e Los complejos con (- Ciclodextrina resultaron tener una constante de formacién mayor en

comparacién con los complejos con HP--CD lo que indica una mayor estabilidad.

e Existen diferencias significativas en cuanto al porcentaje de farmaco incluido en los
complejos obtenidos por los diferentes métodos y diferentes ciclodextrinas; el complejo
obtenido por Co-precipitacion y utilizando 3-CD resulté ser mas eficiente en cuanto a la

cantidad de farmaco incluido.

e Fue posible aumentar la solubilidad acuosa del ofloxacino por medio del uso de
ciclodextrinas, lo que evita la adicién de algun tipo de acido o disolvente organico durante el

proceso de preparacion de las peliculas.

e Las peliculas poliméricas preparadas con el complejo de inclusiéon formado por el método de
amasado usando HP-B-CD presentaron propiedades mecanicas mas adecuadas en relacién a
las otras peliculas preparadas y por lo tanto, se consideran mas aptas para ser utilizadas en la

obtencidn de los insertos oculares.
e Al realizar las pruebas de liberacidn del farmaco contenido en los insertos en forma libre y

como complejo, no se observa una diferencia significativa. En ambos casos, el ofloxacino es

liberado en los primeros minutos.
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e Es recomendable trabajar en la modificaciéon de la pelicula, de modo que se consiga la

liberacién sostenida del ofloxacino.

8. Perspectivas

e Utilizar un polimero menos permeable y menos hidrofilico como Eudragit® RS 30D en la
fabricacion de las peliculas con el objetivo de retardar la liberacién y evaluarla tanto en las
peliculas que contienen al activo en su forma libre como en las peliculas que lo contienen en

forma de complejo de inclusion.
e Utilizar mezclas de ambos tipos de polimero, tanto Eudragit® RL 30D (mas permeable) como
Eudragit® RS 30D (menos permeable) en la fabricacién de las peliculas y evaluar la

liberacién.

e Fabricar peliculas poliméricas en una especie de sistema multicapa alternando los dos tipos

de polimero (Eudragit® RL 30 D y RS 30D) y evaluar la liberacion.
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10. Anexos

10.1 Anexol Curvas de calibracion

10.1.1. Curva de calibracién Ofloxacino en agua.

Sistema Co (ng/ml) Abs Abs/Co CO(E;;T:Sda Residuo  Error Rel.
1 1,648 0,1207 0,073 1,650 0,002 0,116
1 1,648 0,1161 0,070 1,586 -0,062 -3,785
1 1,648 0,1149 0,070 1,569 -0,079 -4,802
2 3,296 0,2413 0,073 3,335 0,039 1,192
2 3,296 0,2414 0,073 3,337 0,041 1,234
2 3,296 0,2428 0,074 3,356 0,060 1,828
3 4,944 0,3614 0,073 5,014 0,070 1,409
3 4,944 0,3592 0,073 4,983 0,039 0,787
3 4,944 0,3612 0,073 5,011 0,067 1,352
4 6,592 0,4737 0,072 6,583 -0,009 -0,136
4 6,592 0,4684 0,071 6,509 -0,083 -1,260
4 6,592 0,4718 0,072 6,556 -0,036 -0,539
4 6,592 0,4705 0,071 6,538 -0,054 -0,814
4 6,592 0,4768 0,072 6,626 0,034 0,521
4 6,592 0,4748 0,072 6,598 0,006 0,097
5 8,24 0,595 0,072 8,278 0,038 0,463
5 8,24 0,5946 0,072 8,273 0,033 0,396
5 8,24 0,5784 0,070 8,046 -0,194 -2,352
6 9,888 0,7118 0,072 9,910 0,022 0,227
6 9,888 0,7008 0,071 9,757 -0,131 -1,328
6 9,888 0,7253 0,073 10,099 0,211 2,135
7 11,536 0,8269 0,072 11,519 -0,017 -0,148
7 11,536 0,8289 0,072 11,547 0,011 0,094
7 11,536 0,8275 0,072 11,527 -0,009 -0,075

Media 0,072
S 0,001
cv 1,472 %
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Curva de calibracién Ofloxacino/Agua
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
@ 0,5 -
<04 - y =0,0716x + 0,0026
’
2
03 - R*=0,9994
0,2 -
0,1 -
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Co (ng/ml)
Presicion y Exactitud
Estadisticas de la regresion Co (ng/ml) Abs . .. . e oo
g Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion
Coeficiente de correlacion multiple 0,999686678 6,592 0,4737 (LC) con base en la seiial de ruido
Coeficiente de determinacién R"2  0,999373454 6,592 0,4684 LD 0,049 pg/mL
R”2 ajustado 0,999344975 6,592 04718 LC 0,165 pug/mL
6,592 0,4705
Error tipico 0,005769673
6,592 0,4768
Observaciones 24 6,592 04748
Media 0,4727
S 0,0030
Cv 0,6442 %
Analisis de varianza
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 1,168153258 1,168153258 35091,1391 9,8266E-37
Residuos 22 0,000732361 3,32891E-05
Total 23 1,168885618
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcién  0,002636905 0,002779898 0,948561738 0,3531478  -0,003128251  0,00840206
Co (pg/ml) 0,071557154 0,000381992 187,3262904 9,8266E-37 0,070764951 0,072349357

Para evaluar la linealidad del sistema, se realizé el analisis de regresion lineal asi como el analisis de varianza. Como
se observa, el coeficiente de determinacién (r2) es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la pendiente no
contiene al cero, por lo tanto, existe una relacion lineal entre la concentracién del analito y su respuesta analitica con
un 95 % de confianza. En la presicién y exactitud, el coeficiente de variacion para la respuesta analitica es menor a
1.5 %. También se incluyen los valores de los limites de deteccidn y cuantificacion.
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10.1.1.1.  Analisis del poder predictivo
Co Estimada
Co ml
(g/mD  (ug/mi) Co est = f(Co real)
1,648 1,6499
14 -
1,648 1,5856
12 -
1,648 1,5689 —
= 10 -
3,296 3,3353 <
3 8-
3,296 3,3367 =
2 6 - y =x+5E-15
3,296 3,3562 g . R2 = 0[9994
4,944 5,0137 o i
4,944 4,9829 2 1
4,944 5,0109 0 ! ! ! ! ! ! !
0 2 4 6 8 10 12 14
6,592 6,5830
Co real (pg/ml)
6,592 6,5090
6,592 6,5565
6,592 6,5383
6,592 6,6264
6,592 6,5984 Estadisticas de la regresion
8,24 8,2782 Coeficiente de correlacion multiple 0,999686678
8,24 8,2726 Coeficiente de determinacion R*2  0,999373454
8,24 8,0462 R”2 ajustado 0,999344975
9,888 9,9104 Error tipico 0,080630271
9,888 9,7567 Observaciones 24
9,888 10,0991
11,536 11,5189
11,536 11,5469
11,536 11,5273

Analisis de varianza

Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 228,135936 228,135936 35091,13906 9,8266E-37
Residuos 22 0,143027292 0,006501241
Total 23 228,2789633
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcién -1,77636E-15 0,038848636 -4,57251E-14 1 -0,080567141  0,080567141
Co (ng/ml) 1 0,005338279 187,3262904 9,8266E-37 0,988929087 1,011070913
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10.1.2

Curva de calibracion Ofloxacino en metanol

Sistema Co (ng/mL) Abs Abs/Co CoEstimada Residuo Error Rel.
(ng/mL)
1 1,632 0,1625 0,100 1,647 0,015 0,940
1 1,632 0,1508 0,092 1,531 -0,101 -6,200
1 1,632 0,1599 0,098 1,621 -0,011 -0,647
2 3,264 0,3258 0,100 3,274 0,010 0,296
2 3,264 0,3303 0,101 3,318 0,054 1,669
2 3,264 0,3243 0,099 3,259 -0,005 -0,161
3 4,896 0,5 0,102 5,009 0,113 2,299
3 4,896 0,4887 0,100 4,896 0,000 0,000
3 4,896 0,4862 0,099 4,871 -0,025 -0,508
4 6,528 0,6585 0,101 6,587 0,059 0,905
4 6,528 0,6542 0,100 6,544 0,016 0,249
4 6,528 0,646 0,099 6,463 -0,065 -1,002
4 6,528 0,6482 0,099 6,485 -0,043 -0,666
4 6,528 0,6468 0,099 6,471 -0,057 -0,880
4 6,528 0,6521 0,100 6,523 -0,005 -0,071
5 8,160 0,8239 0,101 8,234 0,074 0,911
5 8,160 0,8224 0,101 8,219 0,059 0,728
5 8,160 0,8187 0,100 8,183 0,023 0,276
6 9,792 0,978 0,100 9,769 -0,023 -0,234
6 9,792 0,9761 0,100 9,750 -0,042 -0,428
6 9,792 0,9775 0,100 9,764 -0,028 -0,285
7 11,424 1,1390 0,100 11,372 -0,052 -0,451
7 11,424 1,1438 0,100 11,420 -0,004 -0,033
7 11,424 1,1479 0,100 11,461 0,037 0,325
Media 0,100
S 0,002
cv 1,768 %
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Curva de calibracién Ofloxacino/metanol
1,4 -
1,2 -
1 .
w 0,8 -
<06 - y = 0,1004x - 0,0029
R2=0,9997
0,4 -
0,2 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Co (ug/mlL)
Presicion y Exactitud
Estadisticas de la regresién Co (ng/mL) Abs o . o . L
Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificaciéon
Coeficiente de correlacion miltiple 0,99987291 6,528 0,6585 (LC) con base en la seiial de ruido
Coeficiente de determinacion R°2  0,999745836 6,528 0,6542 LD 0,247 pg/mL
6,528 0,646
R"2 ajustado 0,999734283 LC 0,824 ug/mL
6,528 0,6482 d
Error tipico 0,005105491
6,528 0,6468
Observaciones 24 6,528 0,6521
Media 0,6510
S 0,0049
Cv 0,7468 %
Andlisis de varianza
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 2,25565744 2,25565744 86536,25677 4,80952E-41
Residuos 22 0,000573453 2,6066E-05
Total 23 2,256230893
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -0,002909524 0,002459887 -1,182787518 0,249518692 -0,008011018 0,00219197
Co (ng/mL) 0,100409956 0,000341333 294,1704553 4,80952E-41 0,099702075 0,101117836

Para evaluar la linealidad del sistema, se realiz6 el analisis de regresion lineal asi como el analisis de varianza. Como
se observa, el coeficiente de determinacion (r2) es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la pendiente no
contiene al cero, por lo tanto, existe una relacion lineal entre la concentracion del analito y su respuesta analitica con
un 95 % de confianza. En la presicion y exactitud, el coeficiente de variacion para la respuesta analitica es menor a
1.5 %. También se incluyen los valores de los limites de deteccién y cuantificacion.
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10.1.2.1. Analisis del poder predictivo
Co Estimada
Co(ng/ml) " (,o/mL) Co Est=f(Co Real)
1,632 1,647 14 -
1,632 1,531 12
1,632 1,621
10 -
3,264 3,274
7] 8 -
o
3,264 3,318 = 6
3,264 3,259
4 -
4,896 5,009
2 -
4,896 4,896
0 T T T T 1
4,896 4,871
0 4 6 8 10 12
6,528 6,587
Co (ug/mL)
6,528 6,544
6,528 6,463
6,528 6,485
6,528 6,471
6.528 6523 Estadisticas de la regresion
8,160 8,234 Coeficiente de correlacion multiple 0,99987291
8160 8219 Coeficiente de determinacion R*2  0,999745836
8160 8183 R”2 ajustado 0,999734283
9792 9769 Error tipico 0,050846463
9792 9.750 Observaciones 24
9,792 9,764
11,424 11,372
11,424 11,420
11,424 11,461
Analisis de varianza
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 223,727616 223,727616 86536,25677 4,80952E-41
Residuos 22 0,056877981 0,002585363
Total 23 223,784494
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 0 0,024498439 0 1 -0,050806652 0,050806652
Co (ng/mL) 1 0,00339939 294,1704553 4,80952E-41 0,992950097 1,007049903
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10.1.3 Curva de calibracion en Fluido Lacrimal Simulado

Co Estimada

Sistema Co (ng/ml) Abs Abs/Co (ug/mL) Residuo  Errorrel.
1 1,648 0,1314 0,080 1,597 -0,051 -3,082
1 1,648 0,1348 0,082 1,639 -0,009 -0,535
1 1,648 0,1347 0,082 1,638 -0,010 -0,610
2 3,296 0,27 0,082 3,308 0,012 0,378
2 3,296 0,2672 0,081 3,274 -0,022 -0,671
2 3,296 0,2692 0,082 3,299 0,003 0,078
3 4,944 0,3995 0,081 4,907 -0,037 -0,741
3 4,944 0,3992 0,081 4,904 -0,040 -0,816
3 4,944 0,4059 0,082 4,986 0,042 0,857
4 6,592 0,5407 0,082 6,651 0,059 0,890
4 6,592 0,5351 0,081 6,582 -0,010 -0,158
4 6,592 0,5396 0,082 6,637 0,045 0,684
4 6,592 0,5399 0,082 6,641 0,049 0,741
4 6,592 0,5378 0,082 6,615 0,023 0,347
4 6,592 0,5396 0,082 6,637 0,045 0,684
5 8,24 0,6782 0,082 8,348 0,108 1,315
5 8,24 0,6664 0,081 8,203 -0,037 -0,453
5 8,24 0,6677 0,081 8,219 -0,021 -0,258
6 9,888 0,8009 0,081 9,863 -0,025 -0,250
6 9,888 0,8001 0,081 9,853 -0,035 -0,350
6 9,888 0,7965 0,081 9,809 -0,079 -0,799
7 11,536 0,9391 0,081 11,570 0,034 0,291
7 11,536 0,9345 0,081 11,513 -0,023 -0,201
7 11,536 0,9347 0,081 11,515 -0,021 -0,180

Media 0,081
S 0,001
cv 0,746 %

75



Curva de calibracion Of/STF
1 -
0,8 -
0,6 -
7]
-g: y =0,081x + 0,002
0,4 - R?=0,9998
0,2 -
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Co (ug/ml)
Presicion y Exactitud
P .z Co (ng/mL) Abs
Estadisticas de la regresion Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificaciéon
Coeficiente de correlacién miltiple  0,999906988 6,592 0,5407 (LC) con base en la seiial de ruido
Coeficiente de determinacién R*2  0,999813984 6,592 0.5351 LD 0,066 ig/mL
6,592 0,5396
R”2 ajustado 0,999805528 LC 0,330 pg/mL
6,592 0,5399
Error tipico 0,003557557
6,592 0,5378
Observaciones 24 6,592 0,5396
Media 0,5388
S 0,0020
Cv 0,3785 %
Andlisis de varianza
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 1,496561743 1,496561743 118247,233 1,552E-42
Residuos 22 0,000278437 1,26562E-05
Total 23 1,49684018
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 0,00203631 0,001714074 1,187994154 0,24750338 -0,001518462 0,005591081
Co (pg/ml) 0,080993556 0,000235535 343,8709539 1,552E-42 0,080505087 0,081482026

Para evaluar la linealidad del sistema, se realiz6 el analisis de regresion lineal asi como el analisis de varianza. Como
se observa, el coeficiente de determinacion (r2) es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la pendiente no
contiene al cero, por lo tanto, existe una relacion lineal entre la concentracién del analito y su respuesta analitica con
un 95 % de confianza. En la presicidn y exactitud, el coeficiente de variacion para la respuesta analitica es menor a
1.5 %. También se incluyen los valores de los limites de deteccién y cuantificacion.
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10.1.3.1. Analisis del poder predictivo
Co (ng/ml) Co Estimada
e (ug/mL) Co est. = f(Co real)
1,648 1,597
14
1,648 1,639
12 -
1,648 1,638
= 10 -
3,296 3,308 £
% 8 -
3,296 3,274 =2 y=X
= 6
3,296 3,299 3 R?=0,9998
O 4
4,944 4,907
4,944 4,904 2 1
4,944 4,986 0 ' ' ' ' ' '
0 4 6 8 10 12 14
6,592 6,651 c ( / I)
o (ug/m
6,592 6,582 &
6,592 6,637
6,592 6,641
6,592 6,615 ) )
Estadisticas de la regresion
6,592 6,637
Coeficiente de correlacion miltiple  0,999906988
8,24 8,348
Coeficiente de determinacion R*2  0,999813984
8,24 8,203
R”2 ajustado 0,999805528
8,24 8,219
Error tipico 0,043923947
9,888 9,863
Observaciones 24
9,888 9,853
9,888 9,809
11,536 11,570
11,536 11,513
11,536 11,515
Analisis de varianza
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 228,135936 228,135936 118247,2329 1,552E-42
Residuos 22 0,042444888 0,001929313
Total 23 228,1783809
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 0 0,021163087 0 1 -0,043889556 0,043889556
Co (png/ml) 1 0,002908068 343,8709539 1,552E-42 0,993969037 1,006030963
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10.2 Anexo 2. Pruebas F y t para cantidad de farmaco en los complejos

10.2.1. Comparativa entre ciclodextrinas, método de amasado

Intervalos de confianza. Prueba F
png/mL HP-B-CD B-CD
HP-B-CD B-CD Media 8,318435754 8,59683426

8,2989 8,6075 Varianza 0,014050357 0,00297731
8,4455 8,5377 Observaciones 3 3
8,2109 8,6453 Grados de libertad 2 2

Media 8,3184 8,5968 F 4,719152653

S 0,1185 0,0546 P(F<=f) una cola 0,174851077

n 3 3 Valor critico para F (una cola) 19

raiz n 1,7321 1,7321

S/raizn 0,0684 0,0315

tgl=2, a = 0.05/2 4,3027 4,3027

[tgl=2, a = 0.05/2]*S/raiz n 0,2945 0,1355

Limite inf de l1a media 8,0240 8,4613

Limite sup de la media 8,6129 8,7324

Prueba t suponiendo varianzas iguales

B-CD HP-3-CD
Media 8,596834264 8,31843575
Varianza 0,002977305 0,01405036
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0,008513831
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 3,695302687
P(T<=t) una cola 0,010460646
Valor critico de t (una cola) 2,131846786
P(T<=t) dos colas 0,020921293
Valor critico de t (dos colas) 2,776445105

Para la prueba F, la F calculada es menor que la F critica, por lo tanto, las varianzas son iguales.

Para la prueba t, el valor calculado es mayor que la t critica para dos colas, por lo tanto, existe diferencia significativa
entre la cantidad de farmaco que forma los complejos de inclusién utilizando diferentes ciclodextrinas con el
método de amasado con un 95 % de confianza. El P-valor es de 0,021.

78



10.2.2. Comparativa entre ciclodextrinas, método de co-precipitacion

Intervalos de confianza. Prueba F
ng/mL -CD HP-B-CD
HP--CD B-CD Media 9,46461825 6,64478585

6,5587 9,5587 Varianza 0,008388341 0,00683174
6,7235 9,3757 Observaciones 3 3
6,6522 9,4595 Grados de libertad 2 2

Media 6,6 9,5 F 1,227848101

S 0,0827 0,0916 P(F<=f) una cola 0,448863636

n 3 3 Valor critico para F (una cola) 19

raiz n 1,7321 1,7321

S/raizn 0,0477 0,0529

tgl=2, a = 0.05/2 4,3027 4,3027

[tgl=2, a = 0.05/2]*S/raiz n 0,2053 0,2275

Limite inf de l1a media 6,44 9,24

Limite sup de la media 6,85 9,69

Prueba t suponiendo varianzas iguales

HP-B-CD B-CD
Media 6,644785847 9,46461825
Varianza 0,006831742 0,00838834
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0,007610041
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -39,5890809
P(T<=t) una cola 1,21611E-06
Valor critico de t (una cola) 2,131846786
P(T<=t) dos colas 2,43223E-06
Valor critico de t (dos colas) 2,776445105

Para la prueba F, la F calculada es menor que la F critica, por lo tanto, las varianzas son iguales.

Para la prueba t, el valor calculado es menor que la t critica para dos colas, por lo tanto, existe diferencia significativa
entre la cantidad de farmaco que forma los complejos de inclusién utilizando diferentes ciclodextrinas con el
método de co-precipitaciéon con un 95 % de confianza. El P-valor es de 2.4 E-06.
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10.2.3. Comparativa entre métodos, HP-3-CD

Intervalos de confianza.

Prueba F
pg/mL
o Amasado Co-precipitacion
amasado precipitacion Media 8,318435754 6,644785847
8,2989 6,5587 Varianza 0,014050357 0,006831742
8,4455 6,7235 Observaciones 3 3
8,2109 6,6522 Grados de libertad 2 2
Media 8,32 6,64 F 2,056628914
S 01185 0,0827 P(F<=f) una cola 0,327157803
" 3 3 Valor critico para F (una cola) 19
raiz n 1,7321 1,7321
S/raizn 0,0684 0,0477
tgl=2, a = 0.05/2 4,3027 4,3027
[tgl=2, a = 0.05/2]*S/raiz n 0,2945 0,2053
Limite inf de la media 8,02 6,44
Limite sup de la media 8,61 6,85
Prueba t suponiendo varianzas iguales
Amasado Co-precipitacion
Media 8,318435754 6,644785847
Varianza 0,014050357 0,006831742
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0,010441049
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 20,06033448
P(T<=t) una cola 1,82225E-05

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

2,131846786
3,6445E-05
2,776445105

Para la prueba F, la F calculada es menor que la F critica, por lo tanto, las varianzas son iguales.
Para la prueba t, el valor calculado es mayor que la t critica para dos colas, por lo tanto, existe diferencia significativa
entre la cantidad de farmaco que forma los complejos de inclusién utilizando diferentes métodos con HP-B-CD con
un 95 % de confianza. El P-valor es de 3,6 E-05.
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10.2.4. Comparativa entre métodos, 3-CD

Intervalos de confianza.

ug/mL
Co-
amasado precipitacion

8,6075 9,5587

8,5377 9,3757

8,6453 9,4595
Media 8,60 9,46
S 0,0546 0,0916
n 3 3
raiz n 1,7321 1,7321
S/raizn 0,0315 0,0529
tgl=2, a = 0.05/2 4,3027 4,3027
[tgl=2, a = 0.05/2]*S/raiz n 0,1355 0,2275
Limite inf de la media 8,46 9,24
Limite sup de la media 8,73 9,69

Prueba t suponiendo varianzas iguales

Prueba F

Co-precipitacion  Amasado
Media 9,46461825 8,596834264
Varianza 0,008388341 0,002977305
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 2,817427386

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

0,261956522
19

Co-precipitacion

Amasado

Media
Varianza
Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias

Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

9,46461825
0,008388341
3
0,005682823
0

4
14,09857419
7,34502E-05
2,131846786
0,0001469
2,776445105

8,596834264
0,002977305
3

Para la prueba F, 1a F calculada es menor que la F critica, por lo tanto, las varianzas son iguales.
Para la prueba t, el valor calculado es mayor que la t critica para dos colas, por lo tanto, existe diferencia significativa
entre la cantidad de farmaco que forma los complejos de inclusién utilizando diferentes métodos con -CD con un
95 9% de confianza. El P-valor es de 1,4 E-04.
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