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RESUMEN

Se disefiaron formulaciones de clorhidrato de tramadol al 5% en un sistema matricial a base
de poloxamero 407 (Pluronic F127) a diferentes concentraciones (siendo del 10%, 14%, 17%
y 20% respectivamente) con el fin de obtener prototipos de liberaciéon prolongada, que se
mediran a traves de estudios in vitro para estudiar el efecto que tiene el polimero en adicion

con el farmaco.

Se ha reportado en estudios previos que el tiempo en que permanecen las concentraciones
terapéuticas en sangre del clorhidrato de tramadol con las formulaciones comerciales

disponibles de liberacion inmediata o convencional en perros tiene un intervalo de 0.5-1.7 h.

El objetivo de este trabajo es el de conocer la liberacion de las formulaciones disefiadas
primeramente en un sistema in vitro con el propdsito de obtener una nueva presentacion
farmacéutica para su posterior evaluacion en perros, con la finalidad de que con una sola
administracion se obtengan concentraciones plasmaticas terapéuticas por tiempo prolongado,

superando el intervalo de 0.5-1.7 h que alcanza la formulacién comercial.

Por medio de un estudio in vitro de liberacidn a través de espectrofotometria con luz
ultravioleta la longitud de onda de 273.15 nm, se evalud el porcentaje de liberacion del
clorhidrato de tramadol en cada una de las formulaciones establecidas, los resultados se
compararon con la formulacion de tramadol sin adicion del poloxamero 407, la obtencidn de
las muestras se realizd de las 0.25 h hasta las 72 h, para el analisis de liberacion se compararon
los resultados obtenidos del uso de un dispositivo Float-A-Lizer con membrana de dialisis de

50 kDa y con los obtenidos sin el uso de membranas de diélisis

Con base en los resultados obtenidos con el uso de una membrana de 50 kDa- se observo que
el poloxamero a la concentracién del 10% se liberd un 98%, a la concentracion del 14% se
liberdé un 50%, a la concentracion del 17% se libero un 23% y para el poloxamero al 20% se
liber6 un 16% a las 72 h.

Considerando todas las formulaciones a diferencia de la liberacion con el tramadol sin
adicion del poloxamero y de la formulacion comercial donde se libero cerca del 100% a las
24 h, se comprobd que la liberacidn es mas tardada en las formulaciones que se disefiaron

en este estudio.
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Al comparar el presente estudio con las pruebas in vitro de liberacion sin utilizacion de las
membranas de dialisis, se observo que las concentraciones de poloxamero al 10% y 14%, se
liber6 90-100% del clorhidrato de tramadol en adicion con el poloxamero 407 a las 36 h,
igual que, en las concentraciones de poloxamero al 17% y 20%, al comparar dichas
formulaciones con la del producto comercial y a la formulacién sin adicion del poloxamero

donde se liber6 casi el 100% del clorhidrato de tramadol a las 2 h.

Los resultados muestran que el tamafio de poro de la membrana 50 kDa del dispositivo Float-
A-Lizer permitié el libre paso del clorhidrato de tramadol, por lo que es recomendable el uso

de este tamafio de poro en estudios posteriores.

Adicionalmente se hicieron estudios de reologia para estimar a que temperatura la

formulacién sol-gel se gelificaba dependiendo la concentracién del poloxamero.

Finalmente se realiz6 un estudio para conocer el comportamiento cinético del farmaco a

través de modelos matematicos de correlacion in vivo-in vitro.
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ABSTRACT

Tramadol is an analgesic that can achieve therapeutic plasma concentrations in a time interval
from 0.5 to 1.7 hours, so it is necessary to re-dose four times a day, which reduces the dosage

compliance and treatment effectiveness.

Several formulations of tramadol hydrochloride at 5% were designed in a matrix system
based on poloxamer 407 at different concentrations (10%, 14%, 17%, and 20%), named:

TP10, TP14, TP17, and TP20, respectively, to achieve a modified-release formulation.

In vitro release studies were carried out using a visible light spectrophotometer at a
wavelength of 273.15 nm. We compared a tramadol formulation without polymer
supplements (TF) and the commercial formulation (CF). In addition, we determined the
samples' rheological properties of formulations in a lapse of time from 0.25 to 72 hours, and

we compared the use or absence of dialysis membrane-50 kDa.

The formulations TP10, TP14, TP17, and TP20 released 98%, 50%, 23%, and 16% each at
72 hours, while formulations TF and TF CF released almost 100% at 24 hours. On the other
hand, without using dialysis membranes, the formulations TP10 and TP14 released around
90-100% at 36 hours, while TP17 and TP20 achieved it in 48 hours, and the TF and CF

formulations released almost 100% at 2 hours.

In this work, modified-release formulations were obtained, which can prolong and retain the
release of tramadol hydrochloride compared to the commercial product, reducing the daily
dose frequency and complying with the analgesic treatment in patients with pain for a longer

time.

About rheological studies results show gels with a 17% and 20% poloxamer concentration at
a temperature of 38°C and 45°C is a non-newtonian fluid, indicating that the viscosity

decreases when the deformation occurs velocity of temperature increases.

KEYWORDS: Tramadol, poloxamer 407, release, rheology, spectrophotometer, membrane,

concentrations.
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1. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

El médico veterinario especialista en perros y gatos tiene como misién corregir el origen de
la enfermedad, asi como de preservar la calidad de vida del paciente, controlando el dolor

que estos lleguen a presentar.

Existen enfermedades que presentan una signologia con dolor leve, moderado o severo,
principalmente en pacientes con alteraciones gastrointestinales, del sistema urinario,
neuroldgicos o enfermedades cronico-degenerativas como el cancer, enfermedades de
articulaciones o enfermedad del disco intervertebral y es comdn que se presenten pacientes
con esta signologia clinica (Papich et al., 2004, Sumano et al., 2015y Gustavsson et al.,
2012).

El dolor neuropatico requiere una amplia variedad de distintas clases de medicamentos y
procedimientos y no puede ser manejado con una monoterapia. Antes y durante cualquier
cirugia, distintas drogas analgésicas y procedimientos pueden ser utilizadas para reducir la
excitacion del impulso doloroso aferente. Algunas de estas drogas deben continuar su
administracion durante el postoperatorio para evitar la sensibilizacion central y periférica.
Existen diversos grupos de analgésicos que se utilizan en pequefias especies, tales como son:
AINEs: Hay evidencia que sustenta la causa inflamatoria que conlleva a los cambios
patofisiologicos sobre el sistema nervioso central y periférico; y el posterior dolor
neuropatico y el aumento del dolor mediado por los prostanoides espinales.

Opiéaceos:

Desde hace mucho tiempo se sabe que la morfina, prototipo de agonista de opioides, alivia
el dolor intenso con eficacia notoria. La adormidera (amapola) es la fuente del opio crudo.
El opio, fuente de la morfina, se obtiene de la adormidera Papaver somniferumy de P. album.
El opio contiene muchos alcaloides, de los cuales el principal es la morfina, presente en una
concentracion de casi 10%. La morfina es un agonista completo del receptor de opioides, el
principal receptor de los opioides analgesicos

Otros subtipos de receptores de opioides incluyen los 8 vy «.

Algunos opioides, por ejemplo, la nalbufina, pueden producir un efecto agonista (0 agonista

parcial) en un subtipo de receptores de opioides y un antagonista en otro.
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La nalbufina es un agonista fuerte de receptores k y un antagonista de receptores u que se
administra por via parenteral. A dosis més altas parece haber un efecto maximo, no observado
con la morfina, de depresion respiratoria; por desgracia, cuando ésta ocurre puede ser
relativamente resistente.

La buprenorfina es un potente derivado del fenantreno de accion prolongada, agonista parcial
del receptor u y antagonista del receptor k. Se prefiere su administracion por via sublingual
para evitar un efecto significativo de primer paso. La prolongada duracién de accion

se debe a su lenta disociacion de los receptores u. El tramadol es un analgésico de accion
central cuyo mecanismo de accién se basa de manera predominante en el bloqueo de la
recaptacion de serotonina; también se ha observado que inhibe la funcién

del transportador de noradrenalina. EI tramadol es un analgésico de accion central cuyo
mecanismo de accion se basa de manera predominante en el bloqueo de la recaptacion

de serotonina; también se ha observado que inhibe la funcion del transportador de
noradrenalina. Como se antagoniza s6lo parcialmente por la naloxona, se cree que es apenas
un débil agonista de receptores p. La dosis recomendada es de 50 a 100 mg por via oral cada
6 h. La toxicidad incluye el vinculo con convulsiones.

Algunos estudios en animales indican que la administracion perioperatoria de gabapentina
en animales con dafio nervioso puede reducir el potencial desarrollo o la progresion del dolor
neuropatico. Han sido reportados los beneficios de la suplementacion por largo tiempo con
gabapentina luego de un trauma en 3 gatos; sin embargo, hasta la fecha no hay estudios
veterinarios prospectivos sobre los efectos a largo plazo de la gabapentina incluida en los
protocolos analgésicos multimodales (Papich et al., 2004, Sumano et al., 2015y
Gustavsson et al., 2012).

Se han publicado estudios de formulaciones de liberacién modificada para el clorhidrato de
tramadol donde se han utilizado diversidad de excipientes, por ejemplo, en una tesis se utilizo
clorhidrato de tramadol con chitosan al 0.5%, también se utilizo carbopol 934-P al 0.7% y
poloxamero 407 al 10%, siendo los resultados de esta tesis los siguientes: se alcanzaron
concentraciones plasmaticas superiores a 12 h en las primeras 2 formulaciones y de hasta 24
h con la formulacion que incluye poloxamero 407 (Riviere et al., 2017, Katzung et al.,
2013y Gaitan et al., 2010).
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Basado en estos resultados se decidié trabajar con el poloxamero 407, aumentando el
porcentaje de la formulacion con el fin de superar el tiempo del clorhidrato de tramadol en
posteriores muestras, donde se corrobore a través de estudios de caracterizacion, tales como
estudios de liberacion, de reologia y de correlacion in vitro-in vivo que las concentraciones
terapéuticas se mantienen en un tiempo superior al de los estudios previos referidos (Gaitan
etal., 2010).

1.1.1 MANEJO DEL DOLOR

La definicion oficial de dolor por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP) se refiere a una sensacion desagradable que se asocia a un dafio tisular, el cual
desencadena el efecto de inflamacion y manda sefiales al sistema nervioso central indicando
el grado de dafio hacia el tejido celular que este afectado por diversas causas provocando una
sensacion de malestar y de dolor, la cual es una experiencia individual Gnica en humanos y
animales (IASP, 2014). Es dificil apreciar como se sienten los animales, sin embargo, a traves
de la exploracién fisica, de la signologia y del comportamiento se puede conocer la causa
que genera dicha sensacién (Sumano et al.,, 2015, Kogel et al., 2014, Barter et al., 2011
y Mathews et al., 2014).

La manera de controlar el dolor es a través de la administracién de analgésicos, farmacos que
tienen el efecto de minimizar o eliminar de manera reversible la sensacion de dolor de los
pacientes (Kogel et al., 2014, Barter et al., 2011, Giral et al., 2014, Taylor et al., 2016.,
Wolfe et al., 2015, Black et al., 2010, Kilburn et al., Souzaetal., 2012y Baker et al.,
2011).

Existen diversos tipos de analgésicos que inhiben las prostaglandinas que generan el proceso
de inflamacion y asimismo el dolor, como es el caso de los antiinflamatorios no esteroidales
(AINES), o que acttan a nivel del sistema nervioso central, siendo estos los opioides, asi
como los esteroides, glucocorticoides derivados del cortisol, que inhiben la inflamacion y
dolor (Giral et al., 2014, Taylor et al., 2016., Wolfe et al., 2015, Black et al., 2010,
Kilburn et al., Souza et al., 2012 y Baker et al., 2011 y Katzung et al., 2013).

Dentro de los opioides, la buprenorfina y el tramadol se han utilizado recientemente debido

a la seguridad que genera para el manejo del dolor leve, moderado y severo con minimos
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efectos adversos, mejorando asi la calidad de vida del paciente (Plumb’s, 2008, Subedi et
al., 2018., Sumanoetal., 2005, Kogel etal., 2014y Barter etal., 2011).

Ademas del manejo del dolor, hay estudios recientes que recomiendan el uso del tramadol

para uso post-operatorio (Vadivelu et al., 2010).

Se ha reportado que uno de los efectos adversos de los opioides es la alteracion de la
respiracion de los pacientes, por lo que a través de afios de investigacion los quimicos y
farmacdlogos han disefiado y mejorado este tipo de analgésicos, logrando asi generar dos
opioides que tiene minimo o nulo efecto adverso respiratorio y aun asi logran minimizar el
dolor de manera efectiva, siendo entre ellos, el clorhidrato de tramadol y la buprenorfina
(Giral etal., 2014, Tayloretal., 2016., Wolfe etal., 2015, Black et al., Plumb’s, 2008,
Subedi et al., 2018., Sumano et al., 2005, Kogel et al., 2014 y Barter et al., 2011).

1.1.2 CLORHIDRATO DE TRAMADOL

Figura 1 Estructura molecular del clorhidrato de tramadol

El clorhidrato de tramadol [trans-(+-)-2-[(dimetilmino) metil]-1-(3-met-oxifenil),

ciclohexanol, clorhidrato (Fig.1)]

En cuanto a las caracteristicas del tramadol se caracteriza por ser un polvo blanco cristalino
amargo que tiene una solubilidad de 0.75 mg/mL, es soluble en agua y etanol, tiene un peso
molecular de 263.19 g/mol y una deteccidn ultravioleta en el espectrofotémetro de 272-279
nm. (Papich et al., 2004, Villarejo et al., 2000, Sumano et al., 2015y Vazzanaet al., 2015).

Papich y Kukanich (Papich et al., 2004) refieren concentraciones terapéuticas del clorhidrato
de tramadol de 0.5 — 1.7 h en el plasma de perros, siendo que a las 6 h se obtienen

concentraciones maximas subterapeuticas, por lo que es necesario volver a dosificar 3 0 4
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veces al dia para cubrir con el perfil terapéutico (Papich et al., 2004, Villarejo et al., 2000,
Plumb’s, 2008 y Subedi et al., 2018)

Por esta razdn, el planteamiento de esta tesis fue obtener una formulacion que mantuviera las
concentraciones plasmaticas terapéuticas del tramadol por mayor tiempo en comparacion con
las establecidas con una formulacion de liberacion convencional de presentacion comercial,
siendo este tiempo un intervalo de 2 h — 6 h (Papich et al., 2004), asi una vez que se use en
la clinica de pequefias especies, el manejo del dolor en los pacientes no persista y tengan una
favorable calidad de vida, el objetivo es evitar el dolor durante todo el proceso de la
enfermedad (Papich et al., 2004, Villarejo et al., 2000, Plumb’s, 2008, Subedi et al., 2018,
Sumano et al., 2005 y Kogel et al., 2014).

Los opioides son analgésicos potentes, tales como la morfina, el fentanilo, y el butorfanol,
por mencionar algunos, pero tienen algunos efectos adversos: constipacion, nausea, vomito
y alteraciones respiratorias (Papich et al., 2004, Villarejo et al., 2000, Plumb’s, 2008, Subedi
etal., 2018, Sumano et al., 2005y Kdogel et al., 2014). El tramadol es un opioide analgésico
sintético de accidn central y ha sido aprobado en algunos paises desde 1980y se ha convertido
en el opioide recetado por todo el mundo (Khosrojerdi et al., 2015).

La ventaja del tramadol es que sus efectos adversos son minimos o nulos en comparacion
con los demas opioides, principalmente hablando del dafio respiratorio, de esta manera se
justifica el uso del tramadol a largo plazo para casos clinicos en pequefias especies de hasta
14 dias (Riviere et al., 2017 y Katzung et al., 2013).

Respecto a la farmacodinamia del tramadol se comercializa como una mezcla racémica de
ambos estereoisdbmeros R y S, esto es porque los dos isbmeros complementan la actividad
analgeésica del otro. El tramadol se metaboliza al O-desmetiltramadol (M1), una sustancia
significativamente mas potente que la morfina que también inhibe la recaptacién de

serotonina y norepinefrina, (Lagard et al., 2016).

El tramadol es un débil agonista del receptor de opioides W; inhibe la recaptacion de
norepinefrinay serotonina, estos efectos en las vias catecolaminérgicas centrales contribuyen
significativamente a los efectos analgésicos del farmaco (Brayfield et al., 2014, Raffaetal.,
2012., Reiman et al., 1998, Stoelting et al., 1999 y Khosrojerdi et al., 2015).
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El tramadol también exhibe actividad monoaminérgica, producida por la inhibicion de la
recaptacion de norepinefrina y serotonina en uniones sinapticas. El tramadol es ampliamente
metabolizado en el higado por las vias hepéticas de O y N desmetilacion catalizada por las
isoenzimas 2D6, 2B6 y 3A4 del citocromo P-450, en ese orden (Emerson et al., 1999). De
estos, O-desmetiltramadol (M1) y N-desmetiltramadol (M2) son los principales metabolitos
del tramadol en humanos, mientras que M1 y M2 pueden metabolizarse més a N,O-

didesmetiltramadol (M5) y otros metabolitos en perros.

Entre los metabolitos de tramadol, M1 representa el metabolito activo primario; M5 también
es un metabolito activo, pero tiene una actividad analgésica méas débil en comparacién con
M1 (Garcia-Quetglas et al., 2007 y Wu et al., 2002).

De acuerdo con lo que se establece por Papich & Kukanich las variables farmacocinéticas
del tramadol en el perro a dosis de 5 mg/Kg SC en comparacion con el gato y con el humano

se muestran en el cuadro 1 (Papich et al., 2004).

Cuadro 1: Variables farmacocinéticas del tramadol por via subcutédnea en varias

especies.
Tramadol Perro Gato Humano
Tiempo de vida 0.8h 2.5h 5-6 h
media (h)
Cmax (mg/Kg) 11 mg/Kg 536 mg/Kg 1.4 mg/Kg
Volumen de 3 L/Kg 3 L/Kg 2.8-3.4 L/Kg
distribucion (L/Kg)
Depuracion 55 mL/Kg/min 21 mL/Kg/min 0.35 mL/Kg/min
(mL/Kg/min)

Considerando las variables farmacocinéticas en animales, se ha establecido que en la rata la
vida media del tramadol es de aproximadamente 3 h (Khosrojerdi et al., 2015). Mientras que

las variables farmacocinéticas en perros, el tramadol tiene una biodisponibilidad de 65-70%
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que se debe a su extenso metabolismo de primer paso, la biodisponibilidad aumenta a >90%
con multiples dosis. El gran volumen de distribucion 3 L/Kg después de la administracion
oral sugiere su alta afinidad tisular (Khosrojerdi et al., 2015).

En el presente trabajo la dosis por administrarse en el ratas y perros se baso del estudio de
extrapolacion de dosis in vitro-in vivo y de lo referido en el compendio del Doctor Plumb,
siendo la dosis de 5 mg/Kg (Papich et al., 2004 y Hartung et al., 2018).

1.1.3 LIBERACION MODIFICADA

En el mercado farmacéutico tanto de medicina hecha para humanos como de medicina
veterinaria, existen medicamentos de diversas formas farmacéuticas, siendo algunas de
liberacion modificada, de liberacion inmediata, o bien, de liberacion convencional,
generalmente las que se son de liberacion modificada son aquellas disefiadas de tal manera
que se modifica la velocidad o el lugar de liberacion del principio activo respecto a las formas

farmacéuticas de liberacion inmediata del mismo principio activo.

El término “liberacion modificada” es el que emplean las farmacopeas europea y americana
se refiere a las formas de accidn prolongada, donde el principio activo se libera inicialmente
en proporciodn suficiente para producir su efecto, y después se libera de forma lenta a una
velocidad no necesariamente constante, manteniendo la concentracion eficaz durante mas

tiempo que con las formas de liberacién inmediata (Navarra et al., 2005, Allen et al., 2000).
1.1.4 POLOXAMERO 407

El poloxdmero 407 (comercialmente conocido como Pluronic F 127 ®), es un copolimero en
tribloque del tipo 6xido de polietileno (porcion hidrofilica), éxido de polipropileno (porcion
hidrofobica) y 6xido de polietileno (porcion hidrofilica) que al estar en contacto con el agua
forma un gel (Balakrishnan et al., 2015, Gonzalez et al., 2007, Liu et al., 2007, Yu et al.,
2008, Wang et al., 2016).
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Figura 2: Estructura molecular del poloxamero 407

Los poloxdmeros son tensoactivos no idnicos que se emplean en la industria farmacéutica
como vehiculos en diversas formulaciones farmacéuticas, asi mismo, se emplea para la
formacion de presentaciones farmacéuticas en forma de geles termorreversibles que con base
en articulos de investigacion previos y en el experimento del presente trabajo se demostro
que depende de la temperatura y la concentracion, las formulaciones transicionan a la forma
sol-gel, mientras que en temperaturas frias (generalmente <15°C) se mantienen en estado
liquido, el cual es importante para su facil administracion subcutanea, la cual al aumentar la
temperatura >30° comienza con esta transicion sol-gel, esto varia dependiendo la relacion de
la temperatura con la concentracion del poloxamero en la formulacion (Wang et al., 2016 y
Peng et al., 2016).

El poloxdmero 407 (Pluronic F 127) proporciona al farmacélogo un excelente sistema de
liberacion del farmaco para ser utilizado por diferentes vias de administracion, siendo oral,
topica, parenteral, etc. ya que es compatible con diferentes sustancias. El poloxamero a
mayores concentraciones resulta en un agregado multi molecular de un nucleo hidrofébico
con cadenas de 6xido de polipropileno y una corona hidrofilica (Peng et al.,, 2016,
Derakhshanden et al., 2010, Maderuelo et al., 2011, Mabrouk et al., 2018, Escobar et al.,
2006).

La micelizacion ocurre Unicamente en soluciones diluidas de bloques de copolimeros por
encima de la Concentracion Micelar Critica a una temperatura dada. A concentraciones mas
altas por arriba de la Concentracion Micelar Critica del gel las micelas pueden agregarse
dentro de una red (Mabrouk et al., 2018, Yap et al., 2016., Volkmer et al., 2013).
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Figura 3: Esquematizacion de la concentracion micelar critica (cmc) y concentracion

critica en gel (cgc) en una solucion de blogues de copolimeros

El poloxamero 407 en general tiene una baja concentracion de 10%- 10° que forman micelas
monomoleculares, pero a mas altas concentraciones resultan en agregados multimoleculares
que consisten en un centro hidrofébico y una corona hidrofilica (Mendonca et al., 2015,
Guzméan et al., 2009., Giorgi et al., 2009, Matthew et al., 2002, Escobar-Chavez et al.,
2006, Galgatte et al., 2014 y Pereira et al., 2013).

Considerando que el tiempo de vida media tan corto del tramadol, que es de 0.5-1.7 h, como
lo refiere Papich & Kukanich, se puede modificar aumentando la exposicion del farmaco y
evitando la redosificacion de minimo 4 veces al dia, para los casos de dolor leve-moderado
agudo o crénico en pacientes que asi lo requieran, para ello es necesario disefiar un sistema
de liberacion modificada que mantenga por mayor tiempo las concentraciones dentro de la
ventana de margen terapéutico del farmaco (Papich et al., 2004, Escobar-Chavez et al.,
2006, Galgatte et al., 2014 y Pereira et al., 2013).

Las ventajas de la liberacion modificada son: facilitar el manejo en pacientes, reducir la
frecuencia de dosificacién diaria, cumplir con el tratamiento sin depender del propietario y
obtener una eficacia de analgesia por mayor tiempo en pacientes con dolor; estas
caracteristicas son proporcionadas por la adicion del poloxamero 407 (Mendonca et al., 2015,
Guzman et al., 2009 y Giorgi et al., 2009).

En este trabajo de investigacion se trabajo con una formulacién que contiene clorhidrato de
tramadol con poloxamero, la cual por debajo de una temperatura y una concentracion se
encuentran en estado liquido y conforme aumenta la concentracion y la temperatura se da su

transicion sol-gel, alcanzando asi la denominada Temperatura Micelar Critica, lo que
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permitio que las disoluciones acuosas tengan la capacidad de autoorganizacion en forma de
micelas por encima de la Concentracion Micelar Critica y de la Temperatura Micelar Critica,
logrando obtener estructuras de tipo gel, lo que permite la prolongacion de liberacion del
farmaco dentro del disefio de dicha formulacion (Deore et al., 2010, Subramanian et al.,
2012, Arjunan et al., 2014, Mayol et al., 2010, Guzmaén et al., 1994).

1.1.5 REOLOGIA
La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia, concepto
propuesto por el profesor Bingham Lafayatte. Las mediciones reoldgicas son utiles porque
proporcionan informacion sobre la estructura y las interacciones de los componentes de un
solido o un liquido. Ademas, existen modelos reoldgicos que se utilizan para relacionar las
propiedades mecanicas mas importantes como: viscosidad aparente (relacion entre fuerza y
velocidad de corte), viscosidad compleja (respuesta ante la fuerza de corte, de corte
oscilatorio), modulo de almacenamiento y médulo de pérdida (comportamiento viscoelastico
lineal). Las propiedades reoldgicas se definen a partir de la relacion existente entre fuerza o
sistema de fuerzas externar y su respuesta, ya sea como deformacién o flujo. Todo fluido se

va a deformar en mayor o menor medida al someterse a un sistema de fuerzas externas.

Para poder caracterizar el comportamiento reoldgico de un material es necesario definir
algunos términos (Balakrishna et al., 2015, Goodwyn et al., 2008, Barnes et al., 2000,
Calderas et al., 2016, Silbelberg et al., 1977).

Tipos de fluidos:

Fluidos no newtonianos: la viscosidad depende de la naturaleza de las fases continua y
dispersa, las interacciones particula-particula y particula-solvente, la concentracion de
particulas, su forma, tamafio y composicion quimica. Estos fluidos pueden subdividirse en

dos grupos principales, dependientes e independientes del tiempo.

De igual manera, los fluidos no newtonianos son aquellos que exhiben flujo uniforme, pero
la relacion entre el esfuerzo cortante y velocidad de deformacion no es lineal. Son
generalmente complejos y constan de mas de una fase, aunque las disoluciones de polimero
puedan considerarse como fases Unicas. Una de las fases es continua y la otra dispersa. La

reologia de un sistema disperso depende de las propiedades de la fase continua, las de la fase
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dispersa y la interaccion entre ambas. En la fase continua son de interés la viscosidad, la
composicion quimica, el pH y la concentracion de electrolitos. En la fase dispersa, que puede
ser liquida o sélida, la concentracion en volumen, la viscosidad, el tamafio de particula, la
forma, la distribucion por tamafos y la composicién quimica (Balakrishna et al., 2015,
Goodwyn et al., 2008, Barnes et al., 2000, Calderas et al., 2016, Silbelberg et al., 1977).

Fluidos no newtonianos que presentan adelgazamiento al flujo (Shear-thinning): En los
fluidos del tipo de adelgazamiento al flujo (Pseudoplasticos) la viscosidad aparente depende
de la velocidad de deformacion por cizalla, pero no del tiempo durante el que estan sometidos
a la tension cizallante; es decir, el aumento de la velocidad de deformacion disminuye la
friccion entre las capas del fluido. El esfuerzo causa un desorden, las moléculas de cadena
larga se orientan y llegan a alinearse al flujo, lo que da la reduccién de la viscosidad. Este
comportamiento es el tipo mas comdn de los fluidos no newtonianos. Las soluciones
poliméricas tienen un comportamiento pseudopléstico que depende fuertemente de la
concentracion de la solucion. Para sistemas diluidos, el comportamiento pseudopléstico
puede deberse a la orientacion del flujo de las particulas o el cambio en la conformacion de
las moléculas poliméricas. Asi, cuando la velocidad de deformacion es mayor que la
velocidad de la reorientacion térmica de las particulas, estas seran alineadas en direccion al
flujo. Para sistemas concentrados, el comportamiento pseudoplastico aparece cuando la
velocidad de deformacion es mayor que la velocidad para alcanzar el equilibrio de las
particulas (Balakrishna et al., 2015, Goodwyn et al., 2008, Barnes et al., 2000, Calderas et
al., 2016, Silbelberg et al., 1977).

Fluidos newtoniano: Se definen como aquellos para los que la representacion del esfuerzo
cortante en funcion de la velocidad de deformacion es una linea recta. La mayoria de los

gases y fluidos simples, como el agua, presentan este comportamiento.

Fluidos viscoelasticos: Son aquellos que exhiben simultaneamente las propiedades viscosas
propias de un liquido y las elésticas caracteristicas de un solido; en general, los fluidos

bioldgicos se caracterizan por tener estas caracteristicas.

Velocidad de deformacion y flujo: Cuando un fluido es estudiado por la aplicacién de un
esfuerzo, un movimiento se genera hasta que el esfuerzo es removido. Consideremos dos

superficies separadas por una pequefia abertura en la cual se mantiene un liquido. Un esfuerzo
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cortante debe mantenerse en la superficie para que ella se mueva a una velocidad constante,
“v”. Este esfuerzo de barrido producira un cambio continuo en la velocidad a través de la
abertura hasta llegar a ser cero para superficie mas baja (Goodwin et al., 2008). Ahora, en
cada segundo los desplazamientos producidos estan en X y la deformacion esta dad por Y.

Podemos describir la velocidad de deformacion como:
dy v
dt z
Velocidad de deformacién, gradiente de velocidad y velocidad cortante: son utilizados

como sindnimos y se emplea para indicar el operador diferencial con respecto al tiempo. Para

grandes aberturas la velocidad de deformacion variara a través de la abertura.

Viscosidad: Se define como una medida de la resistencia a la deformacidn del fluido. La Ley
de Newton relaciona el esfuerzo cortante (tension de cizalla) con la velocidad de deformacion

(gradiente de velocidad o intensidad de cizalla), y puede expresarse en una dimensién como:

o=—u.y

Doénde:
o = Esfuerzo constante (Pa)
K =Viscosidad dindmica o absoluta (Pa.s)

y = Velocidad de deformacion (s™)

El esfuerzo cortante se representa también por t, el cual proporcional al gradiente de velocidad o
velocidad de deformacion. La constante proporcionalidad: p es llamada viscosidad aparente para
fluidos no newtonianos ya que varia en funcion de la velocidad de deformacion. La viscosidad de los
materiales reales puede ser significativamente afectada por variables como la rapidez de deformacién,
la temperatura, presion y el tiempo. Para un fluido newtoniano el pardmetro P es una constante en la
ecuacion. Generalmente el comportamiento de los materiales es de tipo no-newtoniano, por lo cual

se utiliza el concepto de viscosidad aparente o cortante (Balakrishna et al., 2015, Goodwyn et al.,
2008, Barnes et al., 2000, Calderas et al., 2016, Silbelberg et al., 1977).
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En los experimentos de viscosidad, la rapidez de deformacion se determina con la magnitud
de la deformacion dividida por el tiempo que esté tarda en producirse y se expresa en términos
de sL. La ecuacion reoldgica de estado de los fluidos establece la relacion entre la tension y
la rapidez de deformacion. Asi, para una velocidad dada, la fuerza resultante se incrementa
cuando la viscosidad aumenta; mientras que, para una fuerza dada, la velocidad es reducida

cuando la viscosidad se eleva (Silberberg et al., 1977, De Larrad et al. 1999).

Fluidos poliméricos: estan formados por macromoléculas que adoptan una conformacion
determinada dependiendo de su estructura molecular, del tipo de flujo y de las interacciones
con las otras moléculas. Los dos tipos principales de flujos son el flujo cortante y el flujo
extensional. El flujo cortante tiene una familia de superficies materiales (superficie de corte)
gue se mueven isométricamente, esto es que la distancia entre dos particulas en la superficie
es constante y el volumen de cada elemento del fluido es constante (Silberberg et al., 1977,
De Larrad et al.1999).

1.1.6 MODELO MATEMATICO CORRELACION IN VIVO-IN VITRO

Se han empleado modelos matematicos de correlacion in vitro-in vivo (IVIVC), siendo asi el
establecimiento de un modelo matematico predictivo que describe la relacion entre una
caracteristica del perfil de liberacién in vitro y una respuesta in vivo, esta correlacion puede
ser una valiosa herramienta en el disefio de medicamentos, es parte integral de los procesos
de investigacion y desarrollo de farmacos (Emami, et al., 2006, Dighe et al., 1994, Rojas, et
al., 2015).

Existen modelos matematicos, tales como los reportados en este trabajo que pueden predecir
con exactitud el comportamiento in vivo de los medicamentos a partir de observaciones in
vitro, asi como sus aplicaciones Utiles en areas que incluyen: la valoracion de las propiedades
farmacocinéticas, el aseguramiento de la calidad en programas de farmacovigilancia y el
control de calidad durante el desarrollo industrial de una formulacién (Rojas, et al., 2015,
Emami, et al., 2006).
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La correlacion se define, segun la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU
(FDA), como el modelo matematico que describe la dependencia entre el comportamiento in
vitro de una propiedad o cualidad y la medida de la intensidad de una respuesta in vivo, tal
que ésta sea relevante para el farmaco en estudio. La propiedad de los medicamentos solidos,
comunmente aplicada in vitro en investigacion y desarrollo y pruebas de calidad, es la tasa
de disolucion o de liberacion del farmaco de la forma farmacéutica; mientras que la respuesta
in vivo a correlacionar es la concentracion o cantidad absorbida que llega al plasma en la
unidad de tiempo . De esta manera, con una IVIVC con base en pruebas de disolucion, es
posible predecir el comportamiento in vivo de algunos farmacos (Emami, et al., 2006, Dighe
etal., 1994 y Grundy et al., 1997, Rojas, et al., 2015).

Si bien se reconoce que existen correlaciones entre la disolucion in vitro y la absorcion in
vivo, se ha avanzado poco en el desarrollo de modelos integrales que comprendan la
valoracion de propiedades complementarias, de tal forma que mejoren la capacidad
predictiva de los métodos in vitro. Lo anterior es necesario si se tienen en cuenta los factores
fisicos, quimicos y bioldgicos que contribuyen tanto al proceso de disolucion como al de
absorcion. Entre los factores se sefialan las propiedades fisicoquimicas del farmaco, las
propiedades biofarmacéuticas del medicamento y las caracteristicas fisiolégicas de las vias
de absorcion en el paciente. La solubilidad a su vez, estd determinada por factores como el
estado de ionizacién del farmaco, que cualifica diferentes propiedades de los compuestos,
segun las diferentes condiciones de pH en el sitio de disolucion (Emami, et al., 2006, Dighe
et al., 1994, Rojas, et al., 2015).

La USP y la FDA proponen cada una su definicion de correlacién in vivo-in vitro. (Dighe et
al., 1994 y Grundy et al., 1997).

e USP: El establecimiento de una relacion entre una propiedad bioldgica o un

parametro derivado de una propiedad biologica producida por una forma dosificada,

y una caracteristica fisicoquimica de la misma forma dosificada.

e FDA. Mostrar una relacion entre 2 parametros. Tipicamente se obtiene una relacion

entre la velocidad de disolucion in vitro y la velocidad de entrada in vivo.
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Para predecir la biodisponibilidad y bioequivalencia y de evaluar la variabilidad en cuanto
a caracteristicas de liberacion de los productos se han realizado estudios de disolucién y
relacion in vivo-in vitro, tales como la prueba fisico-quimica, siendo de las mas usadas para
estimar la liberacion del principio activo a partir de la forma dosificada, debido a la estrecha
relacion existente entre la velocidad de disolucion del farmaco in vitro y la absorcion in vivo,
considerando asi, el estudio de disolucién como el criterio necesario y suficiente para permitir
la comercializacion de un producto (Carridn et al., 1999, Dighe et al., 1994 y Grundy et al.,
1997).

A partir de estas definiciones y de la experiencia acumulada por muchos investigadores que
han trabajado desde principios de la década de 1960 sobre este tema, se ha dividido la manera
de obtener correlaciones en 3 niveles en orden descendiente segun su capacidad para predecir
la curva plasmatica completa que resultara de la administracion de una forma dosificada dada
(Carrion et al., 1999, Dighe et al., 1994, Grundy et al., Cardot et al., 1993).

A continuacion, se definen los 3 niveles propuestos:

Nivel A. Relacion punto a punto entre la disolucién in vitro y la velocidad de entrada in vivo
del farmaco a partir de la forma dosificada (Carrion et al., 1999, Dighe et al., 1994, Grundy
etal., Cardotetal., 1993).

Nivel B. Utiliza los principios del analisis de momentos estadisticos. Se compara el tiempo
medio de disolucion in vitro (MDT) con el tiempo medio de residencia (MRT) (Carrion et
al., 1999, Dighe et al., 1994, Grundy et al., Cardot et al., 1993).

Nivel C. Esta categoria relaciona un punto de tiempo de disoluciéon y un pardmetro
farmacocinético como AUC, Cmax y Tmax (Carrion et al., 1999, Dighe et al., 1994, Grundy
et al., Cardot et al., 1993).

Los objetivos de la correlacion in vivo-in vitro independientemente del nivel de correlacion
gue se obtenga, se persigue, en primer lugar, obtener una prueba de disolucion.
Independientemente del nivel de correlacion, se obtendra una prueba de disolucidn que sirva

como sustituto del estudio de bioequivalencia durante el escalado o cambios en el sitio de
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manufactura y equipos, y, en segundo lugar, ajustar especificaciones de disolucién para cada

formulacién en particular (Siewert et al., 1995).

Con el método de disolucion escogido y los datos obtenidos en los estudios de
bioequivalencia y biodisponibilidad se obtienen las especificaciones de disolucion in vitro
que no es Mas que un intervalo de valores de porcentaje disuelto in vitro, en el cual puede

moverse una formulacion y aun asi resultar bioequivalentes (Shah et al., 1992).

La extrapolacion cuantitativa in vivo-in vitro (IVIV) se considera en general un prerrequisito
para conocer los hallazgos hacia un paradigma de dosis administrado in vivo.

La calidad y la relevancia de los sistemas celulares son el primer requisito previo para el
estudio de correlacion IVIV (Skelly et al., 1990).
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2. JUSTIFICACION

En el presente proyecto se eligio el clorhidrato de tramadol para realizar pruebas in vitro, (de
liberacion, de reologia y de deformacion termoelastica, asi como de modelos matematicos de
correlacion in vitro-in vivo) para predecir la farmacocinética a través de variables

farmacocinéticas en ratas y perros.

En general, a pesar del interés entre los médicos veterinarios para el uso del tramadol, hay
pocos datos de estudios experimentales y clinicos para apoyar la administracion de tramadol
en perros para tratar condiciones dolorosas debido al tiempo de vida media tan corto (Papich
et al., 2004, Villarejo et al., 2000, Plumb’s et al., 2008 y Subedi et al., 2018).

Los efectos secundarios, tales como, gastroenteritis hemorragica y/o dafio renal se debe a la
administracion de los antiinflamatorios no esteroidales, mientras que, diversos articulos
sugieren al tramadol, perteneciente al grupo de los opioides, como una molécula potencial
para la terapia cronicay a largo plazo de dolor en animales por sus minimos efectos adversos
efectuados en comparacion con los antiinflamatorios no esteroidales (Riviere et al., 2017 y
Katzung et al., 2013).

Anteriormente se realizé un estudio donde a través de pruebas in vitro se comprobo el tiempo
de vida media de las formulaciones disefiadas del tramadol considerando los siguientes

excipientes:
* Chitosan al 0.5% -> obtuvo un tiempo de vida media de 12 h
» Carbopol 934-P al 0.7% -> obtuvo un tiempo de vida media de 12 h
* Poloxamero 407 al 10% -> obtuvo un tiempo de vida media de 24 h

En esta tesis se diseflaron formulados de liberacion modificada de Tramadol con la
administracion de poloxamero en diferentes concentraciones hasta lograr una liberacién in

vitro por un tiempo mayor a 24 horas.
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3. HIPOTESIS

Las formulaciones desarrolladas de Tramadol con la adicion del poloxamero 407 al 10%,
14%, 17% y 20%, nos permitird una liberacion in vitro del principio activo por un tiempo
mayor a 24 h, superando el tiempo de liberacion del producto comercial, modificara la
viscosidad del formulado y la correlacion in vitro-in vivo, con respecto al producto comercial

y al formulado de tramadol sin la adicion de poloxamero.
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4. OBJETIVO GENERAL

Disefar, desarrollar, caracterizar y evaluar cuatro formulaciones liquidas de clorhidrato
tramadol en presentacion liquida, donde utilizando poloxdmero 407 en varias
concentraciones se va a lograr obtener una liberacion prolongada de més de 24 horas en
comparacion con el producto comercial y con la formulacion del clorhidrato de tramadol sin
adicion poloxamero 407 a través de estudios in vitro, con lo cual se lograra contar con un
analgesico de liberacién prolongada estos estudios seran la base para estudios posteriores in

ViVO en perros.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar, caracterizar (determinar propiedades fisico-quimicas) y evaluar
formulaciones liquidas de tramadol con poloxamero 407 a concentraciones del 10%,
14%, 17% y 20% con el fin de obtener la liberacién in vitro del principio activo por
mayor tiempo, en comparacion con el producto comercial y la formulacion de

tramadol sin adicion del poloxdmero 407.

Comparar las concentraciones de clorhidrato de tramadol liberadas de la formulacién
comercial con la adicion del poloxdmero 407, para conocer el tiempo que permanecen
en plasma sanguineo y compararlos con las concentraciones de la formulacion

comercial y la formulacion sin adicion del poloxamero 407.

Evaluar la viscosidad a través de estudios de reologia las formulaciones disefiadas,
con el fin de corroborar la transicion de liquido a sol-gel de las formulaciones respecto

a las temperaturas manejadas a través del redmetro

Evaluar a través de un modelo matematico la correlacion in vivo-in vitro de las

formulaciones disefiadas con el fin de conocer el comportamiento farmacocinético
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1 AREA DE ESTUDIO

El disefio de las formulaciones y el estudio de liberacion con el uso del dispositivo Float-A-
Lizer paradialisis con membranas de 50 kDa y sin el uso de estas membranas se llevo a cabo
en el Laboratorio 2207, a cargo de la Dra. Sara Caballero Chacdn, ubicado en el
Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, asi como en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autdbnoma de

México, Ciudad de México, desde agosto del 2017 hasta noviembre de 2018.

El estudio reoldgico se realizd en el Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica,

Universidad Nacional Auténoma de México, desde enero del 2019 a julio del 2019.

El calculo de las variables farmacocinéticas se realizé en un periodo de marzo a abril del
2021.

6.2 MATERIALES
El clorhidrato de tramadol fue donado por PISA Agropecuaria SA de CV (México).

El poloxdmero 407 conocido comercialmente como Pluronic F127 y la solucién de HEPES

fue adquirido de Sigma Aldrich (México).
6.3 EQUIPO

En este estudio se utilizd una incubadora con agitacion, modelo: ES-60/ES-60 + /ES-60E,
namero de serie: MU36SM, ubicada en el Laboratorio 2207, en el Departamento de
Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Esta incubadora se configur6 para proporcionar

una temperatura de 38°C, al cerrarse las muestras se agitaron a 100 rpm durante 72 h.

Dispositivo Float-A-Lizer para dialisis de 50 kDa fue adquirido a través de IBI Scientific®
membrana sintética sin metales pesados. La geometria tubo cilindrico impide la dilucién de
la muestra proporciona un acceso abierto para la recuperacion de volumen total con una
pipeta. Solo el Dispositivo Float-A-Lyzer® G2 asegura una recuperacion de la muestra 95-

98% mientras se mantiene 99% de pureza de la muestra'y <1% de dilucion de la muestra.
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Equipo espectrofotdmetro S2000, fuente de luz de tungsteno DT-1000CE-BT (Ocean Optics,
Inc, USA) con una celda de cuarzo 6ptico de 10 mm, ubicado en la Facultad de Quimica,
edificio F, &rea de Tecnologia Farmacéutica, Universidad Nacional Autbnoma de México.
La obtencion de un espectro requiere medir manualmente la transmitancia (Ley de Beer-

Lambert) de la muestra y el disolvente simultaneamente.

Un redmetro de esfuerzos controlados Discovery HR-3 (TA-Instrumentos) Geometria de
esfuerzos controlados: cilindros concéntricos, ubicado en la Facultad de Quimica, edificio F,

area de Tecnologia Farmacéutica, Universidad Nacional Autonoma de México.

Las soluciones se probaron bajo barridos de tiempo viscoelasticos lineales con aplicacion
simultanea de ultrasonidos para monitorear el proceso de gelificacion. El gel resultante se
caracterizd mediante barridos de frecuencia oscilatoria lineal y pruebas de relajacion de
esfuerzos a diferentes temperaturas (25°C, 38°C y 45°C).

6.4 METODO EXPERIMENTAL

Para la preparacion de la formulacién con Pluronic 407 (F127), se prepararon un total de 6
formulaciones: a partir de la primera formulacion. Se pesaron 5 g de tramadol en una balanza
analitica, luego se afiadié a un vaso de precipitado de 100 mL en el que se afiadieron también
20 mL de agua desionizada, luego se pesaron 10 g de poloxamero 407 (Pluronic F127) y se
vertieron cuidadosamente en la solucion mientras se agitaba con un agitador magnético,
ademas, se agregaba agua desionizada para llegar a una solucién de 100 mL, considerando
que esto se realizé a temperatura fria refiriéndose al “método frio”, siendo una temperatura

< 15°C (Matthew et al., 2002).

Se realizd el mismo procedimiento con el resto de las formulaciones, incluyendo en su
respectivo caso 14 g del polimero para referir 14%, 17 g para el 17% y 20 g para el 20%;
estas formulaciones fueron disefiadas por la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional

Auténoma de México.
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6.5 TECNICA ESPECTROSCOPICA

La curva estandar del clorhidrato de tramadol se prepard con concentraciones de 0.001 a 0.15

mg/mL en solucién buffer HEPES, la cual tiene un pH de 7.4.
Se analizaron las muestras obtenidas del estudio de liberacion in vitro de cada formulacion:

Cuadro 2: Nomenclatura de las formulaciones disefiadas en este trabajo

NOMBRE DE I,_A CONCENTRACION DEL | CONCENTRACION DEL
FORMULACION TRAMADOL POLOXAMERO 407
TP10 5% 10%
TP14 5% 14%
TP17 5% 17%
TP20 5% 20%
TF 5% Sin adicién
CF 5% Presentacion comercial

(TP10, TP14, TP17, TP20, TF y CF) con y sin el uso del Dispositivo Float-A-Lizer para
dialisis de 50 kDa, mediante el espectrofotdémetro S2000 (Ocean Optic, Inc. USA). La

absorbancia se midié en una longitud de onda de 273.13 nm.

6.6 LIBERACION IN VITRO CON MEMBRANAS DE 50 kDa

Con base en la técnica de (Xu et al., 2012), se utilizaron dispositivos Float-A-Lizer con
membranas de 50 kDa (Sigma Aldrich ®), agregando 0.5 mL de cada formulacion que
contenia 5% de clorhidrato de tramadol con poloxamero al 10%, 14%, 17% y 20%
denominado en el presente trabajo como TP10, TP14, TP17 y TP20, respectivamente,
ademas de la formulacion sin adicion del poloxdmero denominada FT y la formulacién

comercial, siendo esta ultima FC, respectivamente.

El medio de liberacion se introdujo en un vaso de precipitados con 333 mL de solucion Buffer
HEPES con un pH de 7.4 a una temperatura de 38°C con una agitaciéon de 100 rpm, luego se
tomaron 3 mL de cada formulacion en tiempos especificos que debieron haber sido liberados

en la solucion Buffer HEPES con un pH de 7.4,
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Los tiempos de muestreo fueron:

0.25h,0.5h,1h,2h,4h,6h,8h,10h,12h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 hy 72 h. A medida que se
iban obteniendo cada una de las muestras, se afadieron 3 mL al medio de solucién buffer de
HEPES con un pH de 7.4.

Para las pruebas de liberacion de cada formulacion se utilizé un dispositivo Float-A-Lizer
para dialisis con un tamafio de poro de 50 kDa con sus respectivas repeticiones, considerando
la muestra de referencia sin la adicion de poloxamero (FT) y el producto comercial (FC), que

presenta una liberacion inmediata o convencional.

X. Xu et al. / International Journal of Pharmaceutics 426 (2012) 211-218

Sample

Surfactant

Dialysis

Medium

— >

v
Stage | Stage Il

FIGURA 4: Esquematizacion de las pruebas de liberacion con los Dispositivos Float-A-Lizer ®

6.7 LIBERACION IN VITRO SIN USO DE MEMBRANAS

Basado en la técnica de (Marcos et al., 2016) 0.5 mL de cada formulacion (TP10, TP14,
TP17, TP20, TF y CF) fueron contenidas en vasos de precipitados de 5 mL. EI medio de
liberacion fue de 3 mL de solucién buffer HEPES con un pH de 7.4 a temperatura de 38°C,
con una agitacion de 100 rpm, posteriormente se administraron 3 mL de cada formulacion
fueron tomados en tiempos especificos, en el cual se libero el principio activo en el medio de
solucion buffer HEPES. Los tiempos de muestreo fueron: 0.25h, 0.5h, 1 hora, 2 h, 4 h, 6 h,
8h,10h,12h,24 h,36 h,48h,60hy 72 h.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

El porcentaje liberado del clorhidrato de tramadol esta reportado a través del promedio y la
desviacion estandar de las formulaciones TP10, TP14, TP17, TP20, FT y FC se realizé la
prueba de ANOVA para ver si habia diferencias significativas entre los grupos. Las
diferencias especificas entre los grupos fueron obtenidas mediante la prueba de Tukey. Un

valor de P<0.05 fue considerado estadisticamente con el software JMP ®.

La normalidad de los datos se determiné a través de la prueba de Shapiro-Wilks y la

homogeneidad de las variaciones por la prueba de Levene.

6.9 ESTUDIO DE DEFORMACION DEL POLIMERO (FLUJO A CIZALLA
SIMPLE)

Las mediciones de flujo a cizalla simple fueron determinadas a temperaturas de 25°C, 38°C
y 45°C con una velocidad de corte de 0.1 a 1000 5. Para este caso, se utilizd una geometria
cilindrica concéntrica de aluminio (Con un didmetro de 20.38 mm; el didmetro de un cilindro
externo de 21.96 mm y una longitud de 59.5 mm) fueron usados para las muestras de las

diferentes formulaciones.
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7. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE LIBERACION

La gréfica 1 muestra el andlisis de espectroscopia de la curva de calibracion del estandar del

clorhidrato de tramadol, con un coeficiente de correlacién de 0.9995.

1.0 5
Equation y=a+b'
Adj. R-Square 0.9995
Value Standard Error
0.8 Absorbancia Intercept 0.00562 0.0025
© |Absorbancia  Slope 5.81667 0.03264 -
|
£ -1
= |
Q 0.6 L
0 n
N~
N ]
©
) 0.4 4 el
5 [ ]
Q2 o
o
(72 ]
2 0.2 [ ]
| |
5
0.0 “!. v T ' T v T v T v T ¥ T v T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14
Concentracion (mg/mL)

Grifico 1: Curva de calibracion del clorhidrato de tramadol en solucién HEPES Buffer con un pH de 7.4

La gréfica 2 presenta el espectro UV del principio activo, el clorhidrato de tramadol, en su

medio de dispersion, agua desionizada.
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Grafica 2: Espectro del clorhidrato de tramadol. Se muestran el espectro de las absorbancias obtenidas del clorhidrato
de tramadol en agua desionizada a diferentes tiempos.

En la grafica 3 se representa la liberacion efectuada con una membrana de dialisis de 50
kDa, las formulaciones denominadas TP20 y TP17 liberaron del 10 al 20% del clorhidrato
de tramadol aproximadamente en ese lapso de 72 h, mientras que la formulacion TP 14 liber6
un 40% del clorhidrato del tramadol en 72 h y la formulacién TP10% liberé del 70-80 % en
72 h en comparacion con la formulacion del tramadol (FT) sin adicion del poloxamero y la

formulacién comercial del tramadol (FC) que alcanzaron del 90-100 % en 4 h.
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Gréfica 3: Liberacion de la concentracion del clorhidrato de tramadol en porcentaje utilizando una membrana de
didlisis de 50 kDa. Se representa el promedio con su respectiva desviacion estandar de la liberacion de las formulaciones
del clorhidrato de tramadol con poloxadmero 407, siendo estas representadas como TP10, TP14, TP17, TP2, FTy FC.

Posteriormente, en el cuadro 3 se muestra el andlisis estadistico de las diferentes
concentraciones del poloxamero 407: TP10, TP14, TP17, TP, FT y FC considerando los
horarios de muestreo. Estadisticamente hay una diferencia significativa entre la formulacion
del producto comercial con la formulacion TP10 y TP14, asi como hay una diferencia
significativa entre la formulacion TP10 y TP14 con la formulacion TP17 y TP20 (P < 0.0.5)

a través del programa JMP ®.

El grupo A se refiere a la formulacién control (a la cual no se le adicioné poloxamero) y la
formulacién del producto comercial no tienen diferencia significativa, lo mismo ocurre con
el grupo D, el cual incluye las formulaciones con poloxamero de 17% y 20%, siendo que
entre estas formulaciones no se presenta diferencia significativa, mientras tanto, las Unicas
formulaciones con diferencia significativa comparada con el resto de las formulaciones son
las correspondientes a las concentraciones de 10% y 14%, nombradas como grupo B y grupo
C.
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Cuadro 3: Analisis estadistico a través de las pruebas de liberacion con el uso de

membranas de didlisis de 50 kDa.

TP10 B

TP14 C

TP17 D
TP20 D

En el andlisis estadistico se determind el porcentaje liberado del clorhidrato de tramadol es reportado a través del promedio
y la desviacion estandar de las formulaciones TP10, TP14, TP17 y TP20. Mientras que a través de una prueba de Tukey
las diferencias entre los valores promedio de las diferentes concentraciones del poloxamero en las formulaciones del
tramadol, 10%, 14%, 17%, 20%, FT y FC, donde se utiliz6 una membrana de dialisis de 50 kDa con una diferencia
significativa de P < 0.05 a través del programa JMP ®.

En la gréfica 4 se muestran los resultados de la liberacion del tramadol, esta vez no se
utilizaron membranas de dialisis, fue a través de la obtencidn de la superficie, estas muestras
fueron tomadas de la misma manera que con el uso de membranas de dialisis de 50 kDa, de
las mismas formulaciones: TP10, TP14, TP17, TP20, FT Y FC los mismos tiempos que se
han mencionado anteriormente, siendo del 10%, 14%, 17% y 20%, formulacion de tramadol

sin adicion del poloxamero y la formulacion del producto comercial.

Basandose en los resultados de la grafica 4, la concentracion liberada del clorhidrato de
tramadol en porcentajes sin el uso de las membranas de didlisis nos muestra que la
concentracion del poloxamero es inversamente proporcional al porcentaje de liberacion de
cada formulacion. TP10, TP14, TP17 y TP20 mostraron una liberacion del 98%, 50%, 23%
y 16% respectivamente a las 72 h en comparacion con las formulaciones del tramadol sin
adicion del poloxdmero y la formulacion comercial, mismas que representaron en los

resultados, una liberacion cercana al 99% a las 24 h de muestreo.
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Gréfica 4: Liberacion del clorhidrato de tramadol en porcentaje sin el uso de membranas. Se representa el promedio
con su respectiva desviacion estandar de la liberacion de las formulaciones del clorhidrato de tramadol con poloxamero 407,
siendo estas representadas como TP10, TP14, TP17, TP2, FT y FC.

En el cuadro 4 se muestra el andlisis estadistico a traves de la prueba de ANOVA con prueba
de Tukey-Kramer. Las diferencias entre el promedio de las diferentes concentraciones de
poloxamero 407 mezclado con las diferentes concentraciones del clorhidrato de tramadol en
concentraciones del 10%, 14%, 17% y 20% sin utilizar la membrana de dialisis comparados
con la formulacion de tramadol y la formulacion comercial con una diferencia significativa
de P<0.05 con el programa JMP ®.

Siguiendo con los resultados del cuadro 4, se refiere que el grupo A como la formulacion
control (FT) y la formulacién comercial no tuvieron diferencia significativa, lo mismo ocurre
con el grupo C, el cual incluye la formulacion de tramadol con concentraciones del
poloxamero al 14%, 17% y 20%, mismas formulaciones que no tienen diferencia
significativa entre ellas, mientras tanto, la Gnica formulacion con diferencia significativa
comparada con el resto de las formulaciones es la que contiene la concentracion del

poloxamero al 10%, referida como el grupo B.
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Cuadro 4: Analisis estadistico a través de las pruebas de liberacion sin el uso de

membranas de dialisis.

Reportado a través del promedio y la desviacion estandar de las formulaciones TP10, TP14, TP17 y TP20.
Mientras que a través de una prueba de Tukey las diferencias entre los valores promedio de las diferentes
concentraciones del poloxamero en las formulaciones del tramadol, 10%, 14%, 17%, 20%, FT y FC, donde no
se utiliz6 una membrana de dialisis con una diferencia significativa de P < 0.05 a través del programa JMP ®.

FC A

FT A

TP10 B

TP14 C
TP17 C
TP20 C

Cuadro 5: Liberacién modificada del tramadol,
obtenidos con la membrana de dialisis de 50 kDa.

excipientes usados y resultados

NOMBRE DE LA | PORCENTAJEDE | PORCENTAJE DEL CMAX TMAX
FORMULACION TRAMADOL POLOXAMERO 407
FC 5% 47.5 mg/mL 1 hora
FT 5% --- 45 mg/mL 1 hora
TP10 5% 10% 35 mg/mL 10h
TP14 5% 14% 15 mg/mL 10h
TP17 5% 17% 5 mg/mL 10h
TP20 5% 20% 2.5 mg/mL 10h

Cuadro 6: Liberacion modificada del tramadol, excipientes usados y resultados

obtenidos sin la membrana de diélisis

NOMBRE DE LA | PORCENTAJEDE | PORCENTAJE DEL CMAX TMAX
FORMULACION TRAMADOL POLOXAMERO 407
FC 5% - 45 mg/mL 1 hora
FT 5% - 45 mg/mL 1 hora
TP10 5% 10% 45 mg/mL 24 h
TP14 5% 14% 45 mg/mL 36 h
TP17 5% 17% 42.5 mg/mL 24 h
TP20 5% 20% 40 mg/mL 24 h
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7.2 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE REOLOGIA

Considerando los resultados de reologia, la grafica 5 y grafica 6 muestran la viscosidad a
diferentes temperaturas en relacion con dos concentraciones de las formulaciones del

clorhidrato de tramadol, siendo este caso, formulacion TP17 y TP20.

En la grafica 5, no hay relacion con la deformacion de cizalla y la viscosidad por la
concentracion a diferentes temperaturas manejadas, de 25°C, 38°C y 45°C con las
formulaciones de clorhidrato de tramadol que tiene concentracion del poloxdmero con 17%
y 20%, se muestra el comportamiento del flujo con cizalla simple, que muestra que la
formulacién con la concentracion del poloxamero al 17% a una temperatura de 38°C y 45°C,
da un resultado de un fluido no-newtoniano, indicando asi, que la viscosidad disminuye
cuando la velocidad de deformacion aumenta a la temperatura de 38°C y 45 °C. Este
comportamiento ocurre de manera diferente a la temperatura de 25°C, que presenta un
comportamiento de fluido newtoniano, el cual es un fluido donde la representacion de

esfuerzo cortante va en funcion a la velocidad, creando una linea recta.
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Grafica 5: Viscosidad a diferentes temperaturas de la concentracion del poloxamero al 17%

Estudio que se realiz6 a 3 diferentes temperaturas, 25°C, 38°C y 45 °C. Viscosidad del
poloxadmero al 17% a 3 temperaturas: 25°C, 38°C y 45°C.

En la grafica 6, se representa la concentracion del poloxamero al 20%, donde hay una relacion
de la velocidad de deformacion con la viscosidad, el cual indica que la formulacion del
tramadol con la concentracién del poloxamero al 20% da lugar a la transicién de liquido a
sol-gel. Por lo tanto, a una concentracion mas alta e incluso a temperaturas mas bajas por
debajo de la temperatura corporal normal <38°C, se produce la transicion sol-gel, lo cual nos
muestra la relacion que hay entre la viscosidad de la formulacion disefiada (Pascal por
segundo) y la velocidad de corte (1/s) a tres niveles diferentes, siendo estos, las diferentes
temperaturas de 25°C, 38°C y 45 °C con una concentracién de poloxamero del 20%. En este

caso el comportamiento del flujo de cizalla simple nos muestra que la formulacién con
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concentracion del poloxamero al 20% a tres temperaturas (25°C, 38°C y 45 °C) adquiere el

comportamiento de un fluido no-newtoniano.
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Gréfica 6: Comportamiento viscoeléstico a diferentes temperaturas de la concentracion del poloxadmero
al 20 %

Estudio que se realiz6 a 3 diferentes temperaturas, 25°C, 38°C y 45 °C. Estudio de viscosidad
al 20%

En las gréficas 7 y 8 se mostro el analisis reologico y el flujo oscilatorio de la formulacion
TP17 a la temperatura de 25°C, 38°C y 45 °C, donde se observa que precisamente a la
temperatura de 38°C, donde el mddulo elastico (G") en comparacion con el médulo viscoso

(G™), resultando G*"> G”, que indica un comportamiento viscoso.
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Los estudios de reologia con mediciones de viscosidad y temperatura éptima de sol-gel
demostraron que los geles de poloxdmero 407 son pseudoplésticos; por lo tanto, cuando se
deforma por el flujo de barrido de deformacion su velocidad disminuye.

En resumen, en las graficas 6 y 7 el comportamiento viscoso predomina al comienzo del
ensayo con modulo viscoso (G™") dominando sobre el médulo elastico (G”), como se esperaba

para un liquido viscoso.

El gel resultante se caracteriz6 mediante barridos de frecuencia oscilatoria lineal y pruebas
de esfuerzos a temperatura ambiente (25°C). Un redmetro de esfuerzos controlado (AR-1000

TA Instruments).

Los barridos de tiempo se realizaron con soluciones en blanco con y sin agente activo

(tramadol), registrando el médulo de elasticidad en funcion del tiempo.
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Grafica 7: Curvas de viscoelasticidad de las formulaciones del clorhidrato de tramadol y poloxdmero con
una concentracion del 17% a 38°C.

El analisis reoldgico de la formulacion TP17 a la temperatura de 38°C, donde el médulo
elastico (G”) comparado con el modulo viscoso (G™), resulto ser G"> G”. Esto indica un
comportamiento viscoso a la concentracion de 17% a la temperatura de 38°C.
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Grafica 8: Curvas de viscoelasticidad de las formulaciones del clorhidrato de tramadol y poloxdmero con
una concentracion del 20% a 38°C.

El analisis reoldgico de la formulacion TP20 a la temperatura de 38°C, donde el médulo
elastico (G”) comparado con el mddulo viscoso (G™”), resulto ser G"> G". Esto indica un
comportamiento viscoso a la concentracion de 20% a la temperatura de 38°C.

7.3 CORRELACION IN VIVO-IN VITRO
AREA BAJO LA CURVA (AUC)

Cuando la concentracion del farmaco es medida en el medio de disolucion HEPES Buffer,

se utiliza area bajo la curva (AUC) a través del método trapezoidal.

Esté es una técnica geométrica que divide el AUC en trapezoides correspondientes segun el

ndamero de muestras analizadas.

El &rea terminal mas alla del ultimo punto de datos (un triangulo), se estima y se junta con

las areas trapezoidales anteriores (Papich et al., 2004).

También se obtuvieron resultados a través de las formulas que se presentan a continuacion
(Vadivelu et al., Gustavvson et al., 2012, Brayfield et al., 2014 y Raffa et al., 2012).
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Tiempo Medio de Disolucion:

Fue determinado por el resultado de Area bajo la Curva (AUC) obtenido en el tiempo en que
se realizd la prueba, multiplicando por cien y dividido entre la dosis contenida en la
presentacion farmacéutica, multiplicada por el tiempo de la prueba y el tiempo promedio de

la liberacidn obtenida para cada formulacion, a través de la formula:

| TitiAQ(td)

MDT 000

Porcentaje de la eficiencia liberada (%6):
Como enfoque integral por la aplicacion de la formula, donde:
Q = Dosis concentrada en la presentacion farmacéutica

t = Es el tiempo
dt = Es el diferencial del tiempo [59].

El porcentaje de eficiencia liberada se obtuvo mediante la formula:

ABCE 100

EF (%) = Qoot

Factor de Diferencia (f1) Factor de Similitud (f2):

El modelo simple usa un factor de diferencia (f1) y un factor de similitud (f2) para comparar
los perfiles de disolucién. El factor de diferencia f1 calcula la diferencia porcentual (%) entre

las dos curvas en cada punto de tiempo y es una medida del error relativo entre las dos curvas

(Reiman et al., 1998 y Stoelting et al., 1999).

fI = {[Tt=1n (Rt - Tt)/ Tt=In Rt]}x 100
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El factor de similitud (f2) es una transformacion de raiz cuadrada reciproca logaritmica de la
suma del error al cuadrado y es una medida de la similitud en porcentaje de disolucién entre
las dos curvas (Reiman et al., 1998 y Stoelting et al., 1999).

2 =50 x log {[1+(1/n) Yt=In (Rt - Tt) 2]-0,5 X 100}

Correlacion in vivo-in vitro (IVIVC):

La correlacion in vivo-in vitro (IVIVC) es una herramienta biofarmacéutica recomendada
para ser usada en el desarrollo de la formulacion. Una vez valida puede acelerar el desarrollo
de la formulacion, utilizarse para fijar limites de disolucion y como sustituto de un estudio in
vivo (Vadivelu et al., 2010 y Gustavsson et al., 2012).

El valor de la disolucién como herramienta de control de calidad para predecir el rendimiento
in vivo de un medicamento mejora significativamente si una relacion (correlacion) es in vitro-

in vivo.

g Gt KelAUCgX (00
* T T K,AUCY

Comparacion de perfiles de disoluciones in vitro:

Anélisis del perfil de disolucién:

Las muestras fueron obtenidas a los tiempos de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36,
48, 60y 72 h de las formulaciones disefiadas en el presente trabajo fueron determinadas, por

el calculo subsecuente de los parametros.

Los resultados y comparaciones de valores se muestran en el cuadro 4 y cuadro 5, refiriendo

asi las formulaciones mencionadas anteriormente: TP10, TP14, TP17, TP20, FT y FC en un
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medio de disolucion de HEPES Buffer usando un dispositivo Float-A-Lizer para dialisis con
un tamafio de poro de 50 kDay sin el uso de estas membranas, con una concentracion inicial
de 50 mg/mL, el tiempo de concentracion maxima (Tmax), Area bajo la curva (AUC) fueron
obtenidos a través del programa PKAnalyst, Micromat Scientific, Salt Lake City, UT, USA
(Gustavsson et al., Bravfield et al., 2014 y Raffa et al., 2012).

Los métodos para comparar el perfil de disolucion in vitro son clasificados dentro de tres

modalidades:

Modelo de analisis de varianza (ANOVA) basandose en un modelo matematico, el cual fue
usado en este trabajo, se utiliz6 un modelo matematico predictivo a través del método de
Wagner-Nelson (A%), calculando la fraccion absorbida de la concentracion como una
funcion de tiempo (Ct), constante de eliminacion (Kel), Area bajo la curva (AUC) expresados
en porcentaje [56-58, 62]; y la comparacion de valores de la fraccion absorbida calculada a
través del medio de concentracion de la liberacion de las muestras del clorhidrato de tramadol

a diferentes tiempos con una concentracion inicial de 50 mg/mL.

Cuadro 7. Valores farmacocinéticos usando un dispositivo Float-A-Lizer para dialisis
con un tamafio de poro de 50 kDa para las formulaciones de tramadol.

VALORES FC FT TP10 | TP14 | TP17 | TP20
FARMACOCINETICOS

MDT (h) 12 1.5% 54P 60° 65" 75°

AUC (ug * hora/mL) | 285.22% | 340.73% | 308.78% | 240.88° | 200.81° | 193.20°
EF (%) 982 96° 80P 50° 18¢ 15¢

Difference factor f1 (%) 59.42% | 71.30* | 87.65° | 81.63° | 84.69°

Similarity factor f2 (%) 11.94% | 10.82% | 8.44° 7.0 6.77°
IVIVC (%) 60.70° | 65.82% | 61.80% | 62.20*° | 60.81* | 71.21°

Los valores sin la letra suscrita en comdn tienen una diferencia significativa (P < 0.05), para este analisis se utilizaron
membranas de diélisis de 50 kDa con una concentracion inicial de 50mg/mL. F1y F2 son los valores comparados entre la
Formulacion Comercial y las formulaciones disefiadas en este estudio IVIVC (%).
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Cuadro 8. Valores farmacocinéticos sin el uso de una membrana de dialisis para las

formulaciones de tramadol.

VALORES FC FT TP10 | TP14 | TP17 | TP20
FARMACOCINETICOS
MDT (hours) 1.8 22 70P 70P 70P 75P
AUC (ug * hour /mL) | 316.10% | 336.40° | 347.21° | 319.89% | 315.87% | 322.10°
ER (%) 98.4% | 96.4° 952 88.6" 922 80.6°
Difference factor f1 (%) 97.36% | 92.47° | 90.04° | 93.49° | 81.91°
Similarity factor f2 (%) 10.64* | 10.98* | 10.11* | 9.99° | 10.18°
IVIVC (%) 87.02% | 89.78% | 82.52° | 88.01° | 82.45" | 80.24°

Los valores sin la letra suscrita en comun tienen una diferencia significativa (P < 0.05), para este analisis no se utilizaron
membranas de dialisis con una concentracion inicial de 50mg/mL. F1y F2 son los valores comparados entre la Formulacion
Comercial y las formulaciones disefiadas en este estudio IVIVC (%).

8. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el presente estudio, el clorhidrato de
tramadol en adicién con el poloxdmero 407 se formaron micelas debido a la transicién de la
formulacién liquida a sol-gel, para esto, vario la concentracion y la temperatura que tenia
cada formulacion [30-31]. Esto se confirma con los resultados de viscosidad obtenidos con
la formulacion del tramadol a la concentracién del 17% a las temperaturas de 38°C y 42°C,
asi mismo con la formulacion de tramadol con poloxamero al 20% a partir de una temperatura
de 25°C (gréfica 7).

En el estudio de Gaitan se menciona que la formulacion comercial de tramadol usada para
perros tiene un efecto analgésico extremadamente corto, aproximado de 4 h (Gaitan, 2010).
En cuanto a las preparaciones experimentales realizadas en el proyecto de Gaitan, al utilizar
y comparar diferentes formulaciones, se concluy6 que el carbopol y el chitosan no obtuvieron
un efecto de accién prolongada del tramadol en comparacion con el poloxdmero 407 (Gaitan,
2010).

Al comparar las concentraciones de carbopol, chitosan y poloxamero se observo que las
concentraciones séricas del clorhidrato de tramadol en una formulacion con poloxamero al
10% generd concentraciones en un rango terapéutico, manteniendolo por mas de 24 h, que

conduce a una verdadera farmacocinética de liberacion prolongada (Gaitan, 2010).

Basado en los resultados analizados, se registro la siguiente informacion:
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En el estudio de Gaitan se utilizé la concentracion con poloxamero del 10% y liber6 un 100%
a las 24 h. Por tal motivo, se decidié utilizar poloxdmero en el presente estudio pero con
concentraciones al 14%, 17% y 20%, aunque también se evalud la liberacion de tramadol

con una formulacion con la concentracion de poloxamero al 10% (Gaitan, 2010).

Mientras tanto, en el estudio de Mendonca, en la formulacion con poloxdmero al 20%, se
liber6 un 60% de tramadol; en la formulacion con poloxamero al 30% liberé un 30% de
tramadol y en la formulacién con poloxamero al 35% se liberé un 24% de tramadol, ocurrido

en un lapso de 24 h.

En el estudio de Mendonca solo fue posible medir a las 24 h pero en el presento estudio, con
el uso de un dispositivo Float-A-Lizer para dialisis con un tamafio de poro de 50 kDa se
cuantifico la liberacién de los formulados disefiados, por 72 h, obteniendo los siguientes

resultados:

Las formulaciones TP20 y TP17 liberaron tramadol alrededor del 10-20% a las 72 h. La
formulacién TP14 liberd el 40% de tramadol a las 72 h y la formulacion TP10 liber6
alrededor del 70-80% a las 72 h en comparaciones con las formulaciones FT y FC que

alcanzaron del 90-100% después de 4 h.

Mientras tanto, las formulaciones en las que no se utilizaron membranas de dialisis, como
TP20 y TP17, liberaron alrededor de 95-100 % a las 72 h. Las formulaciones TP10 y TP14
alcanzaron una liberacién a las 48 h en comparacion con FT y FC que alcanzaron el 90%
después de 2 h. Por tanto, los resultados de este estudio confirman con lo establecido por
Gaitan y Mendonca [18,30,31]. (Gaitan, 2010, Mendonca et al., 2015 y Guzman et al., 2009).

Asi como evaluamos los resultados de nuestro estudio y lo comparamos con los resultados
del estudio de Gaitan y Mendonca, el efecto de relacionar las formulaciones se debe a la
temperatura y concentracion del poloxamero, ya que a bajas temperaturas tanto el OXIDO
DE POLIPROPILENO (PPO) como el OXIDO DE POLIETILENO (PEO) son solubles en
agua. Cuando la temperatura aumenta, las unidades de OXIDO DE POLIPROPILENO
(PPO) se deshidratan y se afiaden asi, creando un nicleo micelar mientras que las unidades
de OXIDO DE POLIETILENO (PEO) son hidrofilas, formando el ndcleo micelar y
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permaneciendo hidratadas (Gaitan, 2010, Mendonca et al., 2015, Guzman et al., 2009,
Klouda et al., 2008).

La micelizacion ocurre en soluciones diluidas de copolimeros de blogue en solventes
seleccionados por encima de la concentracion critica de micelas a una cierta temperatura. A
concentraciones mas altas, por encima de una concentracion de gel critica, las micelas se

pueden ordenar en una red (Guzman et al., 1994).

Se puede decir que la concentracion del poloxamero es inversamente proporcional a la
liberacion del farmaco en el medio, lo que resulta en una liberacion de casi 70% a las 72 h
para la formulacion que contiene poloxamero al 17%, por lo que para los préximos estudios
in vivo, esta formulacion debe usarse ya que se elimina en su mayoria y se espera encontrar

concentraciones plasmaticas terapéuticas alrededor de este periodo.

En las graficas 4 y 5 se exhibio el flujo de las formulaciones con concentraciones de
poloxamero 17% y 20%, el resultado es fluido no newtoniano, lo que indic6 que la viscosidad
a 38°C y 45°C disminuye cuando aumenta la velocidad de deformacidn, sin embargo, al tener
una formulacion a 25°C, dicho fluido se comporta como un fluido newtoniano, es decir, que
un fluido con un esfuerzo de corte representativo trabaja en funcién de la velocidad de cizalla,
formando una linea recta, como se observa en la figura 4, comparando el comportamiento
general observado, de esta manera se coincide con los estudios de Wszolek, Rubio-
Hernandez y Wang obtuvieron (Ho et al., 1999, Sha et al., 2005 y Hartung et al., 2018) lo
que significa que la viscosidad aparente disminuye al aumentar el flujo de cizalla de

deformacion.

Este resultado es debido a la ruptura de la estructura interna del fluido, es decir, se refiere a
que la viscosidad disminuye al aumentar la velocidad de cizalla y muestra que la viscosidad
de la formulacién de tramadol disminuye y permanece liquida a una temperatura de 25°C, la
cual no corresponde con la temperatura corporal del paciente en futuros estudios (caninos

domeésticos).

Considerando los resultados del estudio de Ricci, muestra sus resultados reolégicos con
mediciones de viscosidad y temperatura 6ptima de sol-gel y se muestra que los geles de
poloxamero 407 son pseudoplasticos; por lo tanto, cuando se deforma por el flujo de barrido
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la viscosidad disminuye. Ademas, tomando en cuenta la informacion en el trabajo de Ricci
trabaja en conjunto con los resultados de la misma investigacién, se determind que la
temperatura de transicion sol-gel se reduce al aumentar la concentracion de polimero, en este
caso la concentracion de poloxamero 407 con 17% y 20% (Scott et al., 1998 y Navarra et al.,
2005).

9. CONCLUSIONES

El objetivo de este estudio fue disefiar un sistema in vitro previo a la administracion
subcutanea en perros, para asegurar un comportamiento de liberacién prolongada del
clorhidrato de tramadol (Klouda et al., 2008).

Se obtuvo una formulacion de liberacion modificada de tramadol a partir de una matriz
polimérica (poloxamero 407) que logra una liberacion prolongada del ingrediente activo en
comparacion con la formulacion disefiada y también con la formulacion del producto
comercial, lo que podria permitirlo con una sola dosis del formulado, las concentraciones

terapéuticas del analgésico pueden permanecer durante mas de 72 h.

Incluso pueden durar hasta 100 h (4 dias), lo que reduce el manejo del paciente y permite que

se cumpla el tratamiento estando dentro del margen terapéutico.

Las concentraciones de poloxamero de 17% y 20% a temperaturas de 38°C y 45°C mostraron
alteracion de la viscosidad, debido a la ruptura de la estructura interna del fluido, siendo
Optima esta temperatura para la transicion de la formulacion a un sol-gel, segun los estudios

de reologia y liberacidn, ya que coincide con la temperatura corporal de los perros es >38°C.

La alteracién de la viscosidad determina que la transicion de la formulacién de liquido a sol-
gel cumpla con el objetivo establecido de ser un gel termo-reversible para la formacion de
micelas relacionadas con temperaturas y concentraciones criticas, mismos resultados se

observaron en la prueba invitro de liberacion y reologia.

También se presentaron los resultados de liberacion y sus propiedades reoldgicas de las

formulaciones del clorhidrato de tramadol a diferentes concentraciones con el poloxamero
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407, los cuales fueron necesarios utilizar para predecir sus propiedades de uso final (Guzman
etal.,, 1994y Calderas et al., 2016).

Se realizaran estudios in vivo en investigaciones posteriores para conocer la farmacocinética
de las formulaciones disefiadas en este proyecto, se trabajard con animales de laboratorio y
pequenias especies.

10. REFERENCIAS

Allen, L.V., Popovich, N.G., Ansel, H. 2011. Ansel’s pharmaceutical dosage froms
and drug delivery systems, 9 ed. Wolters Kluber. Philadelphia, USA.
Alvarez-Lorenzo, J.; Gonzalez-Lopez, M.; Fernadez-Tarrio.; Sandez-Macho, I.;
Cocheiro, A. 2007. Tetronic micellization, gelation and drug solubilization: Influence
of pH and ionic strenght. Eur. J. Pharm. Sci. 66, 244-252.

Arjunan, V.; Santhanam, R.; Marchewka, M.K.; Mohan, S. 2014. Comprehensive
quantum chemical and spectroscopic (FTIR, FT-Raman, H, 1*C NMR) investigation
of O-desmethyltramadol hydrochloride an active metabolite in tramadol — An
analgesic drug. Spectrochim. Acta. A. Mol. Biomol. Spectrosc.122, 315-330.

Baker, B.B.; Sladky, K.K.: Johnson, S.M. 2011. Evaluation of the analgesic effects
of oral and subcutaneous tramadol administration in red-eared slider turtles. J.
Am.Vet. Med. Assoc. 238(2); 220-227.

Balakrishnan P.; Park, E-K.; Song, K.C.; Ko, H.J.; et al. 2015. Carbopol-
Incorporated Thermoreversible Gel for Intranasal. Molecules. 20(3), 4124-4135.
Barnes, H.A. 2000. A Handbook of elementary rheology. University of Wales. 55-
60, 141-149.

Barter LS. 2011.Rabbit analgesia. Vet. Clin. North. Am. Exot. Anim. Pract., 14:93-
104.

Bhattacharjee, G.; Verma, G.; Aswal, V.K.; Patravale, V.; Hassan, P.A. 2013.
Microstructure, drug binding and cytotoxicity of Pluronic P123-aerosol OT mixed
micelles, RSC Adv. 3, 23080-23089.

56




Black, P.A.; Cox, S.K.; Macek, M. 2010. Pharmacokinetics of tramadol
hydrochloride and its metabolite o-desmethyl tramadol in peafowl (Pavo cristatus).
J. Zoo. Wildl. Med. 1(4):671-676.

Brayfield, A. 2014. Tramadol hydrochloride. In: Brayfield A (ed): Martindale: The
complete drug reference. Pharmaceutical Press. London, pp: 4688.

Calderas, F.; Medina-Torres, L.; Linares-Alba, M.A.; Urbano-Lopez, H.E.; Bernad-
Bernad, M.J.; Manero, O. 2016. Rheology of the ultrasound-induced gelation in
poloxamer aqueous solutions. Rheologic Acta. 55-781-787.

Cardot JM, Beyssac. E. 1993. In vivo/in vitro correlations: Scientific implications and
standardisation. Eur J of Drug Metab Pharmacokinet. 18 (1):113-120

Carrion, R.D.; Gonzélez, D. C.A.; Olivera, R.A.; et al. 1999. Bioequivalencia.
Introduccion a la correlacién in vivo-in vitro. Parte 1. Rev. Cubana. Farm. 33 (2):137-
142.

De Larrad, F. 1999. Concrete mixture proportioning a scientific approach in: S.
Mindess, A. Bentur (Eds.). Modern Concrete Technology Series No. 7, E FN S PON,
London 421.

Deore, R.; Kavitha, K.; Tamizhmani, T. 2010. Preparation and evaluation of sustained
release matrix tablets of tramadol hydrochloride using glycerylpalmitostrarate. Trop.
J. Pharm. Res. 9(3), 275-281.

Derakhshanden, K.; Fashi, M.; Seifoleslami, S. 2010. Thermosensitive pluronic
hydrogel: prolonges injectable: prolonged injectable formulation for drug abuse.
Drug Des. Devel. Ther. 4, 255-262.

Dighe SV. 1995. Development of disolution test for immediate release and modified
release oral dosage forms.Report Pre-Conference Bio-International’94. Pre-
Conference Satellite Symposium on in vitro-in vivo correlation; 1994 June 14;
Munich: International Pharmaceutical Federation. 247-55.

Emami, et al., 2006. In vitro — in vivo correlation: from theory to applications. J
Pharm Pharm Sci; 9(2): 169-189

Emmerson, R.W., Poppe, A. 1999. Editorial Il tramadol revisited. Br. J. Anaesth. 82,
493-495.

57




Escobar-Chavez, J.J.; Lopez-Cervantes, M.; Naik, A.; Quintanar-Guerrero, D.;
Ganem-Quintanar, A. 2006. Application of thermo-reversible Pluronic F-127 gels in
pharmaceutical formulations, J. Pharm. Pharm. Sci. 9(3): 339-358.

Gaitan, T. I. Disefio, desarrollo y evaluacion farmacocinética de un preparado
subcutaneo de liberacion modificada de clorhidrato de tramadol en perros. UNAM,
FMVZ, 2010.

Galgatte, U.C.; Chaudhari, P.D. 2014. Preformulation study of poloxamer 407 gels:
effect of additives. Int. J. Pharm.6, 130-133.

Garcia-Quetglas, E., Anzana, J.R., Sadaba, B., et al. 2007. Pharmacokinetics of
tramadol enantiomers and their respective pase | metabolites in relation to CYP2D6
phenotype. Pharmacol. Res. 55, 122-130.

Giorgi, M.; Saccomanni, G.; Lebkowska-Wieruszewska.; Kowalski, C. 2009,.
Pharmacokinetic evaluation of tramadol and its major metabolites after single oral
sustained tablet administration in the dog: a pilot study. Vet. J. 180 (2), 253-255.
Giral, M.; Garcia-Olmo, D,C.; Gomez-Juarez, M. 2014. Anaesthetic effects in the
ferret of alfaxalone alone and in combination with medetomidine or tramadol: A pilot
study. Lab Anim. 48(4):313-320.

Gonzélez, M. N.; Trinidad, N. 2007. Desarrollo farmacéutico de un gel con
poloxamero para aplicacion topica con ibuprofeno. Coordinacion General de Estudios
de Posgrado, UNAM.

Goodwyn, I. W. y Hudhes, R. W. Rheology for Chemist. 2008. An ntroduction. 2"
edition, RSC Publishing.

Grundy, J.S. Anderson KE, Rogers JA. 1997. Studies on dissolution testing of the
nifedipine gastrointestinal therapeutic system. I. Description of a two-phase in vitro
dissolution test. J Controll Release. 48: 1-8.

Grundy JS, Anderson KE, Rogers JA. 1997. Studies on dissolution testing of the
nifedipine gastrointestinal therapeutic system. Il. Improved in vivo/in vitro
correlation using a two-phase dissolution test. J. Controll Release. 48:9-17.
Gustavsson, A.; Bjorkman, J.; Ljungcrantz, C.; etal. 2012. Pharmaceutical treatment

patterns for patients with a diagnosis related to chronic pain initiating a slow-release

58




strong opioid treatment in Sweden. International Association for the study of pain.

153, 2325-2331.

Guzman, M., Aberturas, M. R., Garcia, F., and Molpeceres, J. 2009. Geltine gesls and
polyoxyethylene-polyoxypropylene gels: Comparative study of their properties, Drug
Dev. Ind. Phar., 2041-2048.

Guzméan, M., Aberturas, M.M., Garcia, F., and Molpeceres, J. 1994. Gelatine gels and
polyoxyethylene-polyoxypropylene gels: Comparative study of their properties, Drug
Dev, Ind, Pharm.20, 2041-2048.

Hartung, T. 2018. Perspectives on In vitro to In vivo Extrapolations. Applied In vitro
Toxicology. 4, 4.

Ho, S.; Wang, J-T.; Liaw, W-J.; Ho, C-M.; Li, H-M. 1999. Determination of tramadol
by capillary gas chromatography with flame ionization detection. Application to
human and rabbit pharmacokinetics studies. Journal of Chromatography B. 736, 89-
96.

Katzung, B.G; Masters, F.B; Trevor, A.J. Farmacologia basica y clinica, 122 ed.;
McGraw Hill: México, 2013.

Khosrojerdi, H.; Talesh, G.A.; Danaei, G.H.; et al. 2015. Tramadol half life is dose
dependent in overdose. DARU. Journal of pharmaceutical sciences. 23:22

Kilburn, J.J.; Cox, S.K.; Kottyan, J. 2014. Pharmacokinetics of tramadol and its
primary metabolite o-desmethyltramadol in African penguins (Spheniscus demersus).
J. Zoo. Wildl. Med.45(1):93-99.

Klouda, L.; Mikos, A.G. 2008. Thermoresponsive hydrogels in biomedicals
applications. Eur. J. Pharm. Biopharm. 68 (1), 34-45.

Kogel, B.; Terlinden, R.; Schneider, J. 2014. Characterisation of tramadol, morphine
and tapentadol in an acute pain model in beagle dogs. Vet. Anaest. Analg. 41, 3, 297-
304.

Lagard, C.; Chevillard, L.; Malissin, I., et al. 2016. Mechanisms of tramadol-related
neurotoxicity in the rat: Does diazepam/tramadol combination play a worsening role

in overdose?. Toxicology and applied pharmacology. 108-119.

59




Liang, M.; Zheng N.; Xiangyang, C.; Liang L.; Yan, L.; Ming, J. 2011.
Determination of tramadol by capillary GC-FID and a study of postmortems
distributions in rats. Rom. J. Leg Med. 201, 19, 45-50.

Liu, C.B. 2007. Controlled delivery of recombinant hirudin based on thermo-
sensitive. Colloids and Surfaces a-Physicochemical and Engineering Aspects.
Mabrouk, M.; Beherei, H, H.; EIShebiney, S.; Tanaka, M. 2018. Newly developed
controlled release subcutaneous formulation for tramadol hydrochloride. Saudi.
Pharm J.

Maderuelo, C.; Zarzuelo, A.; Lanao, J.M. 2011. Critical factors in the release of
drugs froms sustained release hydrophilic matrices. J Control. Releas. 154, 2-19.
Marcos, B.X.E. 2016. Caracterizacion fisicoquimica de mezclas pluronics-polimeros
derivados de la celulosa para su uso en formulaciones farmacéuticas, Tesis para
obtener el grado de Doctora en Ciencia, Faculty of Chemistry, National Autonomous
University of Mexico.

Mathwes, K.; Kronen, P. W.; Lascelles D.; et al. 2014. Guidelines for recognition,
assessment, and treatment of pain. Journal of Small Animal Practice.

Matthew, J.E.; Nazario, Y.L.; Roberts, S.C.; Bhatia, S.R.. 2002. Effect of mammalian
cell culture medium on the gelation properties of Pluronic PF127. Biomaterials., 23,
4615-4619.

Mayol, L.; Biondi, M.; Quaglia, S.; Fusco, S.; Borzacchielo, A.; Ambrosio, L.; La
Rotonda, M.1. 2010. Injectable thermally responsive mucoadhesive gel for sustained
protein delivery. Biomacromolecules. 12, 28-33.

Mendonca,D. A.C.; Akkari, A.C.; Ferreria, I.R.; Maruyama, C.R.; Pascoli, M.;
Ghilherme, V.A.; de Paula, E.; Fraceto, L.F.; de Lima, R.; Melo Pda.S.; de Araujo,
D.R. 2015. Poloxamer-based binary hydrogels for delivering tramadol hydrochloride:
sol-gel transition studies, dissolution-release Kkinetics, in vitro toxicity, and
pharmacological evaluation. Int. J. Nanomedicine. 10, 2391-2401
Formas farmacéuticas de liberacion modificada y estereoisomeros. Boletin de
informacién Farmacoterapéutica de Navarra. 2005, 13 (1).

Papich, M.G.; Kukanich, B. 2004. Pharmacokinetics of tramadol and the metabolite
O-desmethyltramadol in dogs. J Vet Pharmacol Ther. 27, 239-246.

60




Peng, S.; Lin, Y.J.; Cheng, M.H.; Wu,C.W.; Chu,l.M. 2016. A cell compatible
OXIDO DE POLIETILENO (PEO) -OXIDO DE POLIPROPILENO (PPO) -OXIDO
DE POLIETILENO (PEO) (Pluronic ®) — based hydrogel stabilized through
secondary structures. Mater. Sci. Eng. C. 421-428

Pereira, G.G.; Dimer, F.A.; Guterres, S.S.; Kechinski, C.P.; Granada, J.E.; Cardozo,
N.S.M. 2013. Formulation and characterization of poloxamer 407®:
thermorreversible gel containing polymeric microparticlesand hyaluronic acid. Quim.
Nova. 36, 1121-1225.

Plumb’s, D.C. Handbook Drug Veterinary, 6th ed; PharmaVet Inc: Stockholm,
Wisconsin, 2008.

Raffa, R.B. 2008. Basic pharmacology relevant to drug abuse assessment: tramadol
as example. J. Clin. Pharm. Ther. 33, 101-108.

Raffa, R.B.; Buschman H.; Christoph, T.; et al. 2012. Mechanistic and functional
differentiation of tapentadol and tramadol. Expert Opinion on Pharmacotherapy. 13,
1437-1449.

Reiman, W.; Schneider, F. 1998. Induction of 5-hydroxy-tryptamine release by
tramadol, fenfluramine and reserpine. European Journal of Pharmacology. 349, 199-
203.

Riviere, J. E.; Papich, M.G. Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 10" ed.;
Willey Blacwell: USA, 2017.

Rojas, G.R., Restrepo, V.P. 2015. Modelo de correlacion farmacocinético in vitro-in
vivo para el aseguramiento de la calidad de medicamentos antirretrovirales. Colomb.
Med. 46(3): 109-116

Scott, R.; Perry, J. Introduction to analytical gas chromatography chromatographic
sciences, 2" ed; Marcel Dekker Inc:  6th ed; PharmaVet Inc: New York, 1998.
Sha, Y.F.; Shen, S.; Duan, G.L. 2005. Rapid determination of tramadol in human
plasma by headspace solid-phase microextraction and capillary gas chromatography-
mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 37, 143-
147.

61




Shah V.P., Skelly JP, Barr WH, Malinowski H, Amidon GL. 1992. Scale-up of
controlled-release products. Preliminary considerations. Pharm Technol. (May):35-
40.

Siewert, M. 1995. In vivo validation of in vitro dissolution test and specifications:
applications for controlled/modified release products. Report Pre-Conference Bio-
International”94. Pre-Conference Satellite Symposium on in vitro-in vivo correlation;
1994 June 14; Munich: International Pharmaceutical Federation. 293-9.

Silberberg, A. 1977. Basic Rheological Concepts. In Mucus in Health and Disease,
Ed. M. Elstein, DV. Podke, New York: Plenum, 181-190.

Skelly JP, Amidon GL, Barr WH, Benet LZ, Carter JE, Robinson JR, et al. 1990. In
vitro and in vivo testing and correlation for oral controlled/modified release dosage
forms. J Controll Release. 14:95-106.

Souza, M.J.; Guzman, D.S.M.; Paul-Murphy, J.R. 2012. Pharmacoki- netics after
oral and intravenous administration of a single dose of tramadol hydrochloride to
Hispaniolan Amazon Parrots (Amazona ventralis). Am. J. Vet. Res. 73(8):1142-1147.
Stoelting, R.K. 1999. Opioid agonists and antagonists. In: Stoelting RK (ed.):
Pharmacology and Physiology in Anesthetic Practice. Lippincott W & W,
Philadelphia. 77-112.

Subedi, M.; Shalini, Bajaj., Maushmi S.K.; Mayur, Y.C. 2018. An overview of
tramadol and its usage in pain management and future perspective. Biomed
Pharmacother. 111, 443-451.

Subramanian, K.G.; Vijayakumar V. 2012. Synthesis and evaluation of chitosan-
graft-poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-itaconic acid) as a drug carrier for
controlled release of tramadol hydrochloride. Saudi. Pharm. J. 20, 263-271.
Sumano, L. H.; Ocampo, C. L.; Gutiérrez, O.L. Farmacologia Veterinaria, 4? ed.;
McGraw Hill: México, 2005.

Tao. Q; Dennis, J.; Stone, J.; Michael, R. Jean-Bart, V.; Codd, E.; Coogan, T.; Desai-
Krieger, D.; Liao, S.; Raffa, R.B. 2001. Gas chromatographic method using nitrogen-
phosphorus detection for the measurement of tramadol and its O-desmethyl
metabolite in plasma and brain tissue of mice and rats. Journal of Chromatography
B. 763, 165-171.

62




Taylor, B.F.; Ramirez, H. E. Battles, A.H. 2016. Analgesic activity of tramadol and
buprenorphine after voluntary ingestion by rats(Rattus norvegicus). J. Am. Assoc.
Lab. Anim. Sci. 55(1): 74-82.

Vadivelu, N.; Mitra, S.; Narayan, D. 2010. Recent advances in postoperative pain
management. Yale Journal of Biology and Medicine.. 83, 11-25.

Vazzana, M.; Andreani, T.; Fangueiro, J.; Faggio, C.; Silva, C.; Santini, A.; Garcia,
M.L.; Silva, A.M.; Souto, E.B. 2015. Tramadol hydrochloride: Pharmacokinetics,
pharmacodynamics, adverse side effects, co-administration of drugs and new drug
delivery systems. Biomed Pharmacother. J. 70, 234-238.

Villarejo, M.; Murillo J.; Alvarado H. 2000. Farmacologia de los agonistas y de los
antagonistas de los receptores opioides. REIC. 1(2), 106-137.

Volkmer, E.; Leicht, U.; Moritz, M.; Schwarz, C.; Wiese, H.; Milz, S.; Matthias, P.;
Scholoegl, W.; Friess, W.; Goettlinger, M.; Augat, P.; Schieker. 2013. Poloxamer-
based hydorgels hardening at body core temperature carriers for cell based therapies:
in vitro and in vivo analysis. J. Mater. Sci. J. 24. 2223-2234.

Wang, J.; Zhang L.; Q., Chi,H.; Wang, S. 2016. An alternative choice of lidocaine-
loaded liposomes: lidocaine-loaded lipid—polymer hybrid nanoparticles for local
anesthetic therapy, Drug Deliv. 23(4): 1254-1260

Wolfe, A.M.; Kennedy, L.H. 2015. Efficacy of tramadol asa sole analgesic for
postoperative pain in male and female mice. J. Am. Assoc. Lab. Anim. Sci.
54(4):411-419.

WSAVA. Global Veterinary Community, Guidelenes for recognition, assessment and
treatment of pain. Journal of Small Animal Practice. 2014. 1-59.

Wu, W.N., McKown, L.A., Liao, S. 2002. Metabolism of the analgesic drug
ULTRAM (tramadol hydrochloride) in humans: API-MS and MS/MS
characterization of metabolites. Xenobiotica. 32, 411-425.

Xu, X.; Khan, M.A.; Burgess, D.J. 2012. A two-stage reverse dialysis in vitro
dissolution testing method for passive targeted liposomes. Int. J. Pharm. 426, 211-
218.

63




Yap, L-S.; Yang, M.C. 2016. Evaluation of hyrogel composing of Pluronic F127 and
carboxymethyl hexanoyl chitosan as injectable scaffold for tissue engineering
applications. Colloid. Surface B. 204-211.

Yu, L.; Di, J. 2008. Inyectable hydrogels as unique biomedical material. Chem. Soc.
Rev. 37, 1473-1481.

64




11. ARTICULOS PUBLICADOS
Publicado:

1. Ortega E; Bernad MJ; Gracia J; Vargas D; Ocampo L. In vitro release of new
modified-release tramadol HCI designs and their rheological characterization.
International Journal of Pharmacology. 17 (1): 28-37, 2021. DOI: 10.3923/ijp.2021
ISSN 1811-7775

2. Ortega E.; Bernad MJ; Gracia J; Vargas D; Ocampo L. In vitro release of new
designs of modified-release tramadol hydrochloride included in a polymer matrix.
Pakistan Journal of Pharmaceutical Research. 34, 5, 1783-1790. 2021. DOI:
10.36721/PJPS.2021.34.5. REG.1783-1790.1

65




International Journal of
Pharmacology

ISSN 1811-7775

science ansinet

alert T Network for Sientifc nformation




3 OPEN ACCESS International Journal of Pharmacology

ISSN 1811-7775
DOI: 10.3923/ijp.2021.28.37

@ CrossMark

Research Article
In vitro Release of New Modified-Release Tramadol HCI Designs
and Their Rheological Characterization

'Elizabeth Ortega, “Maria ). Bernad, *Jesus Gracia, 'Dinorah Vargas and 'Luis Ocampo

'Department of Physiology and Pharmacology, Veterinary Medicine School, National Autonomous University of Mexico, Mexico
’Pharmaceutical Technology, Faculty of Chemistry, National Autonomous University of Mexico, Mexico
*Department of Inorganic Chemistry, Faculty of Chemistry, National Autonomous University of Mexico, Mexico

Abstract

Background and Objectives: Tramadol is a widely used analgesic due to its efficacy and lower incidence of adverse effects, but it has a
short time of action. In this study, various formulations of 5% tramadol HCl in a poloxamer 407-based matrix system were designed at
different concentrations (10, 14, 17 and 20%) to achieve a modified release formulation. Materials and Methods: Rheological-
characterization and release /n vitro using an Ultraviolet (UV) spectrophotometer. The results were compared with tramadol salts
without excipients (T) and reference medicine (R). The follow-up time was 72 hrs and the use or absence of a dialysis membrane with a
porosity of 50 kDa was also compared. Results: When the membrane was used, the formulations name TP,,, TP, TP,; and TP, had a
release of 98, 50, 23 and 16% each at 72 hrs, exceeding 3 times the release time of T and R. When membranes are not used, the TP, and
TP,, formulations achieved this in 48 hrs instead of the 2 hrs required by the T and R formulations. The use of the 50 kD dialysis
membrane was more discriminating as it allowed to differentiate both the quantity and the speed of the tramadol release process.
Conclusion: Modified-release formulations were obtained, which retain and prolong tramadol hydrochloride release to the reference
medicine, which could reduce the daily dose frequency and help to comply with the analgesic treatment in patients with pain.
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INTRODUCTION

One of the responsibilities of a veterinarian specialized in
dogs and cats, besides attacking the origin of the disease, is to
preserve the patient’s quality of life, controlling pain'2. Pain is
defined as an unpleasant sensory experience for the animal
indicating that there is damage or alteration to the integrity of
the tissues and is administered with the purpose to obtain
analgesia in several species, both domestic** and zoo*®.

Within the analgesics, the tramadol has recently been
used in clinics and hospitals of dogs and cats due to the safety
it generates to manage mild pain to severe pain with minimal
adverse effects®. Tramadol is characterized by being a bitter
white crystalline white powder, which has a solubility of
0.75 mg mL™, is soluble in water and ethanol, has a
molecular weight of 263.19 g mol~" and a visible detection of
272-279 nm'°,

Papich and Kukanich' refer to therapeutic concentrations
of tramadol hydrochloride in the blood of 0.5-1.7 hrs in
plasma ~ s samples in dogs, being that at 6 hrs maximum
therapeutic concentrations are obtained, so it is necessary to
re-dose 3 or 4 times a day to cover overtime in the therapeutic
window'2. For this reason, the approach of this work is to
obtain a formulation that maintains therapeutic plasma
concentrations for a longer time compared to those
formulations of conventional and immediate release and thus
once again used in the clinic of dogs and cats that pain
management in patients do not persist and patients have a
favourable quality of life'>'4,

Opioids are potent painkillers, such as morphine, fentanyl,
buprenorphine and butorphanol, to name a few, but they
have some adverse effects: Constipation, nausea, vomiting,
sedation, itching and respiratory depression'. The advantage
of tramadol is that its damaging effects are minimal or zero
compared to other opioids. In this way, tramadol's long-acting
is justified for clinical cases in small species'®®,

/n vitro, modified-release studies have been published
based on tramadol hydrochloride formulated with various
polymers, including chitosan, carbopol, or poloxamer (407 or
188) added in different concentrations. In these studies, as the
polymer concentration increases, the drug release time
increases; however, it has only been possible to reach up to
24 hrs to release the active principle, compared to tramadol
formulation without polymer'72°, Based on these published
results, it was decided to work with poloxamer 407, increasing
the percentage in the formulation (>10%) to achieve a
prolonged release of the drug at least two days, surpassing the
predecessor and characterizing the formulations rheological
viscosity analysis.
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The poloxamer 407 (Pluronic F127)isatriblock copolymer
of the type polyethylene oxide (hydrophobic portion),
polypropylene oxide (hydrophobic portion) and polyethylene
oxide (hydrophilic portion), which, when in contact with
water, forms a gel'®?'. They are non-ionic surfactants that are
used in the pharmaceutical industry as excipients in various
pharmaceutical formulations?2. Poloxamer 407 provides an
excellent drug delivery system to be used by different routes
of administration and is compatible with other substances.

Poloxamer 407 is a negative thermosensitive hydrogel,
which below a temperature is in the liquid state and its
gelation occurs in the healing process when the so-called
Critical Micellar Temperature is reached, it has been reported
to be 24°C%, which allowed aqueous solutions at low
concentrations to have the ability to self-organize in the form
of micelles above the Critical Micellar Concentrations and
Critical Micellar Temperature?2,

This work's objective was to evaluate the /n vitrorelease
of a tramadol hydrochloride design that reaches a longer
half-life compared to the commercial immediate-release
formulation and then administer it in dogs in subsequent
work. In this paper, the results of the rheological properties of
tramadol formulations at different concentrations with
poloxamer 407, which were carried out to predict their
end-use properties, are also presented.

MATERIALS AND METHODS

The release study was carried out at the Department of
Physiology and Pharmacology, Veterinary Medicine Faculty,
National Autonomous University of Mexico, Mexico City,
Mexico, from January-November, 2018.

The rheological study was carried out at the Department
of Pharmacy, Chemistry Faculty, National Autonomous
University of Mexico, Mexico City, Mexico, from January-July,
2019.

Materials: Tramadol hydrochloride was donated from PISA
Agropecuaria SA de CV (Mexico), poloxamer 407 commercially
known as Pluronic F127 and the solution of HEPES from Sigma
Aldrich® (St. Louis, MO) and Float-A-Lyzer (5 mL, 50 kDa MWCO
cellulose ester) were obtained from Biotech (Mexico).

Equipment: An incubator with a shaker and programmed
temperature (Hanchen, ES-60, Shanghai, China) was used in
this study. This incubator was set to deliver a temperature of
38.0°C. The incubator's door was closed and samples were
shaking to 100 rpm for 72 hrs (Fig. 1).
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Fig. 1: /n vitro release studies of tramadol formulations in the matrix system and compared with tramadol salts and reference

drug

TPy, TPy4, TP, TP,o: Formulations with poloxamer 407 at 10, 14, 17 and 20%, T: Without poloxamer, R: Reference drug

Equipment of Spectrophotometer S2000 (Ocean Optics,
Inc., NY, USA) and a quartz cuvette with a 10 mm optical
spectrophotometer. Obtaining a spectrum requires manually
measuring the transmittance (see the Beer-Lambert Law) of
the sample and solventat each wavelength. The double-beam
design greatly simplifies this process by measuring the
transmittance of the sample and solvent simultaneously. The
detection electronics can then manipulate the measurements
to give the absorbance (Fig. 1).

A rheometer of controlled efforts Discovery HR-3
(TA-Instruments, DE, USA) Controlled efforts geometry:
Concentric cylinders. Solutions were tested under linear
viscoelastic time sweeps with simultaneous ultrasound
application to monitor the gelation process. The resulting gel
was characterized under linear oscillatory frequency sweeps
and stress relaxation tests at room temperature (25, 38 and
45°C) (Fig. 1).

Experimental method

Preparation of the formulation with pluronic 407 (F127):
The “cold method” was adopted for the preparation of
thermo-reversible formulations of 5%  tramadol
hydrochloride and the required amount of poloxamer
407 (Pluronic F127, Sigma Aldrich®, St. Louis, MO),
according to the required formulation (10, 14, 17 and 20%)
respectively, which was mixed according to Matthew's
method for a final volume of 100 mL with deionized water®.

A total of 6 formulations were prepared: R is the
Reference drug (Immediate Release 5%  Tramadol
Commercial Product). T (Tramadol without the addition of
poloxamer), 5gof tramadol was weighed on a precision
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analytical balance PA124C (Ohaus, NJ, USA), then added to a
100 mL beaker in which 20 mL of deionized water was
also added.

TP, the above procedure was developed, then 10 g of
poloxamer 407 (Plutonic F127) was weighed and carefully
poured into the solution while stirring with a magnetic stirrer
(IKA®, Staufen, Germany) deionized water was added to reach
a 100 mL solution. The procedure was carried out in a cold
room, using the “cold method"?.

For TP,,, TP,; and TP,,, the same procedure was carried
out; only the concentrations of poloxamer 407 (Pluronic F127)
were varied at 14, 17 and 20% (Fig. 1).

In vitro release using 50 kDa membranes: Based on the
Xu et al* technique, Float-A-Lyzer (5 mL, 50 kDa MWCO
cellulose ester) were used and 0.5 mL of each formulation
containing 5% of tramadol hydrochloride with 10% of
poloxamer, 14, 17 and 20%, named: TP,o, TP;,, TP;; and TP,
respectively.

The release medium was into a baker with 333 mL of
HEPES Buffer solution with a pH 7.4 at a temperature of 38°C
with 100 rpm, then 3 mL of each of the formulations was taken
at certain times that should be released in the solution with
HEPES Buffer with a pH 7.4, the times of sampling were: 0.25,
0.5,1,2,4,6,8,10,12,24,36,48,60 and 72 hrs, they have still
incorporated 3 mL to HEPES Buffer solution again into the
baker.

Dialysis membrane of 50 kDa was used for the release
tests of each formulation with their three respective
repetitions, considering the reference sample without the
addition of the poloxamer (T) and the commercial product (R)
presents an immediate or conventional release (Fig. 2a).
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In vitrorelease without uses of a membrane: Based on the
technique of Marcos et a/*', 0.5 mL of each formulation: TP,,,
TP,4, TP, and TP, were placed in a 5 mL beaker, the release
medium was 4 mL of HEPES Buffer Solution witha pH 7.4 ata
temperature of 38°C with 100 rpm, then 3 mL of each of the
formulations were taken at certain times that must be released
into the solution with HEPES Buffer, the sampling times were:
0.25,05,1,2,4,6,8,10,12,24,36,48,60 and 72 hrs.

As each of the samples was being obtained, 3 mL were
added to the HEPES Buffer solution medium with apH of 7.430
(Fig. 2b).

In this case, not a single dialysis membrane was used for
the release tests of each of the formulations (Fig. 2b).

Note: The 3 mL sampling was carried out to recover the
total concentration released from the formulation at each
moment and to avoid supersaturation of the solvent. It was
sought to control the Sink's conditions of the dissolution
medium's volume and avoid that the concentration gradient
controlled it20283233.

Spectroscopictechnique: The tramadol calibration curve was
prepared with concentrations of 0.001-0.15 mg mL™" in a
HEPES buffer solution with a pH of 7.4.

Samples of each formulations TP,o, TP;,, TP, TP, T and
R with and without membrane were analyzed through the
Spectrophotometer S2000 (Ocean Optic, Inc, USA), the
absorbance was measured at a wavelength of 273.13 nm
(Fig. 1 and 2a-b).
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Based on the study of Dos Santos et a/** to obtain the
release efficiency concentration of tramadol, the next
equation was considered:

Release group amount N

Release drug (%) = 100

Actual drug content

Rheology tests: A rheological study was carried out using
6 formulations of tramadol at different temperatures: 25, 38
and 45°C with a concentration of poloxamer at 17 and 20%
named as TP, (25), TP,, (38), TP, (45), TP, (25), TP, (38) and
TP, (45°C). Subsequently, samples of approximately 1 mL of
the formula were collected at each of the referred
temperatures (25, 38 and 45°C), consecutively, they were
stored in previously identified glass test tubes with a
capacity of 10 mL, which were stored for later analysis. All
rheological measurements were performed with controlled
efforts geometry: Concentric cylinders, (Discovery HR-3.
TA-Instruments) located in the Faculty of Chemistry, building
F, area of Pharmaceutical Technology, National Autonomous
University of Mexico, was used.

Sample preparationforrheological analysis: All formulations
have 5% tramadol, as already mentioned. The drug's dosage
was carried out individually according to the manufacturer's
instructions and was calculated based on a proportional dose
derived from what corresponds to a parenteral dose. in the
dog (the target species): 5 mg kg='2.
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(a) Concentration at 17% and (b) Concentration at 20%

It was necessary to compare the analysis results with the
temperatures of 25, 38 and 45°C because the tramadol
formulation's viscosity is temperature-dependent. It is
necessary to determine if gel formation will occur from the
poloxamer 407 in the dogs' temperature (the target species),
38-39.5°C'. What did not happen with the other formulations
(TP,pand TP,,)?

Simple shear test: Simple shear measurements were
determined at temperatures of 38°C, over a cutting speed
range of 0.1-1000 s~'. For this, a geometry of concentric
aluminium cylinders (double Gap, internal cylinders diameters,
20.38 mm; external cylinders diameters, 21.96 and 59.5 mm
height) was used for samples of the different formulations. The
viscosity was estimated as a function of the cutting speed, n
(y). Only the results obtained from the formulations TP,; and
TP,y are presented, which presented a more prolongedrelease
of tramadol in the chromatographic analysis (Fig. 3a-b).

For the TP,; and TP,, formulations, which had a sol-gel
transition at 38°C, which is the body temperature of the
dog (the target species), Frequency sweeps of the gels,
were performed with tramadol and poloxamer with a
concentration of 17 and 20% at 38°C to know the behaviour
of the elastic modulus (G') compared to the viscous
modulus (G") (Fig. 4a-b).

Statistical analysis: The release percentage of tramadol
hydrochloride is reported through the mean and the standard
deviation of formulations TP,o, TP, TP;5, TPy, T and R were
calculated using ANOVA tests. The Tukey test obtained the
differences among the groups. A value of p<0.05 was
considered statistically significant with the software JMP®.
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Data are reported as the mean X standard deviation (SD).
The normality of the data was determined by the
Shapiro-Wilks test and the Tukey test's homogeneity.
Comparisons were made with the ANOVA test and the
differences between means by the Tukey test.

RESULTS

The data of Fig. 1 shows the design of the /n vitro release
study where 6 formulations of tramadol hydrochloride 5%
were designed in a matrix system based on poloxamer 407 at
different concentrations (10, 14, 17 and 20%, T: no poloxamer
and R:immediate-release tramadol commercial product). The
formulations were administered inside a Float-A-Lyzer (50 kDa
MWCO cellulose ester), which must be compared with each
other. The release study was also carried out without using
dialysis membranes in the respective sampling hours to read
their absorbance in the spectrophotometer later.

The calibration curve was used to determine tramadol
concentration and verify the analytical instrument's correct
functioning, with a correlation coefficient of 0.9995, after
applying the linear regression by least-squares adjustment.

In Fig. 2a, the release percentages of the tramadol
formulation without the addition of excipient (T) and with the
different concentrations of poloxamer (TP,,, TP, TP,; and
TP,e) and with the commercial product (R) were compared,
using a 50 kDa membrane. With the use of dialysis
membranes, TP,, and TP;;, formulations released 10-20%
tramadol in 72 hrs, while the TP,, formulation released 40%
tramadol at 72 hrs and the TP, % formulation released 70-80%
at 72 hrs in comparison with the T and R formulations that
reached 90-100% after 4 hrs. The statistically significant
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difference between the groupsis shown employing the Tukey
test (p<0.05) through JMP Software® (Version 14.SAS Institute
Inc., Cary, NC, 1989-2019): The four formulations with
poloxamer 407 show a difference for T and R, they also offer a
statistically significant difference between them, except for
the TP,; and TPy

In Fig. 2b, the release study was performed without
dialysis membrane, aliquots were only taken to check if the
membrane material retained the release of tramadol
hydrochloride in addition to poloxamer 407, the graph shows
that the TP,,and TP,, formulations released 95-100% at 72 hrs
and the TP,, and TP,, formulation achieved a release at 48 hrs
in comparison with the T and R formulation that reached 98%
after 2 hrs. Based on the results of Fig. 2b, the concentration of
tramadol hydrochloride release in percentage shows that the
concentration of poloxamer 407 is inversely proportional to
the percentage release of each formulation. The figure shows
the statistical analysis through the ANOVA test. The
differences between means of the different concentrations of
poloxamer 407 without dialysis membrane compared to
tramadol hydrochloride without the addition of poloxamer
and with the commercial formulation with a significant
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difference of p<0.05; meanwhile, TP, is the only formulation
with significant differences compared with the rest of
formulations, using JMP Software®.

Rheological results: The result of Fig. 3a-b show the
rheological analysis and the oscillatory flow of the
formulations TP, and TP,,, which occurred at the different
manipulated temperatures (25, 37 and 45°C).

The result of Fig. 3a shows the relationship with the
deformation rate and viscosity for the concentration at the
different temperatures managed for the 17% poloxamer
concentration; the behaviour of the simple shear flow is
shown, which the formulation sample exhibits, with a
poloxamer concentration of 17% at a temperature of 38 and
45°C, the sol-gel transition is formed, the result is a non-
newtonian fluid, indicating that, the viscosity increases, when
the temperature deformation rate increases, which does not
occurwiththe formulation at atemperature of 25°C, therefore
the formulation with a poloxamer concentration of 17% at
25°Chbehaves like a Newtonian fluid, which is a fluid where the
representation of the shear stress is a function of the reaction
rate, creating a straight line as shown.
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In Fig. 3b, for the 20% poloxamer concentration, there is
arelationship between the strain rate and the viscosity, which
indicates that it increases and so does the sol-gel transition.
Therefore, at a higher concentration and even at lower
temperatures below average body temperature<38°C, the
sol-geltransition occurs, it shows the relationship betweenthe
viscosity of the designed formulation (Pascals per second) and
the cutting speed (1 s7') at three different temperatures (25,
38 and 45°C) with a poloxamer concentration of 20%. In this
case, the simple shear flow behaviour exhibited by the
formulation sample with a poloxamer concentration of 20% at
the three temperatures: 25, 38 and 45°C are non-Newtonian.

Rheological results with sol-gel optimum temperature
and viscosity measurements demonstrated that poloxamer
407 gels are pseudoplastic; therefore, when the strain sweep
flow deforms it, its viscosity decreases.

Time sweeps were performed with blank solutions with
and without an active agent (tramadol), recording the elastic
modulus as a function of time. The resulting gel was
characterized under linear oscillatory frequency sweeps and
stress relaxation tests at room temperature (25°C) with a
controlled-stress rheometer (AR-1000 TA Instruments).

The result of Fig. 4a-b show the oscillatory flow analyzes
at a temperature of 38°C of the TP,, and TP,, formulations,
respectively, recording the modulus of elasticity as a function
of time.

The result of Fig. 4a shows a predominant viscous
behaviour at the start of the test, with the viscous
modulus (G") dominating the elastic modulus (G'), as expected
for a viscous liquid.

The concentration of poloxamer 407 with 17% shows that
the sol-gel transition temperature is the point where the
dynamic modules G' and G" intersect, unlike Fig. 4b, which
presents the TP,,, where it is not possible to observe the
intersection.

DISCUSSION

According to the results obtained during this study,
tramadol hydrochloride, in addition to poloxamer 407, forms
micelles that are due to the sol-gel transition, depending on
the concentration and temperature of each formulation33. This
is confirmed with the viscosity results obtained with the 17%
formulation at temperatures of 38 and 42 °C and with the 20%
formulation at a temperature of 25°C (Fig. 3a-b).

The commercial formulation of tramadol for dogs is
known to have a concise analgesic effect, around 4-6 hrs.
Researchers have tried to reformulate tramadol to find a
prolonged-release. In studies published by Papini and Barati,
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they used 10% tramadol, when it used carbopol and chitosan
for its formulation, it did not achieve the prolonged release of
the active principle; however, when using poloxamer 407 at a
10% concentration, it was able to maintain therapeutic
concentrations for 24 hrs'7'8,

On the other hand, in the study by Mendonca, who
formulated tramadol with 20% poloxamer, 60% of the active
principle was released; in the 30% poloxamer formulation, it
released 30% tramadol and in the 35% poloxamer formulation,
it released 24% tramadol. All of the above was achieved at
24 hrs34,

Considering these published results, in this project, it was
decided to use poloxamer but with concentrations of 10, 14,
17 and 20% to find prolongation of the release of tramadol to
5% since it is the required dose for dogs that is the target
species.

In the present /n vitro release study, a 50 kDa dialysis
membrane was used, with which the release was quantified
upto 72 hrs, obtaining the following results: Formulations TP,
and TP, released about 10-20% tramadol at 72 hrs. The TP,,
formulation released 40% of tramadol at 72 hrs and the TP,
formulation released about 70-80% at 72 hrs compared to the
T and R formulations, which reached about 90-100% after 4
hrs (Fig. 2a).

Meanwhile, formulations in which dialysis membranes
were notused, suchas TP,oand TP,,, released around 95-100%
at 72 hrs. The TP,, and TP,, formulations achieved a release at
48 hrs compared to T and R, which reached 90% after 2 hrs.
Therefore, this study's results are in agreement with those
established by Papini and Mendonca'®** (Fig. 2b).

The positive results found in the present work can be
explained because a prolonged release of tramadol was
achieved by varying the concentrations of poloxamer and
exposing them to different temperatures; the poloxamer is
thermoreversible since atlow temperatures, both the polymer
fractions, called: PPO like PEO are soluble in water. When the
temperature is increased, the PPO units dehydrate and add,
creating a micellar nucleus while the PEO units are hydrophilic,
forming the micellar nucleus and remaining hydrated3>3¢,

Micellization occurs in dilute solutions of block
copolymers in selected solvents above the critical micellar
concentration at a given temperature. At higher
concentrations, above a critical gel concentration, micelles can
be arranged in a network??7,

It can be said that the poloxamer concentration is
inversely proportional to the release of the drug in the
medium, resulting in a release of almost 70% at 72 hrs for the
formulation containing 17% poloxamer, so for future studies
in vivo, this formulation should be used as prolonged-release
was achieved.



Int. J. Pharmacol, 17 (1): 28-37, 2027

The data of Fig. 3a-b show the formulations' deformation
sweep flow with poloxamer concentration of 17 and 20%. The
result is a non-Newtonian fluid, which indicated that the
viscosity at 38 and 45°C decreases when the deformation
speed increases. However, having a formulation at 25°C said
fluid behaves like a Newtonian fluid. A fluid with
representative shear stress works as a function of the
deformation sweep speed, developing a straight line, as
indicated in Fig. 4, comparing the generally observed
behaviour. Coincide with that published by Wszolek®® and
Wang?? means that the apparent viscosity decreases with
increasing strain sweep flow.

On the other hand, taking into account Ricci's research,
which shows his rheological results with measurements of
viscosity and optimum sol-gel temperature and it is shown
that poloxamer 407 gels are pseudoplastic; therefore, when
the strain sweep flow deforms it, its viscosity decreases.
Furthermore, taking into account Ricci's work in conjunction
with the results of the same investigation, it was determined
that the sol-gel transition temperature decreases with
increasing polymer concentration, in this case, the
concentration of poloxamer 407 with 17 and 20%3°4,

Poloxamer concentrations of 17 and 20% at temperatures
of 38 and 45°C showed changes in viscosity, due to the
rupture of the internal structure of the fluid, so the viscosity is
affected from 38°C, which is an optimal temperature for the
transition from the formulation to sol-gel, according to
rheology and release studies, the body temperature of the
dogs (>38°C).

The viscosity alteration determines that the transition of
the formulation from liquid to sol-gel meets the established
objective of being a thermo-reversible gel to form micelles
related to temperatures and citric concentrations. The same
results were observed in the /n vitrorelease and rheology*'#2.
(Fig. 3a-b).

With the present study, it was possible to predict, through
in vitro release studies, to find a prolonged-release
formulation of tramadol hydrochloride before conducting
/n vivo tests.

A modified-release formulation of tramadol was
obtained from a polymeric matrix that achieved a prolonged
release of the active ingredient compared to the formulation
designed without poloxamer and the reference formulation.
The release profiles of all the test formulations obtained in the
present work were not considered similar to the reference
drug profile and the formulation without excipient (p<0.05).
With the administration of a single dose of the designed
prototype, the analgesic's therapeutic concentrations are
expected to remain for 72-100 hrs, which reduces the animal's
assistance and allows compliance with the treatment.

35

This projectinvolved the performance of characterization
tests of new formulations of modified release tramadol, the
release results and rheological properties of the formulations
were also presented. The applications of the studies
developed are to predict the end-use properties of the
designed formulations. This study contributed to discovering
new modified-release opioid formulations that will help the
researcher discover critical areas in the design, development
and characterization of small pet pain relievers that many
researchers have failed to explore.

The authors recommend that it is convenient to carry out
in vivo studies to establish the proposed release
methodology's predictive capacity. In further research,
selected formulations can be evaluated in the target species,
which could confirm and overcome the limitations that in vitro
results have.

CONCLUSION

This study's objective was to design an /n vitro system
before conducting /in vivo tests on the target species to
ensure the sustained release behaviour of tramadol
hydrochloride.

According to the results obtained, a modified-release
formulation of tramadol was achieved from a polymeric matrix
that performs a prolonged release of the active ingredient
compared with the formulation designed without poloxamer
and the formulation of the commercial product, which could
allow with a single dose of the formula. The therapeutic
concentrations of the analgesic remain for more than 72 hrs
and it can even last up to 100 hrs (4 days), which reduces the
handling of the animal and allows compliance with the
treatment.

SIGNIFICANCE STATEMENT

This study reveals that the 5% tramadol HCl formulations
incorporated into poloxamer 407, in concentrations of 17 and
20%, allowed a prolonged release of the drug up to 72 hrs,
exceeding 3 times the release time of tramadol without
excipient (T) and the reference drug (R). (p<0.05). This study
will help researchers to discover critical areas in the
formulation of drugs with associated excipients.
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Abstract: Tramadol reaches therapeutic plasma concentrations in a time interval of 0.5 to 1.7 hours, so it is necessary to
dose 4 times/day, which reduces compliance with the dose and the effectiveness of the treatment. Design formulations of
tramadol that allow the release time to be prolonged, surpassing those obtained with the commercial product and
tramadol without excipients. Several formulations of 5% tramadol hydrochloride were designed in a matrix system based
on poloxamer 407 at different concentrations (10%, 14%, 17%, and 20%). In vitro release studies were performed, using
a spectrophotometer at a wavelength of 273.15 nm; were compared the results with tramadol without polymeric
supplements and with the commercial formulation samples were taken in a period of time from 0.25 to 72 hours, and also
compared the use or absence of dialysis membrane with a porosity of 50 kilodaltons was. With the use of the membrane,
the designed formulations had a release of 98%, 50%, 23%, 16% at 72 hours, respectively, different from the commercial
product and the tramadol formulation without excipients released the 24 hours. Without using dialysis membranes, a 90-
100% release was achieved in the 10% and 14% formulation at 36 hours. The 17% and 20% formulation at 48 hours and
the commercial formulation and tramadol without excipient were released within 2 hours. Modified release formulations
were obtained, which retain and prolong the release of tramadol compared to the commercial product. Therefore, we

propose to conduct further in vivo model experiments to confirm our conclusion.

Keywords: Tramadol, release, polymer matrix, in vitro, spectrophotometer, membrane, concentrations.

INTRODUCTION

A veterinarian specialized in dogs and cats, as part of his
responsibilities besides attacking the origin of the disease,
controls pain to preserve the patient's quality of life
(Subedi et al., 2018, Giudice et al., 2017). Pain is defined
as an unpleasant sensory experience for the animal
indicating that there is damage or alteration to the
integrity of the tissues and is administered with the
purpose to obtain analgesia in several species, both
domestic (Taylor et al., 2016; Wolfe and Kennedy, 2015)
and zoo (Black et al., 2010; Kilburn et al., 2014; Souza et
al., 2012, Baker et al., 2011).

Recently, among the analgesics available on the market,
tramadol has been used in clinics and hospitals for dogs
and cats due to the safety it generates to manage mild to
severe pain with minimal adverse effects (Kdgel et al.,
2014). Tramadol is characterized by being a bitter white
crystalline white powder, which has a solubility of 0.75
mg/mL, is soluble in water and ethanol, has a molecular
weight of 263.19 g/mol and a visible detection of 272-279
nm (KuKanich and Papich, 2017).

Papich and Kukanich (2004) refer to therapeutic

*Corresponding author: e-mail: dinorah.vestrada@gmail.com

concentrations of tramadol hydrochloride in the blood of
0.5-1.7 hours in plasma’s samples in dogs, being that at 6
hours maximum therapeutic concentrations are obtained,
so it is necessary to re-dose 3 or 4 times a day to cover
over time in the therapeutic window (Schiitter et al.,
2017). For this reason, the approach of this work is to
obtain a formulation that maintains therapeutic plasma
concentrations for a longer time compared to those
formulations of conventional and immediate release and
thus once again used in the clinic of dogs and cats that
pain management in patients do not persist and patients
have a favorable quality of life (Barter, 2011; Giral et al.,
2014).

The advantage of tramadol is that its adverse effects are
minimal or zero compared to other opioids (Vazzana et
al., 2015). In this way a long-acting tramadol is justified
for clinical cases in small species (KuKanich and Papich
2017; Schiitter et al., 2017).

Studies of modified release have been published, based on
tramadol hydrochloride with 0.5% chitosan, with carbopol
934-P at 0.7% and with poloxamer 407 at 10%, which
reached plasma concentrations up to 12 hours in the
formulation by using chitosan and carbopol and 24 hours
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within poloxamer 407 (Gaitan, 2010). Based on these
results, it was decided to work with poloxamer 407,
increasing the percentage in the formulation in order to
achieve a prolonged release of the drug, which exceeds
the predecessor.

The poloxamer 407 (Pluronic F127) is a triblock
copolymer of the type polyethylene oxide (hydrophobic
portion), polypropylene oxide (hydrophobic portion) and
polyethylene oxide (hydrophilic portion) which when in
contact with water forms a gel (Balakrishnan et al., 2015;
Youn, et al., 2021; Yu and Di, 2008). They are non-ionic
surfactants that are used in the pharmaceutical industry as
excipients in various pharmaceutical formulations (Wang
et al., 2016). Poloxamer 407 provides an excellent drug
delivery system to be used by different routes of
administration and is compatible with different
substances.

The poloxamer at higher concentrations results in a
multimolecular aggregate consisting of a hydrophobic
core with polypropylene oxide chains and a hydrophilic
crown (Peng et al, 2016; Derakhshanden et al., 2010;
Maderuelo ef al., 2011). Micellization occurs only in
dilute solutions of copolymer blocks above the Critical
Micellar Concentrations. At higher concentrations above
the Critical Micellar Concentration of the gel the micelles
can be added within a network (Mabrouk et al., 2018; Yap
and Yang, 2016; Volkmer et al, 2013). The P-407
polymer aggregation process is promoted y increasing the
temperature and its concentrations. The micellization is
presented above the Critical Micellar Concentration and
the Critical Micellar Temperature thus having a slow
release favorable to the pharmaceutical industry (Dos
Santos et al., 2015; Gao, et al., 2016).

Considering that the short half-life of tramadol can be
modified by increasing the exposure of the drug and
avoiding re-dose 4 times a day, for cases of mild or
moderate pain in patients who require it, it is necessary to
design a modified release system while maintaining
treatment within the therapeutic margin (Escobar-Chavez
et al., 2006; Galgatte and Chaudhari, 2014; Arranja et al.,
2016). Recently, among the analgesics available on the
market, tramadol has been used in clinics and hospitals
for dogs and cats due to the safety it generates to manage
mild to severe pain with minimal adverse effects. (Dos
Santos et al., 2015; Guzalin et al., 2009; Giorgi et al.,
2009).

Poloxamer 407 is a negative thermosensitive hydrogel,
which below a temperature is in the liquid state and its
gelation occurs in the heating process when the so-called
Critical Micellar Temperature is reached, it has been
reported to be 24°C (Deore et al., 2010), which allowed
aqueous solutions at low concentrations to have the ability
to self-organize in the form of micelles above the Critical

Micellar  Concentrations and  Critical ~ Micellar
Temperature (Subramanian and Vijayakumar, 2012;
Arjunan et al., 2014; Dumortier et al., 2006; Klouda and
Mikos, 2008; Al-Soufi et al., 2012).

The objective of this work was to evaluate the in vitro
release of a tramadol hydrochloride design that achieves a
longer half-life compared to the commercial formulation.
The results of the rheological properties of the designed
formulations are also presented.

MATERIALS AND METHODS
Materials
Tramadol hydrochloride was donated from PISA

Agropecuaria SA de CV (Mexico), poloxamer 407
commercially known as Pluronic F127 from Sigma
Aldrich (Mexico) and 50 kDa dialysis were obtained
through an IBI Scientific distributor, ® the solution of
HEPES by Sigma Aldrich.

Equipment

An incubator with shaker and programmed temperature,
model: ES-60/ES-60 + /ES-60E, serial number:
MU36SM, located in the Faculty of Veterinary Medicine
and Zootechnics, National Autonomous University of
Mexico.

A rtheometer of controlled efforts Discovery HR-3 (TA-
Instruments) Controlled efforts geometry: concentric
cylinders, located in the Faculty of Chemistry, building F,
area of Pharmaceutical Technology, National Autonomous
University of Mexico.

Equipment of Spectrohotometer S2000, DT-1000CE-BT
tungsten light source (Ocean Optics, Inc., USA) and a
quartz cuvette with a 10 mm optical spectrophotometer,
located in the Faculty of Chemistry, building F, area of
Pharmaceutical Technology, National Autonomous
University of Mexico.

Experimental method, release tests

Formulation preparation with Pluronic 407 (F127)

The “cold method” (Gao, et al., 2016) was adopted for the
preparation of the 5 % tramadol hydrochloride thermo-
reversible formulations, the required amount of
poloxamer 407 (Pluronic F127, Sigma Aldrich ®) for the
formulation was 10%, 14%, 17% and 20% respectively,
which was mixing according to Matthew’s method
(Matthew et al., 2002) for a final volume of 100 mL with
deionized water in the laboratory of Faculty of Chemistry,
National Autonomous University of Mexico, Mexico city.

In vitro release using of 50 kDa membranes

Based on the Xu et al, (2012) technique, 50 kDa
membranes (Sigma Aldrich ®) were used and 0.5 mL of
each formulation containing 5% of tramadol
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hydrochloride with 10% of poloxamer, 14%, 17% and
20%, named: TP10, TP14, TP17 and TP20 respectively,
and were compared the results with tramadol without
polymeric supplements (T) and with the commercial
formulation samples (TC)

The release medium was into a baker with 333 mL of
HEPES Buffer solution with a pH 7.4 at a temperature of
38°C with 100 rpm, then 3 mL of each of the formulations
was taken at certain times that should be released in the
solution with HEPES Buffer with a pH 7.4, the times of
sampling were: 0.25 hours, 0.5 hours, 1 hour, 2 hours, 4
hours, 6 hours, 8 hours, 10 hours, 12 hours, 24 hours, 36
hours, 48 hours, 60 hours and 72 hours, they were still
incorporated 3 mL to HEPES Buffer solution again into
the baker (fig. 1).

Dialysis membrane of 50 kDa was used for the release
tests of each of the formulations with their three
respective repetitions, also considering the reference
sample without the addition of the poloxamer (T) and the
commercial product (TC) that presents an immediate or
conventional release.

In vitro release without use of a membrane

Based on the Marcos technique, 0.5 mL of each
formulation: TP10, TP14, TP17 were placed in a 5 mL
baker (Marcos, 2016), the release medium were 4 mL of
HEPES Buffer solution with a pH 7.4 at a temperature of
38°C with 100 rpm, then 4 mL of each of the formulations
was taken at certain times that should be released in the
solution with HEPES Buffer with a pH 7.4, the times of
sampling were: 0.25 hours, 0.5 hours, 1 hour, 2 hours, 4
hours, 6 hours, 8 hours, 10 hours, 12 hours, 24 hours, 36
hours, 48 hours, 60 hours and 72 hours, they were still
incorporated 4 mL to HEPES Buffer solution again into
the baker.

In this case no one membrane of dialysis was used for the
release tests of each of the formulations, for this case we
compared both types of formulations.

Spectroscopic technique

Samples of each of the formulations TP10, TP14, TP17,
TP20, T and TC with and without membrane were
analyzed through the Spectrophotometer S2000 (Ocean
Optic, Inc, USA), the absorbance was measured in a
wavelength of 273.13 nm. (fig. 2-3)

STATISTICAL ANALYSIS

The percentage of release of tramadol hydrochloride is
reported with the average plus the standard deviation of
the formulation of TP10, TP14, TP17, TP20, T and TC
were calculated using one way ANOVA tests. The
differences between the groups were obtained by the
Tukey test. A value of P <0.05 was considered statistically
significant with the software JMP® (Version 14. SAS
Institute Inc., Cary, NC, 1989-2019).

Elizabeth Ortega Molina et al

Data are reported as the mean =+ standard deviation (SD).
The normality of the data was determined by the Shapiro-
wilks test and the homogeneity of the variations by the
Tukey test comparisons were made with the ANOVA test
and the differences between means by the Tukey test.

Experimental method, rheology tests

Simple shear test

Simple shear measurements were determined at
temperatures of 38°C, over a cutting speed range of 0.1 to
1000 s'. For this, a geometry of concentric aluminum
cylinders (double Gap, internal cylinders diameters, 20.38
mm; external cylinders diameters, 21.96 mm and 59.5
mm height) was used for samples of the different
formulations. The viscosity was estimated as a function of
the cutting speed, n (y).

RESULTS

Table 1, shows the statistical analysis of the different
concentrations of the poloxamer: TP10, TP14, TP17 and
TP20 in comparison with the formulation containing
tramadol hydrochloride without the addition of the
poloxamer (T) and the commercial formulation of
tramadol hydrochloride (TC) in the different sampling
hours, using or not a 50 kDa membrane.

Fig. 2, shows the calibration curve of tramadol
hydrochloride in HEPES Buffer solution with pH 7.

Table 1: Statistical analysis through the ANOVA test to
determine the differences between means of the different
concentrations of poloxamer 407 in concentration 10%,
14%; 17% and 20% contained in a dialysis membrane of
50 kDa and without the use of the membrane, compared
to the tramadol hydrochloride without addition of the
poloxamer (T) and with the commercial formulation (TC)
with a significant difference of P<0.05 by means of IMP
Software. The literals (a-c) within the column, without a
common letter, differ significantly (P<0.05).

Differences between means of the release time of
tramadol

With the use of a dialysis Without the use of
membrane of 50 kDa dialysis membrane
TC a TC a

T a T a
TP10 b TP10 b
TP14 ¢ TP14 ¢
TP17 d TP17 c
TP20 d TP20 c

In Fig. 3, the release percentages of the formulations of
tramadol with poloxamer 407 (TP10, TP14, TP17 and,
TP20) were compared with the formulation of tramadol
without the addition of excipient (T) and with the
commercial product (TC), using or not a 50 kDa
membrane.
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Fig. 1: Design of the in vitro release study where 6 formulations were administered within a 50 kDa dialysis membrane
at different concentrations of the poloxamer in addition to tramadol, which have to be compared with each other and
the same concentrations were also designed without using dialysis membranes at the respective sampling hours to later
read its absorbance in the spectrophotometer.
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Fig. 2: Calibration curve of tramadol hydrochloride in HEPES Buffer solution with pH 7.4
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TP20, T and TC plus the standards deviations.
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Fig. 4: Rheological analysis of the formulations TP17 (Left) and TP20 (Right) is observed at a temperature of 38 °C
where the modulus of elasticity (G") is compared with the viscous modulus (G""), where G” "> G’, this indicates a
viscous behavior, that is, the material flows at that concentration and temperature.

The rheology results of the TP17 and TP20 formulations ~ DISCUSSION

are shown in figure 4. The oscillatory flow analyzes are
appreciated at a temperature of 38°C In agreement with the results obtained during this study,

that tramadol hydrochloride in addition to poloxamer 407
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forms micelles that are due to the sol-gel transition
depending on the concentration and temperature of
respective formulation (Dos Santos et al., 2015; Guzalin
et al., 2009), which is confirmed with the viscosity results
obtained with the 17% formulation at a temperature of
37°C and 42°C and with the 20% formulation at a
temperature from 25 C°C (fig. 4-5).

Gaitan’s study mentions that commercial formulation
used for dogs have an extremely short analgesic effect,
being 4 to 6 hours (Gaitan, 2010). Regarding to the
experimental preparations made in Gaitan’s proyect when
they were using and comparing different formulations, it
were concluded that carbopol and chitosan don’t obtained
a long-action effect of tramadol .

While comparing the concentrations of carbopol and
chitosan, it is observed that serum concentrations of
tramadol hydrochloride in the preparation based on the
poloxamer at concentration of 10%  generate
concentrations within the therapeutic range, maintaining
the concentrations for more than 24 hours, leading to a
true long-acting pharmacokinetics (Gaitan, 2010).

Based on the results analyzed, we write the following
information:

In the Gaitan’s study the concentration with 10%
poloxamer with was used and 100% was released at 24
hours, for this reason it was decided to use poloxamer in
the present study but with a concentration of 14%, 17%
and 20%, although the release of tramadol was also
evaluated with a concentration of 10% poloxamer
(Gaitan, 2010).

While in the Dos Santos’s study were used the
formulations of 20% poloxamer a 60% of tramadol was
released after 24 hours, in the formulation with 30%
poloxamer a 30% of tramadol was released at 24 hours
and for the formulation of 35% poloxamer was released
24% at 24 hours (Dos Santos et al., 2015).

In the Dos Santos’s study it was only possible to measure
at 24 hours but in the present study for formulations in a
dialysis membrane of 50 kDa the release was quantified
until 72 hours, obtaining the following results:

TP20 and TP17 formulations released tramadol from 10-
20% in 72 hours, being that the TP14 formulation
released 40% of tramadol at 72 hours and the TP10%
formulation releases 70-80% at 72 hours compared to the
T and TC formulations that reach the 90-100% after 4
hours.

While in the formulations where dialysis membranes
weren’t used, the TP20 and TP17 formulation released
95-100% at 72 hours and the TP14 and TP10 formulation
reached a release at 48 hours compared to T and TC

formulation that reached 90% after 2 hours, it can be
corroborated that the results of our study are in
accordance to the established by Gaitan and Dos Santos
(Gaitan, 2010; Dos Santos ef al., 2015).

Just as we evaluated results of our study and compare it
with the studies of Gaitan and Dos Santos, the effect of
assembling the formulations is due to the temperature and
the concentration of the poloxamer, since at low
temperatures, both PEO and PPO units are soluble in
water, likewise when the temperature increases the PPO
units are dehydrated and added thus creating a micellar
core while PEO units are hydrophilic forming the micellar
crown remain hydrates (Gaitan, 2010; Dos Santos et al.,
2015; Escobar-Chavez et al., 2006).

Micellization occurs in dilute solutions of block
copolymers in selected solvents above the critical micellar
concentration, at a certain temperature. At higher
concentration, above a critical gel concentration, micelles
can be ordered in a network (Guzalin et al., 2009).

It can be said the concentration of the poloxamer is
inversely proportional to the release of the drug in the
medium, thus resulting in a release of almost 70% in 72
hours for the formulation containing the 17% poloxamer,
therefore for subsequent in vivo studies will use this
formulation as it is mostly eliminated and therapeutic
plasma concentrations are expected to be found around
this time.

The sol-gel transition temperature for gels containing 5%
P-407 of tramadol and as mentioned periodically the
gelation temperature is the point where the dynamic
modules G” and G"” intersect as we saw it in figure 5 with
the concentration of 17%, while in concentration with
20% of poloxamer we can not saw the intersection (Zhao
and Zhang, 2017; Alvarez-Lorenzo et al., 2007).

CONCLUSION

A modified release formulation of tramadol was achieved,
from a polymer matrix that achieves a prolonged release
of the active ingredient compared to the formulation
designed without poloxamer and also with the
formulation of the commercial product, which could
allow with a single dose of the formulated the therapeutic
concentrations of the analgesic remain for more than 72
hours, it can even last up to 100 hours (4 days), which
reduces the handling of the animal and allows compliance
with the treatment.
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