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DESARROLLO DE UN NUEVO METODO PARA MEDIR
BICGADHESION DE POLIMEROS. INFLUENCIA DEL
TAMARO DE PARTICULA Y TIEMPO DE

HUMECTACION SOBRE LA FUERZA DE ADHESION.



OBJETIVOS
GENERAL. :

Adaptar y validar uh aparato qgue nos permita evaluar la

bicadhesion de una manera precisa, rapida y sencilla.
ESPECIFICOS:

- Adaptar el tensiémetro de Du Nouy para evaluar la adhesién de
polimeros a mucosa gastrointestinal, utilizando carbopol 934 como

poli mero prueba.
« Validar el aparato adaptado.

- Observar la influencia del aArea expuesta del polimerc sobre la
adhesian a mucosas, a nivel macro— (0.1 a 0.79 ) 'y a nivel

microparticulas (59.0 a 164.3 um)

— Determinar el tiempo de hupectacién en el cual 1la fuerza de
adhesisn es mixima entre el carbopol 934 Y mucosa

gastrointestinal

— Determinar la influencia que sobre la bicadhesién tiene 1la

porcién trabajada del tracto gastrointestinal.



I. INTRODUCCION

Podemos definir a la Bioadhesidn, como la habilidad de un
material (sintético o bioldgico) para adherirse a un tejido
biolégico par un periodo prolongade de tiempo ( Longer vy
Robinson, 1984), esta definiciéon incluye un gran nomero de
fendmenos, como la adhesidn de mariscos sobre las rocas, la
adhesién de células sobre otras células vy la adhesidn de
microorganismos epbre varios éustratos mucoides de los seres
vivos (Longer y Robinson, 19843 Lyklema et al., 1989). Desde un
punto de vista tedrico, la bivadhesion puede conducir a la
solucidn de problemas de biocdisponibilidad en formas
farmacéuticas como en los :asos’de corta estancia en 1los sitios
de absorcidn, elevando asl importantemente 1los niveles séricos
del principiao activo, teniendo algunos ejemplos: En la
administracién sublingual encontrames que ademas del efecto
bioadhesivo, se& contaria con una forma de evitar la dastruccidn
por fluido ogastrico de l!as moléculas y principios activos,
avitando_asi la administracidn por via oral con el necesario paso
por el sistema digestivo, y la posible degradacidn del principio
activa (Anders y Merkle, 1989; Deasy y O’Neal, 1989). El vaciado
estomacal y 21 peristaltismo intestinal, pueden desalojar el
ingrediente activo del sitio de absorcién , esto puede ser
disminuido al utilizar una forma bioadhesiva (Longer et al. 1985;
Bridges et al., 198B8; Harris et al., 198% ). Para el caso de 1la

administracion rectal, es importante mant ener la dosis



farmacdutica en la parte baja dal recto en donde la sangre de las
venag hemorroidales esscapan al efecto del primer paso del higado,
aumentando la eficiencia del faArmaco; caso similar al de la
adninistracidon vaginal, en donde es altamente recomendable vy
deseable que la dosis no sea retirada tan rapidamente del sitio
de actividad (Nagai y Machida, 1985). Existen otros casos
similares a los aqui mencionados en los que la biocadhesidn puede
mantener la désis y forma farmacéutica “espacialmente” por un
claro y definido perjodo de tiempo con un nivel de absorcidén vy
actividad razonablemente elevados del principio activo (Bechgaard
vy Ladefoged, 19783 Ilum, 1987; Pfister, 1989; Seettone et al.
1989). Para entender la bicadhesisn y £1 mecaniamo de difusisn
del ingredisnte activo es necesario el conocimiento de las
caracteristicas de la mucosa y la forma en que ésta interactua

con los polimeraos bicadhesivos.

Todos los &rganos del cusrpo humano estan cubiertos o recubiertos
por las mucosas o serosas. Las mucosas son membranas hamedas que
revisten &drganos o cavidades que tienen contacto directo o
indirecto con el exterior del organismo y sc  integran con la
asociacisén de alguna membrana epitelial de: cubierta y
revestimiento con tejido conjuntivo colageno laxo. En el caso
particular del tracto digestive, la mucosa funcliona manteniéndolo
hamedo por la produccién de moco. La mucosa del Intestino delgado
contiene nodos linfaticos solitarios y especialmente en el {leon
presenta las llamadas placas de Peyer a lo largn del borde
antimesentérico; en el duodeno hay ademas glandulas duodenales

pequeffas, conocidas como glandulas mucosas duodenales {De



Brunner), las cuales producen un moco alcalino viseoso que
neutraliza @1 pH que tiene la ingesta al salir del estémago para
de esta manera permitir la accidn de las gnzimas digestivas en el
duodeno, ademis de que protege a la mucosa contra la accién del
4cido del westémago {(Ganong, 1986). 1L.a mucosa del intestino
delgadn entre otras estructuras esti integrada por vellosidades
en toda su longitud, existiendo de 20 a 40 por mm®  de mucosa.
Cada vellosidad intestinal es una proyeccisn digitiforme, de 0.9
a 1.0 milimetro de longitud, cubierta por un epitelio columnar
-simple con microvellosidades, exocrinocitos caliciformes y
conteniendo una red de capilares y vasos linfaticos (quill feros).
La superficie se encuentra recubierta por el moco que es
secraetado por los exocrinocitos caliciformes, e cual es un
liquido altamente viscoso que se adhiere al epitelio y que tiene
la funcion de proteger de los diferentes agresores: mecanicos,
qui micos, bacterianos y virales (Niibuchi et al., 19856). Esta
compuesto por: agua gue representa el 95 % del moco formado, su
mayor componente extra es la glicoproteina (0.5-35 %), ademis de
1t pidos en bajas proﬁorciones, sales minerales (1 %) vy de
proteinas libres (0.3-1.0X)( Longer vy Robinson 19863 ; 1a
compogicion exacta del moco varia dependiendo del tejido, las
glicoproteinas son el principal componente responsahle de su
viscosidad, sus propiedades biovadhesivas y cohesivas (Kearney vy
Marriot, 1986). Basicamente las glicoproteinas consisten de una
proteina “core™ a la que se unan diferentes oligosacaridos que

contienen esencialmente galactosa, N-acetilgatactosamina £



N-acetilglucosamina, ademis de fucosa. Sus enlaces con la
protei na core son del tipo 8O-glucosidico con amincAcidos como
serina, treonina y prolina. Muchos de los residuos terminales en
las cadenas del lado oligosacirido son de tipo acida sidlico
cargado negativamente, y por efecto del pH, (que suele llegar a
2.8 en el duodeno), hacen de la protetna un polielectrolito
anidnico; los rgsiduus de fosfatos coantribuyen i1gualmente a esta
carga negativa. La estructura del gel! mucoso es consecuencia de
la asociacion intermolecular de glicoproteina en una red
polimérica {(Marriot, 1983; Cheema et al., 1985). Anteriormente se
pensaba que era un tetramero, ahora s& cree que farman uniones
entre cadenas con alto grado 'de entrecruzamientos (Longar vy
Robinson, 1984). Esto ha sido propuesto como cadenas resultantes
de enlaces disul furao {intracadena) y asociaciones
macromoleculares gque sen debidas a las vniones flsicas
estabilizadas por uniones electrostaticas (puentes de hidrégeno.
fuerzas de Van Deer Waals), o algunas otras interacciones no
covalentes entre las cadenas de coligosacairidos y la protefna core
de la molécula. Una importante porcién de glicoproteinas no son
incorporadas a la red, pero estas se presentan como la Ffraccion
soluble, aumentando la viscosidad del fluido instersticial,
incluso confiriendo una consistencia de s4élido-liquido; debido a
estas caracteristicas y a que la cubierta mucosa de la
superficie epitelial es una capa de espesor heterogéneo,
(variando entre 5 y 200 um, con un promedio de 80 um), el papel

protector del moco es evidente ante £1 nivel de acidez estomacal.



Este efecto protector podria resultar en particular de su
hidrofobicidad, protegiendo a la mucosa de lia propia difusién
inversa, manteniedo al 4cido clorhidrico hacia el lumen de ta
superficie epitelial (Nagai y Machida, 1985). El moco gastrico
puede actuar como una capa de agua en la cual iones n* difunden y
son neutralizados por el bicarbonato secretado por 1a superficie
epitelial (James y Marriot, 1982). Un eguilibrio dinamico existe
en la superficie de 1o mucopsa entre una cont{nua erosidn
proteolitica y la abrasién mecanica, con la igualmente continua
nueva secresidn de moco (Duchene et al.,1988). Ademas del papel
de proteccidn gistrica ante el 4acido clorhidrice, el moco
constituye también, hablando en general, una barrera para la
difusién de moléculas, incluyendo la absorcidn de farmacos. La
difusian a traves de la capa de moco depende principalmente de
las caracteristicas fisicoquimicas del ingrediente activo: a}
carga molecular, by proporcién de hidratacién, ¢} habilidad para
formar puentes de hidrégeno y d) peso molecular (Robert y Buri,
1986). Sin embargo, la compocisidn del moco interfiere de manera
importante a nivel de ferndmenos de difusidn, especialmente por la
concentracisdn de glicoproteinas y por la proporcidn de anlaces
cruzados, o mas adecuadamente, el promedic de peso molecular
entre dos uniones dentro de la malla mucosa. Un gran mamero de
ingredientes activos pueden interactuar con el moco difundiendo a
travwes de &1, particularmente los antibisticos (Aramaki et al.,
1987; Niibuchi et al., 1986). Alqunos otros conpuestos pueden
interactuar con la red mucoprotéeica de manera diferente,
provocando su adhesi®dn a la misma, al parecer puede ocurrir la

formacisn de complejos insolubles, impidiendo la abscrcisn por el



tracto gastrointestinal, esto stlo es pasible si consideramos a
la biocadhesidn como un fendmeno que se divide en etapas. Para que
la bioadhesién ccurra, se requiere de una sucesién de eventas:
primero, se da un {intimo contacto entre €1 bioadhesivo y el
tejido receptor, este contacto requiere de una buena humectacion
en cualquiera de las superficies que se adhieren; en el
bioadhesivo, esta humectacien es fundamental para permitair la
relajaciédn de sus cadenas poliméricas; segundo, cuando el
contacto se ha establecido, se da la penetracion del bioadhesivo
dentro de las grietas superficiales de la mucosa, dando lugar
'untonces a la interpenetracién de cadenas del bicoadhesivo con las
de mucina; pudiendoc situarse entonces enlaces quimicos débiles
y/0 interacciones fisicoquimicas. El! material bicadhesivo tiene
una penatracién a las grietas del tejido sobre el cual es
aplicado, de agqul que la superficie del tejido rugoso es un
impartante factor para la biocadhesidn. Una superficie rugosa
puede ser definida por la relacién de su profundidad maxima ~d— y
un ancho minimo -h- {(Duchene et al., 1988). Se consideran
rugosidades insighificantes para la bicadhesidn cuando el aspecto
de la relacidn evaluada como d/h es menhor a 1/20. Para
evaluaciones precisas de esta relacién sdlo materiales altamente
fluidos pueden penetrar en las anomall as del tejido con, es por
esto que la viscosidad y 21 peso son de gran importancia para una
bivpadhesién satisfactoria. Para el caso de un material
bicadhesivo s&4lido, el hinchamiento por contacto con humedad es
necesario qQue sea impartido uniformemente, generando ia
relajacién de las cadenas en el constituyente. La humectacién es

entonces un factor de gran influencia para 1la difusion del



polimero an la mucosa, ¥y asi es considerado a continuacién dentro
de la teoria del humedecimientc (Duchenre et al., 1968): El

coefictente de difusién S de un liquido (subscripto en b), con un

sustrato fisular (t) y €] area gastrica (g), en condiciones
estiticas, por ejemplo, esta dado por la siguiente ecuacién:
s =¥, — 7

brg Vot [

Dande: Lo Tension interfacial entre el contenido gastrico y el
tejido.

Yo = Tensisdn interfacial entre el bicadhesivo y el tejido.

r, = Tensién interfacial entre bicadhesiva y contenido

bg
ghstrico.

Para que material bioadhesivo desplace al contenido gastrico y se
una espontaneamente sobre el teijido, el coeficiente de difusién
debe ser pasitivo., Para que pueda darse la union, reguerimos de
factores como el del hinchamiento, en 2! que el papel del agua en
el mecanisaoc de bioadhesién de un sélido, es de primordial
impnrtanéia. Se ha encontrado Que existe una cantidad de agua
aptima para un mAximo de biocadhesién, y aunque en realidad la
hidratacién de un coloide resulta en la relajacién de sus partes
estrechas, es también necesario recordar que el pH influirx sobre
su accién, por 1o que un mismo grado de humectacidén a diferentes
valores de pH provocard resultados diferentes en su fuerza de
adhesién. Al parecer la hidratagien de hidrogoloides causa

disociacion en zonas con puentes de hidrédgeno en el polimero. lLas



interacciones poli mero-agua forzan las correspondientes
interacciones polimero-polimero, favoreciendo la interdifusiédn.
Moléculas de agua forman una doble capa estableciendo una posible
interacciéon con grupos funcionales. La ruptura de alguna
intercadena y asociacién de intercadenas aumentan la movilidag de
macromoléculas y Facilita su penetracién en la superficie
cavernosa. La in.terpenetra:ién de cadenas desde el polimero
bivadhesivo y el moco con una profundidad suficiente, crean
enlaces semipermanentes correspondientes a la teoria de

difusion.

Durante la interpenetracién de cadenas, las moléculas del
bioadhesivo y las mallas mucoproteicas estin {ntimamente ligadas
y, debido a los gradientes de concentracion, las cadenas de
poli mero binadhesivo, penetran proporcionalmente en dependencia
con el coeficiente de difusién de las moléculas que atraviezan la
malla vy del gradiente de potencial quimico. Con el
entrecruzamiento del polimerao, ia interpnnétracién de cadenas
largas se di con mayor dificultad; sin embargo, cadenas pequefias
y terminales pueden confribuir a la interdifusién. Esto hace
posible determinar el tiempo caracteristico para 1la bicadhesian
t, dado por (Duchene et al., 1988):
2
t =gy

donde: ¢ = fuemrza de interpenatracidn.
De = Coeficiente de difusién del material bivadhesivo

a travwws de la mucosa.

10



Las interacciones de unidnes quimicas que encontramos en los
polimeros, son de tipo primario o secundadrio (Longer y Robinsan,
19886). La unidn quimica primaria tiene una naturaleza covalente,
Su alta fuerza di como resultado uniones permanentes indeseables
en bicadhesisng la unién quimica secundaria comprende un grupo de
diferentas fuerzas de atraccidn, incluyendo fuerzas
electrostaticas, fuerzas de Van Der Waals, puentes de hidréageno y
enlaces hldrofdpl:as. Las atracciones electrostiticas son debidas
a fuerzas de Coulomb entre moléculas de cargas contrarias; las
fuerzas de Van Der Waals pueden ser atribuidas a tres tipos de
efettos: fuerza polar resultado de la orientacién de dipolos
permanentes en dos moléculas, fuerzas de induccién, a partir de
un dipolo permanente de una tercera molécula y, fuerzas de
dispersion, resultado de cambios instantaneos en la distribucién
de carga alrededor de moléculas no polares. El puente de
hidrégeno se di cuando un Atomo de hidrédgeno especsi fico de una
molécula es asociado con otro atomo de una seguna molécula
{oxi geno, nitrdgeno etc.)3 los enlaces hidrofdbicos se din cuando
grupos no polares se asocian a otros similares en solucidn acuosa
aliminandose por separ;clon de Fases; los enlaces hidrofobicos
@estan lejos de ser los mis importantes en la bioadhesiédn (Longer
y Robinson, 1984). Existen pues, teorias aceptadas que explican
c6Hmo %@ dan las uniones en una bioadhesidén, pero para tratar de
explicar el mecanismo de separacion entre ambas superficies

tenemos las siguientes teorias:

Teoria de 1a Fractura. Esta teoria intenta explicar 1a

11



dificultad de separacién de dos superficies despues de la
adhesidn, debido a la fuerza de enlace adhesiva. La fuerza de
fractura o, equivalente a la fuerza de enlace de bicadhesién
puede 3er calculada por 1la siguient® ecuacién (Horn et al.,

198433
o =J ...r__a

dande:

o = fuerza de enlace de bic;adh-lian.

E = mbdulos de elasticidad de Young.

€ = energla de fractura.

L = longitud critica de ruptura (mobre la separaciédn de las

superficies).

De este wmodo, la rigidez del material (por ejemplo el mbdulo
elastico), puede ser usada como medida de bioadhasién. Esta
teoria asume que en un experimanto de meparacién, las fallas de
un lniaca bicadhesivo, ocurren exactamente an la interfase; sin

embargn, _nsto casi munca sucede (Duchepe et al., 1988).

Teoria de fractura e interpenetracidn. Recientemente, Peppas vy
colaboradores (1984), mostraron que la biocadhesidén resulta de 1la
interaccidén entre la teoria de la union quimica de grupos
funcionales de polimeros {(acido poliacrilico) ¥y el moco en su
intarfase; y ia teoria de 1a interpenetracién de cadenas de

polimsraos en el moco. Ademds, el tiempo de relajacion de las

12



cadenas de polimaros, determinado por anadlisis dintmico, es un
buen indicador del comportamiento bioadhesivo del polimero. La
ruptura no ocurre en la interfase entre el polimero y el moco,

por el contrario es dentro del moco.
Métodos para el estudio de la bioadhesidn:

Para clasificar polimeros y evaluar preparaciones bicadhesivas,
se describen a continuacién diferentes métodos empleados para el

estudio de la bioadhesion:

El primer métado para el estudio’ de la bioadhesién, consiste en
un anAlisis de las modificaciones de células epiteliales
cultivadas in vitro durante la interpenetracién de mgléculas
polimsricas, consiste en una prueba con un pireno fluorescente
liposoluble, localizado en la zona 1lipidica de !a membrana
celular, que se adiciona a una suspensién de cultivo ceiular
epitelial conjuntival. Al adiciaonar el polimero, este se enlaza

con la membrana celular, resultando una compresién de la capa

celular 1lipidica, causando un ctambio en 1la fluorescencia,
proporcional a la cantidad de polimero enlazado. La

interpenetracidn de moléculas de polimero, provoca la disminucion
de fluorescencia, debido a la unién del polimero en 1la membrana
celular. Este mdtodo tiene el problema de no ser selectivo, vya
que existe adhesidén en la superficie del recipiente, falseando

los resultados.

13



Estudio de adhesitn sabre un medio artificial: En 1984 ce
desarrolld un método similar al anterior, el cual es una
modificacidn del attodo de Wilhelmy para la medida de la tension
superficial, este mdtodo consiste en sacar por medio de una
microbalanza con hilo metalico, una varilla de vidrio inmersa en
una solucisdn del polimero en agua y midiendo la fuerza geperada
(Smart et al.! 1984) . Contando con problemas similares al
anterior. Un método similar a este con variaciones en sl sistema
de tensiodn de la varilla inmersa propuesto por Nagai (Duchene et
bal. 1988), presenta problemas al no ser representativo por
colocar el moco en solucién introduciendo en £l una varilla de

vidrio que presenta al polimero-en la superficie.

Un método interesante y diferente a los anteriormente realizadosg
consiste en un canal de 15 cm de largo ¥y 4 cm de ancho en donde
coloca una sulucién de mucina, gel o moce natural, haciendo
circular una cantidad de polimern que por diferencia de peso se
conoce el que permanece adherido (Peppas y Mykos, 1984), este
método presenta el problema de medir indirectamente 1la cantidad
de polimero adherido y no nos da un valor de la fuerza can la que
se esti llevando acabo la adhesisn; 1los mismos problemas presenta
el aparato propuesta por Gurny, siguiendo el mismo principioc con

algunas variantes (Duchene et al., 1988).
Estudio de la biocadhesidn in vitro.

Nagai fué probablemente el primero en describir un aparato con

14



L3
el propodsito de medir la biocadhesividad de una forma Farmacéutica
s51ida sobre la mucosa oral (Duchene et al., 1988). El1 aparato
requiere el uso de membrana peritoneal de ratén sobre la cual es
fijada la tableta durante diez minutos y 1luego es separada
utilizando una balanza de resorte. Sin embargo esta balanza no es
muy sensible ¥y no permite unh control preciso sobre la fuerza

aplicada.

Un método bastante similar que ya empezaba a dar lecturas de
fuerza, coloca polvo de polimero prehusectado entre dos tejidos,
la balanza da lecturas de la fuerza con gque ambos teijidos se unen
al polimereo, teniendo problemas de estiramiento (Ch*ng et al.,
1985). Otro sistema similar al de Nagai (Duchene et al.,1988),
mide 1la fuerza de unidn entre dos tejidos sostenidos  por
abrazaderas a un sistema de tensién, presentando g1 mismo tipo de
problemas. Un método diferente utilizado por Salole (Al-Dujaili y
Salole, 1986), empled un segmento de esofago de cerdo el cual se
colocd en un medio salino oxigenado a 37°C, y sobre dicho tejido
se hizo deslizar wuna forma farmacdéutica solida midiendo el
esfuerzo que esto implicaba. Este aparato aunque se pudiera
acercar a 1o que sucede bioldgicamente, no nos da una lectura de
fuerza de adhesidn sinoc de trabaio de adhesidn con el que un

polimero se une a la mucosa intestinal.

Un nuevc método conocido como “coloracidn de la meabrana con cro™
utilizado para la comparacidn de propiedades mucoadhesivas de

varios hidrogeles utiliza particulas coloidales rojas de oro las
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cuales son estabilizadas por las moléculas de mucina; y que al
interactuar con el hidrogel se libera el coloide de oro dando una
coloracién roja que es proporcional al numero de particulas que
interactuan (Park, 1989). Sin embargo, este método tiene el
inconveniente de que no da lecturas de fuerza de adhesién, ademas
de que las mucinas utilizadas pueden no representar
exactamente a las moléculas de mucina de la capa de mucina in

vivo.

MWétodos de medicidn in vivo. El mé todo mAs importante
desarrollado in vivo , se hizo en rata, a la que despuss de
anestesiada y de hacerle una incisién abdominal, se le abrid el
estémago a lo largo unos milimetros,se le colocd dentro de éste

una tableta de polimero, marcada con b

Cr, y despuwds de cerrar el
estdémago y volverlo a colocar en la cavidad abdominal se llend de
soluciédn salina; (Ch’ng y col., 1989); todo esto implica

condiciones muy distintas a las fisioldgicas naturales y no nos

proporciona buenos indicios de la fuerza de unidn.

La 1nterprstacibn de los resultados en pruebas de bioadhesién no
siempre es facil; Robinson ha concluido que los polimeros
polianidnicos son mejores gque los policatiénicos y las razones o
criterios de seleccidn estin en base a su fuerza de adhesién y a
su toxicidad (Longer y Robinson, 1984). De forma ideal, un
bicadhesivo debe cumplir con las siguientes propiedades (Duchene
et al., 1988):

a.- No debe ser téxico.

b.— No debe absorberse en el tracto gastrointestinal (TGI).
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c.- Debe formar preferentemente enlaces no covalentes con las
superficies epiteliales de las mucosas.

d.~ Tener una rapida adhesién a los tejidos.

®.— Parmitir la facil incorporacién de principios actives (para

uso farmacédutico).

f.- Ser accesible y scondmicao.

Entre los mas . importantes bicadhesivos que axhiben estas
caracteristicas, encontramos al carbopol (carboxipolimetilenc},
policarbofil, carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y alginato
de sodio; siendo @l carbopel %934 uno uno de 1los materiales con
mayor capacidad bioadhesiva y baja toxicidad (Smart et al., 1984)

ademas de ser ficil de conseguir en México.

El trabajo de investigacidn fué encaminado a proponer un nueve
método para medir bicadhesion de polimeros a mucosas (utilizando
como mat@riales de prueba a el carbopol 934 y mucosa del tracto
gastrointestinal respectivamente), por medio de una balanza de
torsién modificada para hacer las mediciones, la balanza es5 un
Tensidmotro de DuNotly q’ue fue digefiado originaimente para medir
la tensidn superficial de ligquidos gor medio de un anillo
sostenido al brazo de tensién , dicho anille fué sustituwido por
una placa metalica a la cual se unieron fragmentos de pared
gastrointestinal con la capa mucosa hacia el exterior Yy que
sirvieron también como presidn en contra de una tableta de
polimern. E1 tensiometro asi adaptado results ser de facil
manejo, ademas de que se pueden obtener diferentes sensibilidades

al variar el calibre del alambre utilizado.
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II. MATERIAL Y METODOS
Il.1. Tensiometro de Du Nouy,

El tensidmetro qg Du Naliy es un instrumento muy preciso para la
daterminacién de la tensiédn superficial de liguidos (Crockford et
al., 1975). El m&#todo es de facil manejo, sencillo en su forma y
se obtisnen lect_uras rapidas y directas; las diversas partes el

aparato se muestran en la figura 1.
11.2.— Adaptacidn del tensidmetro de Du Noty.

Como se sefiald con anterioridad-el tensidmetro de Du Notly sirve
para medir la tensidn superficial de liquidos, Yy se pensé que
podria servir para.medir la fuerza de adhesién de polimeros a
mucosa, por lo que se modificd para este fin. Debido a que el
anillo original del tensidmetro no tiene una sSuperficle plana
sobre la cual sujetar la mea;brana gastrointestinal se - tuvo que
adaptar una platina de plata en lugar del anillo original, y un
soporte plastico {con l.;l'\ orificio central de un cm de diametro).
Anbos teni an una base cuadrada de 2.2 cm y dos perforaciones en
cada una de las esquinas, (figura 2). €n medioc de la platina y el
soporte se introducia el fragmento de pared intestinal con la
mucosa expuesta, la cual se aseguraba con unas grapas. A fin de
colocar las diferentes pesas utilizadas para 1a calibracién y
validar el tensiémetro para nuestros fines, se suspendid una
canastilla de tela dg Nylon sujetada c¢on las grapas antes

mencionadas.
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Figura 1. Tensidmetro de Du Nolly. A Tornillo que mantiene
sujeto 1 alambre de torsidn. B Soporte posterior unido por una

abrazadera. C Brazo de tersién. D Indice (o linea negra que
cruza diametralmente el espejo). E Topes ajustables al
movimiente del brazo de taorsién. F Gancho del brazo de torsién.
G Plataforma metilica, sostén de la muestra. H Tarnillo que
controla la altura de la plataforma. I Tuerca de ajuste para
precision. J Perilla reguladora de la tensi4dn sobre el alambre.
K Tornillo de ajuste fino del cuadrante. L Cuadrante. M
Tapa de la abrazadera que sujeta el alambre de torsion. N
Vernier. O Tornillo que sujeta el cuadrante. P Tornillo para
ajuste de nivel. Q@ Tapa de proteccién al alambre de torsisn.



/ perforaciones

al

0y , O

Figura 2. Vista esquematica de la platina adaptada. a) vista
frontal de la base de la platinajg b) wvista frontal del soporte

plastico; c) vista lateral del artefacto.
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IT.3.~Calibracion y Validaci®dn del Aparato.

l:on las pesas de referencia (cuyos pesos eran 0.9850, 11,9945,
2.0293, 4.9953, S5.0048 gramos; marcadas Como pesas 1, 2, 3, 4, 5,
raspectivamente; calibradas por la Direccidn General de Normas)
se ensayaron combinaciones para acercarse lo mAs posible a 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, ¥ B gramos y &stas masas fueron convertidas en
dinas al wmultiplicarlas por la constante gravitacianal {981
cmlsz). (ver tabla 1). Una vez colocada 1la canastilla en la
platina, el tornillo de precisidn se movid hasta que el {ndice
del aparato cpincidis con la linea negra horizontal que cruza
diametralmente el espejo. Despuds, el dial se hizd coincidir con
el cero fijado. Posteriormente, se suspendid el peso elegido, se
Qird e+l dial hasta que el indicador coincidid con el {ndice vy <=e

tomd la lectura con respecto a la escala Vernier.

Tabla {i. Pesos cobtenidos al combinar las diferentes pesas.

Combinacisan Pesa No masa(gramos) dinas

1 0.9850 P6b.29
b 2 1.9945 1954.60
€ 1y 3 J.0143 2957.03
d 2 4.0238 3947.35
e 4,9953 4900, 39
£ 1y S 5.98989 3875.99
g 2y S b.9993 6866.31
h 1, 2y S 7.9843 7832.60




Para abtener la curva de calibracidn ' evaluar la
reproducibiljdad, cada combinacion fFué realizada por
sextuplicado en una forma totalmente aleatoria, s= trabaja en
diferentes dias y por dos analistas, en un disefio factorial
totalmente al azar (2X2XB). Para profundizar en el andlisis

estadi stico de la validacian ver el apendice 1.

Linearidad.

Para la evaluacidn de la linearidad del aparato se analizaron por
triplicado cinco diferentes pesos (964.29, 1990.74, 3I947.35,
490%.71 y 6891.13 dn.}).

Preciciédn y exactitud.

Para determinar estos parameptros se realiraron diez mediciones &
un peso de 1990.74 dn. Se obtuvo el coeficiente de variacidn para
evaluar la precisidn y se les aplicd una prueba t de Student para

estimar la exactitud.

11.4.-Solucignes.

a) Amortiguador de fosfatos Sorensen pH &.— Se disolvieron 27.22
g de fostato de potasio monobdsico (KHSPD‘) en agua destilada Y

se afpro a 1000 ml. E1 pH se ajustd hasta 6.0 0.1

b) Flul do gAstrico simulado sin enzimas (USP XXII ~ NF XV1]I) Se

disclvieron 2 g de cloruro de sodio en 7 ml de acido clorhidrico



y se afort a 1000 wl. El pH se ajustd a 1.2.

c) Fludo intestinal simulado sin enzimas (USP XXII - NF XVII) Se
disolvi¢e 6.8 g de focfato de potasio monobasico en 230 ml  de

agua. E) pH se ajusts a 7.5 hs 0.1 y se afors a 1000 ml.

11.5.- Elaboracion de tabletas de Carbopol 9234.

Se elabord un lote de tabletas de carbopol 934 por medio de
compresidn directa (en una tableteadora multipunzénica YU LEE
modelo CY-RT-11). Las tabletas obtenidas tuvieron las siguientes
caracteristicas.,

peso madio = 0.25 g

Dureza = 9.2 unidaders Stock

Didmetro = 1 ©m

1I.6.—- Obtencian de la mucosa gastrointestinal (GID)

Ratas albinas adultas, de ambos sexas, con régimen alimenticio
nrormal, con urn peso entre 200 y 300 gj fusron anestesiadas con
cloroformo vy sacrificadas por desnucacidn. Se disectd el estédémago
Yy €l intestino vy se colocaron en amortiquador de Ffosfatos
SSrensen (pH 6.0). Se obtuvieron fracciones de estomago, duodeno
Yy vyeyuno de 3 e©m de longitud cada una, vy ae cortaron
longitudinalaente. Las fracciones de estémago se enjuagaron en
£lyido gistrico simulado (FGB) , y las de intestino se enjuagaron
en fluide intestinal simulado segan la USSP XXIiy NF  XVII; eir

enzimas.
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11.7.— Medicién de la fuerza de adhesién a la mucosa.

El fragmento de pared intestinal previamente lavado se colocd en
la base de la platina con la mucosa hacia la cara libre y se
sujetd por medio del soporte plastico y de grapas por los cuatro
lados. La tableta se humectd por inmersién de una de sus caras en
Fi5 para prueba de adhesicon a intestino y a FGS para prusba de
adhesion a estdmago, durante diez minutos y luego fué puesta
?obru la plataforma metalica del tensiometro donde se sujetéd por
medic de pinzas, como se ve en la figura 3. Una vez fijos ambos
materiales se hizo subir la plataforma metdlica hasta poner en
contacto la tableta con la mucoda, y el nivelador sobrepassd la
raya del espejo, dejandose asi 30 segundos. Después de esto, Sse
bajé la base mptilica hamta que el nivelador coincidié con 1la
raya del espelo, se comenzd a dar vuelta al dial a una velocidad
de 0.5 unidades/seg. Al momento que se desprendid la membrana de
la tableta se dejé de girar el dial y se tomd la lectura como se

describis anteriormente.

11.8.~ Determinacion de la influencia del tiempo de humectacién.

Las tabletas de Carbopol 934 fueron humectadas por diferentes
tiempos en una de sus caras en agua destilada (pH 5.95), y luego
se midid su adhesidén a membrana duodenal. Los tiempos probados

fuerony 0, 3, 5, 7.5, 10, 12.5 y 13 minutos.
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1I.9.-Daterminacidn de la influencia del area expuesta a diferentes

porciones del tracto gastrointestinal.

La relacidn entre el Area superficial expuesta y la fuerza de
adhwecién del polimero a 1la mecosa gastrointestinal de rata se
determind a partir de seccionis planas de comprimidos del
poli mero de diferente area (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.4, ¥y 0.79
:mz),abtenidas rebajando cada comprimido. Para detarminar si
existian diferencias significativas en la fuerza de adhesién en

las diferentes porciones del tracto gastrointestinal, dichan

+—— hrazo de torsisn

platina

v

membrana

d

-- ¢mmmmmuan=tableta

plataforma
metalica

Figura 3. Esquema que representa la manera de poner en

contacto la sembrana con e! polimero.



asdiciones fueron evaluadas con la regitn fandica , duodeno vy
yeyuns de ratas. Las tabletas fueron prehumectadas durante 10
minutos con fluido gastrico o intestinal simulado (sin enzimas)

dependiendo de la porcién trabajada.

I1.10.~ Elaboracion de micronizados.

a) Elabeoracién de la placa de polimero.

Se prepard una solucidn al 10% de carbopol 934 en agua. La
splucién se pasd a cajas de Petri, formando una capa uniforme con
un grosor de 0.5 cm. Las cajas con la solucidén fueron secadas en
estufa a 40°C durante 48 horas. La placa obtenida fué desprendida

de la caja por medio de pinzas de diseccion.

b} Micronizado

La placa de polimero se granulé en seco (en un granulador ERWEKA
Tipo TG25), posteriormente el gramslado se sometid a molienda
{(molino ARTHUR H. THOMAS). El polvo se tamizé wutilizando las
mallas &0, 100, 200 y 325. Después de tamizar se separd el polvo
por corte de malla de &0/100, 1007200 y 200/325. Dando un

diametro promedic de 164.5, 111.5, y de 59.0 um respectivasente.

II.11.-Medicién de 1la adhesion de micronizados a mucosa

gastrointestinal.

Para el estudio de la adhesion de micronizados s utilizaron
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Figura 4 Diagrama del ensamble usado para probar la bibadhesién
de las microparticulas. (121 matraz alimentador; {2): bomba
peristaltica; (3): soporte; (4): mucosa; (5): seguro; (&): matraz

colector.

duodenns de cerdos, tipo rastrao, de raza Yorkshire, entre F0 ¥
120 kg de peso. El duodeno se cortd longitudinalmente en
csecciones de 20 X 3 cm y fué puesto en un soporte de FVG,
extendido y sujetado con la ayuda de un seguro como se observa en

la figura 4. Este soporte se utilizd como una modificacidn de un
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aparato propuesto recientemente {Ranga y Buri, 1989). Después de
esto el fragmentc de duodeno se lavée con amortiguador SOrensen
(pH=&.0) a una velocidad de flujo de 25 ml/min (utilizando una
bomba peristaltica (Hasterflexol durante 30 minmutos. Luego se
enlaagd con FIS durante un minuto. Despuss de lavar la mucosa 100
mg de micronizado se distribuyeron uniformemente sohre la mucosa
del intestipo. El polvo .se deiéd interactuar con la mucosa durante
diez minutos, posteriormente se hizo fluir FI1S a una velocidad de
25 ml/min. durante diez minutos. El soporte fué puestao de tal
manera que el flujo del diluente cubriera uniformemente la
meabrana de 2 a 3 mm por sobre el tejido. El liquido elutdo fue
calertado en matraces Erlenmeyer, y despuwss de homogeneirzado se
tom® una alicuota de 5 ml que se colocd en un pesafiltro y se
secd a 40°C durante 72 horas. El porcentaje de polvo arrastrado

fue determinado por gravimetria.



1I11. RESULTADDS

ITl.1.=Calibracion y validacién del aparato.

Loa dates abtenidos de la validacién del aparato ae muestran en
la tabla &. A estos datos se 1les aplice @l tratamiento
aotadi stico sefalado en el apéndice 1, obteniéndose los

#iguientes resultadoss

Nimero de mediciones realizadas = 192

Error estdndar de regresién = O.08277
Coeficlante de determinacién = 0.99995
Couficiente de correlacion = 0,.99998

Buma de cuadrados de regresién = 246841.04

Puma de cuadrados del error de regresién = 1,30
Buma de cuadrados del error puro = 0.77

Suma de cuadrados de la falta de ajuste 0.354

Los cuales son resumidos en la siguiente tablas

Tabla 2. Tabla del anilisis de varianza para la curva de calibracién.

Fuente de Grados de Buma de Madia de F
variacisn libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 26861.04 26861.04 3920318.00
Error de
regresion 190 1.30 0.00&6%
Falta de
ajuste 145 0.54 0.0037 0,54
Error purop 45 0.77 0.017




Como el valor de F experimental para la regrecian (1577584.42) es
mayor al valor F de tablas con un grado de libertad para el
numerador, y de 196 para el denominador y con un 997 de confianza
{Fitoop.00 = 6£.43) y como ademias el F experimental para la
falta de ajuste es marnor al F de tablas con 145/43 grados de
libertad al 95% de confianza (Fliseso.ps = 1.51) el modelo
lineal ss correcto para describir la relacién entre 1a cantidad

pesada y la lectura, tal relacidn la vemos en la Figura 5.
Reproducibilidad ¥y repetibilidad (de] sistema de medicién).

Posterioreente con los datos de la tabla 4 se realizd el anilisis
de varianza (dissfic factorial 2X2XB complatamente al azar) para
evaluar la reproducibilidad y 1la repetibilidad, los datos

obtenidos se rasumen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Tabla de ANDEVA para evaluar 1os resultados en

diferentes di hs y por dos analistas

Fuente de Grados de Suma de HMadia de Fexp
variacion libertad cuadrados cuadrados

Analista 1 0.0026 0.0024 0.464
Dia 1 0.0131 0.0131 3.74
Error 160 0. 6000 ©. G040
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Tabla 4. Resultados utilizados para evaluar el modelo lineal y la
reproducibilidad y repetibilidad de las medicionus del aparato
realizadas en dos dias y por dos diferentes investigadores.

ANAL ISTA 1
Pesa” a b c d e £ g h
.2 10.4 15.7 20.% 25.8 Ii1.1 3IbH.3I 41,3
5.2 10.3 15.7 20.7 25.9 3I1.2 3I4.2 41.2
S5.1 10.4 15.6 20.9 25.9 31.1 3Jb.1 41.4
DIA 1 5.1 10.4 15,8 20.8 25.%9 30.% 3I4.3 41.3
5.1 10.4 135.8 20.9 25.8 31.0 36.3 41.2
%.0 "10.4 15.7 20.9 2T5.8B 31.0 3JLH.3 41.4
promedio S5.1 10.4 15.7 20.9 25.9 31.1 36.3 41.7%
CVv (%) 1.3 O0.39 0.48 0.40 0.2 0.34 0.56 0.22
ANALISTA 1
Peso” a b c d e € 9 h
5.0 10.4 15.7 20.8 25.9 31.1 3Ib.2 41.2
3.1 10.4 15.8 20.7 23.9 31.2 36.2 41,3
5.1 10.3 15.7 20.8 25.9 31.2 36.2 41.2
DIlA 2 S.1 10.4 5.7 20.9 25.8 31.1 3b.2 4).:¢
B.2 10.3 15.7 20.9 25.9 31.2 3565.2 41.3
Bl 10.F3 1%.8 20.9 25.9 31.1 6.3 41.2
prosedio 5.1 i0.4 15.7 20.8 25.9 31.2 34.2 41.2
cv o 1.2 0.33 0.33 0.40 0.1s6 0.18 0.11 0.18
ANAL ISTA 2
Peso” a ] c d e F g h
S.2 10.4 15.7 20.9 25.8 31.1 3I6.3 41.3
5.2 10-4 15.6 20.7 23.8 31.1 34.2 41,2
5.1 10.4 15.7 20.8 23.9 3Ii.1 3Ib6.2 41.3
DIAa t 5.2 10.4 15.7 20.9 25.9 31.1 3I46.3 4t.2
J.1 10.4 15.7 20.9 25.8 31.1 35.2 41.3
5.2 10.4 135.6 20.9 23.8 31.2 3I6.3 41,3
prosedio 5.2 10.4 15.7 20.9 25.8 F1.1 3IL6.F 41.3
cv 0 1.2 0.51 0.33 0.36 0.20 0.18 0.14 0,13
ANALISTA 2
Pesa™ a L] [ d e £ g h
S.1 10.3 15.7 20.7 25.8 31.1 3IbH.2 41.2
S.1 10.3 15.6 20.8B 23.8 3I1.2 36.2 41.2
5.1 10.4 1%5.7 20.9 23.8 31.2 36.2 41.3
pIia 2 5.0 10.3 15.7 20.7 25.8 31.2 35.3 41.2
F.1 10.2 15.6 20.8 25.9 3I1.1 I6H.2 41.3
S.2 10.3 15.7 20.8 25.9 31.1 36.3 41.2
promedios S.1 10.3 15.7 20.8 25.8 31.2 34.2 41.2
cv 0 1.2 0.461 0.33 0.36 0.20 0.18 0.14 0.13

°Los pesos son 10§ descritos por el método.



£l F de tablas tanto para el factor analista como para el <factor
dia tiene un grado de libertad para el numerador, vy 1&0- grados de
libartad para el dsnominador, con un nivel de confianza de 95%Z3; v
tiene un valor de 3.%0, Como el F anterior es mayor a los valores
de F experimentales tanto para el factor dia como para el factor
analista =e dice gue hay reproducibilidad entre analistas vy

entre dias.

Finalmente s& encontrd un limite de deteccidn de 0.1011 unidades
del aparatop, una cantidad minima cuantificable de 11.7 Dinas vy
una sensitividad de C.04636 Dinas. (Las fSrmulas usadas se

encuentran en el apéndice).
Linearidad (Barron y Garzdn, 1991).

A partir de los datos de 1la tabla 5 se determinaron los
parametros estadi sticos para la curva recta a partir del métado

de minimos cuadrados, 1os cuales se muestran a continuacidn:

Namero ‘total de datos - 15

Coeficiente de correlacidn = 0.99998

Coeficiente de determinacién = 0,99996

Pendisnte = 1.0027

Intercepto = —10.4937

Valor experimental t de Student para la pendiente = 1.6018

Valor experimental t de Student para el intercepto = 1.45682
Valor tedrico de t de Student con 13 gradas de libertad y un

nivel de significancia de 0.05 = 2.1604
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Ya qua #! valor del coefimnte de correlacién es muy cercanc a la
unidad vy como 1os valores de F experismentales son oenores al
valar de F de tablac estadisticamente s& puede decir que al

matodo s linmal.

Tabla 5. Resultados utilizados para determinar 1la lincaridad

del método.

Peso Adicionado |Peso Determinado® DE CV (%)
946,29 968. 48 10.95 0.01
1990.74 1991.23 e} 4]

3947.35 3I943.03 10.94 0.0t
4909.71 4898. 462 10.96 0.01
6591.13 4&911.04 10.96 0,01

FPromedio de tres determinaciones.

Precisién y exactitud.

Para evaluar la precisidén y la exactitud del procedimiento se
realizaron diez mediciones a un peso de 1990.74 dinas; los

valores de las mediciones son los siguientes:

1.~ 1981.23 b5,- 1981.23
2.~ 1983.23 7.— 19968.47
I.- 1781.23 8.- 1981.23
4.~ 1998.47 9.- 1981.23
5.— 1998.47 10.—~ 1998.47



Y sus recpectivos parametros sastadisticos fueron:

Promedic = 1988.13

Desviacion estindar = B.90

Comficiente de variacison = 0,4478

Valor experimental t de Student = -0.928%

Valogr tedrico de t de Btudent = 2.25622

Con lo cual como el valor absoluto del t experimental es menor
al valor t de tablas se dice gque estadisticamente el método es
exacto para esa determinacion, Ademis el coeficiente de variacisén
®#s mucho menor a uno por 1o que.se puede decir que el método eas

preciso.

111.2.~Resultados de la influencia del tiempo de humectacian

sobre la adhesién.

En 1la tabla & se presentan 1los resultados obtenidos. El
compoartamiento de adhesién se puede observar en la figura b4, en
la cual se observa que aun sin humectar la tableta presenté una
fuerza de adhesién, la cual fué aumentando hasta 1legar a una
meseta entre 2 vy 7 minutos, posteriormente aumentd hasta llegar a
un maximo en aproximadamente 10 minutos, para después empezar a

descender.
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Tabla 4. Resultados de la fuerza de adhesin (en dinas) contra
el tiempo de humectacion en duodeno.
Tiempo de humectacidn (minutos)
Tableta o 1 3 5 7.8 10 12.5 15
A 3393.3 6631.3 S5681.9 S871.8 U728.8 8340.2 5264.2 2871.8
B 3I783.2 $%146.1 5B871.8 S321.1 B5435.1 B188.3 4099.7 25663.0
c A4L18.7 %54D1.9 &821.2 S302.2 7181.9 8738.9 S349.0 243IS5.1
Promedio 3992.1 6H403.5 6118.7 5492.1 6173.5 86046.0 S55644.0 2663.0
SC. V. %) 13.6 10.1 9.9 5.9 14.% 2.7 7.5 8.2
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Figura &.~Grafica que presenta la fuerza de adhesidn vs el tiempo

de husectacidn.

111.3.-Fuarza de adhesién a diferentes porciones del TeI.

Ltos resultados obtenidos al exponer las diferentes Areas de 1los
coaprimidos a las diferentes porciones del tracto
gastrointestinal se muestran en la tabla 7, Y podemos verlos en
las figuras 7, 8, ¥ 9. El comportasmienta de adhesisn respecto al

Area expuesta es lineal rcomo puede constatarse por los



Tsbla 7. Resultados de la fuerza

diferentes parciones del TGl.

de adhesién ({en dinas) en

Porcién Ares expuesta (ca')
dal
ol o1 02 03 04 05 O& 07 0%
Fondo |982,10 1219.96 148569 2093.42 282,05 30B0.B0 3631,45 473277
gstricdgap,20 1219,95 1409.84 2625.08 3403.50 3403.60' 3498.54 512,53
) 916,15 140984  935.13 2330.26 3004.85 2947.83 3345.62 4061.94
¥ 916,15 126325 1276,69 235292 3030.17 3144.09 498,54 5302,41
W g a5 By 1L s e 1290
962,10 1219.96 152377 1403.53 042,82 3393.48 4390.98 577701
Duodend | g1s,18 1371,67 199,72 224,31 2644,07 342258 357949 4%1.87
) 110,05 114401 1509,72 2207.36 250B.1 36BB.42 3270.68 516991
X 1004,76 124528 157440 1958,39 2731,67 314,09 459,54 5302.41
V| oem 932 27 WM 1047 LB 154 LTS
840,20 112502 1675.68 2340,25 978,89 40MB.1B 4143,12 9482.17
Yeyuno |1o30,08 1209,96 1922,52 259,13 3080.80 3593.49 4542.88 6631.58
125,02 146681 159972 2188.36 2014,9 0238 J460.56 486693
X 998,43 1270.60 1732.64 7359.25 2941,55 3561.B3 4085.52 5593.56
OV | 1455 13.89 .74 .48 453 1468 1354 19.40
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Fig. 7. Fuerza de adhesidn vs. drea expuesta C fondo gastrico).
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Fig. 9. Fuerza de adhesicn vs, drea expussta (yeyunod.
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toeficientes dm correlacidn obtenidos , los cuales Fueron

(respectivanente para @l fondo gastrico, duodeno y yeyuno):

Y = 52.488%9 + 3678.32 X r = 0.94%4
¥ = 53.1057 + 5782.00 X r = 00,9752
¥ = 54,0203 + 5809.0&6 X r = 0.9437

Donds Y e% la fuerza de adhesién en dinas y X es el area expuesta

2
an cm .

1I1.4.—- Resultados de la adhesién de micronizados a mucosa Gl1.

Los resultados obtenidos por los tres diferentes tamalos de
particula sobre el duodeno de cerdo los podemos observar en 1la
tabla 8. A estos datos se les aplica un anzlisis de varjanza
(disefic de blogques coampletos aleatorizados), encontriandose que no
existia oiferencia entre las diversas unidades gxperimentales
{duodenos de cearda) usadas pero st hubo una diferencia
significativa entre los diversss tamafios de particula, siendo
mayor la cantidad adherida para el menor tamafio de particula
usado, en segundo términoc el tamafo de particula intermedio y el
porciento menor para el tamafio de particula mayor. Esto se ve en

la figura 10.



Tabla B. Resultados del porcentaje adherido de carbopol 934
(micronizado) a el duodenc de cerdo.
Tamafo de Cerdo Promedio
parttcula (pm) 1 2 3
&5 &S &5
59.0 &0 &5 75 &5
&8 &5 &5
t4.56) {0.00) (8. 435)
55 &0 &5
111.5 &0 &0 55 56
50 55 45
(9.09) €4.95) (18,18)
35 a5 so
164.5 S50 a0 45 45
45 S0 45
€17.63) (1.3 6.19)

Laos datos entre paréntesis son el

coeficiente de variacidn.
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Figura 10. Grafica de porcentaje de carbepol adherido wvs el

tamafo de particula.



IV. DISCUSION

A 1os datos de la tabla 4 s@ les aplicd un-anilisis de regresién
y correlacién (por al método de minimos cuadrados) para el modelo
lineal, logaritmico y sxponencial. Sin embargoc el modelo lineal
fud el que mejor sa ajusts. A partir del coeficiente de
correlacién (0.9997) puede deducirse que el modelo lineal es
confiable y que la balanza de torsidn utilizada permite obtener
datos directamente proporcionales en ®! rango de 1746 a 8000 dinas
(tomando en cuenta que una unidad del aparato corresponde
aproximadamente a 175.86 dinas). Lo anterior es apoyado ademas
por el amklisis de variaonza reaiizado a los mismos datos (ver
tabla 2). En la figura & podemos apreciar a partir de la relacion
tiempo de humectacidn contra dinas, que al mantener el 4A&rea de
enposicién constante y variar el tiempo de humectacidn, se tiene
un comportamiento gque puede ser explicado de la siguiente forma:
— A un tiempo de hdeectacidén cero aobservamos lectura, sin
embargo, en realidad tiempo cero es un tiempo de cantacto de 30
segundos, tiempo en el cual el polimero se pudo humectar -sin
llegar a relajarse— y de esta manera la fuerza de adhesién en
este punto se pudo deber a : 1) la presién con que se pusieron
en céntacto la tableta y la mucosaj y a 2) lo gue técnicamente se
le ha denominado punto de fatiga y depende de la penetracién de
la mucosa y/0 probablemente de las fuerzas electrostaticas entre
los grupos carboxi 1o del carbopol y oligosacaridos de la mucosa

®n la interfase (Longer, ¥y Robinson, 1786).
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La dimainucifn en la fuerza de adhesitn presentada entre los 1
a S minttos puede deberce a la eliminacion de las interacciones
eleactrostAticas interfaciales, producto del agua presente, aungue
esta altima no haya sido la suficiente hasta ahora como para

elevar por si{ spla la fusrza de adhesisn.

A partir de los 5 minutos, la cantidad de polimero relajado
permite una mixima interpenetraciédn con un probable cambio de 1la
viscosidad de las regiones &n contacto, lo cual dificulta 1la

aeparaciéon (Longer y Kobinson 19863 Pimienta et al., 1990)

A 1los 10 minutos de humectacién se encuentra la mixima fuerza de
adhesitn; en esta fase las cadehas del polimero estan relajadas y
pueden penetrar el moco por lo que la fusrza de adhesion se va a
deber a la sumatoria de las fuerzas gue actuan aqui, as{ camo las
tensiones interfaciales, interpenetracién polimero-moco y muy

posiblemente interacciones de tipo fisicoquimico.

Finalimente, desputs de 1los diez minputos se vid un marcado
descenso an la fuerza de adhesidn. tsto puede ser explicade por
el hecho de que después de que las cadenas se relajan presentan
®l paso siguiente - disolucién—-, y conforme aumenta el tiempo el
mamero de cadenas disueltas aumenta tkratochvil, 19886)y
consecuenteaente la fuerza de adhesién cae aan mas, hasta a1
punto limite que queda demarcado como aquel en el que la adhesisn
poli mero mucosa unicamente es debida a la tension interfacial
entre el polimero y la solucidn del polimero-liquido GI {ver Fig.

11y,



@

- B S - =

Figura 11l. Representacion de la interpenetracidn conforme aumenta
la cantidad de polimero disuelto. De izquierda a derecha observe
como s€ van relajando las cadehas del polimero (A) y empiezan a
interpenetrarse mutuamente con las cadenas de glicoproteinas del

maco (B).
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Tras habesr hecho la comparaci®n estadiastica acerca de la
bipadhesisn del carbopol en diferentes porciones del tracte
gastrointestinal de la rata , se obtuvo que no existia diferencia
significativa, aun cuando en reportes anteriores se menciona que
en el fondp gastrico se obtlene la mejor adhesion del carbopol a

la mucosa {Smart et al.,1984),

FPor otra parte se ha demostrado, que la adnesién del carbopol a
la mucosa gastrointestinal se vé infiluida por el pH del medio.
Por un lado el hinchamiento del polimero al ser humectado en
diferente pH muestra un comportamiento sigmoideo en donde un
ml nimo de hinchamiento se presenta en valores de pH de t a 3, vy
@l miximo hacia pH 7. Un comportamiento sigmoideo similar se
encuentra en =1 caso de la fuerza requerida para desprender el
carbopol a una seccién de mucosa cuando se varia el pH del medio,
solo que en este caso la adhesién es méxima en valoras de | a 3 vy

ml nima hacia pH de 7 (Lejoysux et al., 1989).

Tomando en cuenta que en nuestra experiencia las tabletas de
carbopol fueron pre-humectadis en +fluido gastrico simulado vy
fluido intestinal simulado (pH de 1.5 y 7.5), y que el tiempo
&ptimo de humectacién del polimero fué calculado en agua
destilada, la cual presentaba un pH de 5.5 (punto en donde el
comportamiento de adhesion e hinchamiento del polimero se
encuentran cercanos al centro de las curvas sigmoideas), puede
suponerse que en el caso de la humecttacién a pH de 1.5 el tiempo
requerido para la relajaci®én de las cadenas del polimerc no fué

el suficiente vy esto ocasiond una menor adhesién de las  tabletas
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a la mucosa estomacal, provocando que no se encantrara diferencia
significativa entre las di ferentes porciones del tracto
gastrointestinal. Debe tosarse en cuenta también la variacién
biolégica en los animales, y el tratamiento previo de lavado de
mucosa con soluciones salinas, el cual puede afectar la cantidad
de moco presente en la superficie de la sgeccidn de tejido

utilizeda y por lo tanto causar variacidn de los resultados.

Con lo que respecta a el cosportamiento de adhesién con relacidn
al Area expuesta se ve que sigue una tendencia lineal (figs.7, O
y 9}, en las tres porciones probadas del TGl. Low coeficientes de
correlacién obtenidos, considerando que se trabajd con material
bioldgico, mon bastante aceptablem. Por otra parte esta tendencia
lineal demuestra gque 1la fuerza de adhesidn es directasente

proporcional al Area expuesta.

De acuerdo a la figura 10, se ohserva una cantidad mayor de
polimero adherida con el tamafo de particula mis pequafia (39 um),
lo cual esti totalmente de acuerdo con los resultados obtenidos
con anterioridad (Gtsuka et al., 1988), ya que al variar el 4rea

efectiva aumenta la fuerza de adhesidn.
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V.CONCLUSTIONES

- E1 s®todo propuesto para la determinacién de la fuerza de
adhesion do tabletas de polimeros bicadhesivos a secciones de
mucosa gastrointestinal, demostrd ser sensible, versitil y de
sencilla utilizacién y pusde ser aplicado para la investigacion

de bicadhesién @n polimeros de nusva sintesis.

— El aparato resultsd ser pretiso, exacto, lineal y ademis tuvo

reproducibilidad entre dtas y entre analistas.

—En cuanto a la fumrza de adhesidn no #® encontré, diferentia en
la bicadhesividad del carbopol entre ©O.1 y 0.79 co” en las
diferentes porciones del TGl (fondo gastrico, duodens y yeyuno)d,

de rata.

- La bioadhesividad cambia con respecto al tiempo humectacidn.
Ento tiene importancia para formulacione#s orales, ya que puede

ser necesaria una humectacisn previa a la deglucidn.,
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—El tiempo de humectacidn dptimc para el Carbopol 934 en agua

destilada resultd ser de 10 sinutos.

~La hicadhesién mixima dge Carbopol a una seccidn de intestino ‘de

cerdo se encontréd con el tamalio de particula mis pequefio (59 um).



Apéndice I.

Analisis emstadistico de la validacidén (Ostle, 1988; Daniel,

19%0).
Calibracisdn.

Se registraron y tabularon las lecturas corrmspondientes a cada
peso, considerando como valor *“x™ a 108 pesos y como valor *“y" a
las lescturas obtenidas, con estas lecturas se realizé una

regresién por minimos cuadrados, donde:

—Pendiente.
m = (nExy - ExXEy)>/(nDd — (o)

donde n es el mamero total de datos.

=0Ordenada al origen.

b = (y + aEx)/n

=Coeficiente de determinacién.

r o= (nExy - xRV GE® - @2 inEyT — (@2

—Error estandar de regresién.

Syox = ({Ey° — BEy — aDxay)/{n-2))*"?
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-Error estandar para la pendiente.

SM = (S d/(EHZ — (D) Z/mt R

—Error estiandar para la ordenada al origen.
SB = (Sysx) ((1/m + R/ Ex2— 0 t*
n

—5uma de cuadrados de regresién.
SCr = mExy + bLy - [ (Ey)zl

e
dande
r = réplicas por peso

C = rimero de pesos ensayados

=Suma de cuadrados del error de regresién.

SCer =£\/2 -~ mfxy — byy

-Suma de cuadrados del error puro
SCep = (B2 - )2/
toda x
~Suma de cuadrados de la falta de ajuste.

SCfa = SCer — SCep

~-Realizar la tabla 9.



Tabla 9. Andlisis de varianza usado para una reqresicn.

Fuente de Grados de Suma de Hedia de F
varjiacien libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 SCr SCr SCr /HMCar
Error de

regresion n-2 SCer SCer/gler

Falta de

Ajuste (r=2) - t(r-1} SCfa SCra/glfa MCta /MCer
Errar

puro tir-1> SCap SCep/glep

AMdlisis de varianza para evalyar 1la reproducibilidad v

repetibilidad de las mediciones realizadas.

El ANDEVA utilizado ¢ un factorial 2X2%X8 completamente al azar,
para 1o cual lpos datos se aordenaron de acuerdo a la tabla 10. Loes’

=i mbalos utilizados en esa tabla se definen como sigue:

xujkl s la 1-4s5ima observacisén gue recibe el i-$simo analista,

j—osimo dia y el k-4siso peso.



—=Total del j-¢simo dia,

Toy.. =

ctMw
™Mo

v
E Rkl
L

=1 k=g L=

=Total del i-¢simo analista.

™Mo

d
T.je. = Y,
=

r
L gkl
=4 .

x
"

1 U

~Media del j-<¥simo dia.
Tages
ny

Kejoo =

-Media del i~¥simo analista.

b m Thiees
“ae

™

-Suma de cuadrados total.
a d p r _ 2
SCT = r T } ¥ z (il = Rpaeo)
i=
-~Suma de cuadrados debido al factor amnalista.

a
SCa = dpr £  (¥iews — Xooood?

=Suma de cuadrados debido al factor dfa.

d
SCd = apr T (Rejau = Raeood™
=



Tabla 10.

(2X2%B) completamente al azar.

Tabla de valores de la muestra para el diseflo factorial

i=1 . - d
k=1", . p k=t . . . p
t=1 = -
Misss . . KeaPs ®a248 . . . wa2ps [ Theoee Messs
. - . . . . - . .
. - . - B . . - - . .
- . . - - - . . .
. Wiger .« . Xispr Xe124r . . . MHelpr - -
. H24aS . - KEspa HE2L . . . M22ps . .
Tace. Xaees
. . . - . . -
a . . - - . - . - .
. - - . . -
Xzuar . . H2epr n22er . . ‘xazpP
Total Teteo . T.daa Teeoo
Media Retas . x.d.., Moo
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—Suma de Cuadradas debido a los factores.

a d =] - -
SCt =r T T T (ke — Xeaaod
=1yt k=t

~Suma de cuadrados del error experimental.

SCe = SCT - SCt

-Con los datos anteriores se forma la tabla 11.

Tabla 11. Tabla condensada del ANDEVA para

reproducibilidad y repetibilidad de las mediciones

evaluar

del aparato.

la

Fuente de Gr ados de Suma de Media de Fcal.
variacién libertad cuadrados cuadrados
Analista a-1 SCa SCa/’qgla MCa/MCe
Ma d-1 sCd sCda/gld MCd/MCe
Error adp (r—1) SCe SCe/gle

donde:

a = namero de analistas.
d = namero de dlas.
P = ndmero de pesos.

r = nimero de repeticiones.
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