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OBJETIVOS

ORIETIVO GENERAL

- Evaluar las propiedades de bioadhesion del N,N-dimetilaminoetil metacrilato-co-metil
metacrilato (gel polibsico), al pH de la mucosa correspondiente, por medio del tensionietro
de Du Noily modificado.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Determinar el % de hinchamiento a diferentes pH's por fotografias.

-Medir 1a fuerza de bioadhesién a muestras con diferentes grados deentrecruzamiento

estructural con diferentes mucosas.

- Analizar el comportamiento bicadhesivo en funcién del grado de entrecruzamiento del
polimero.



I. INTRODUCCION

1.0 ANTECEDENTES

En los ultimos afios han surgido cambios en los métodos de adrmimistrar
medicamentos y/o liberar los firmacos. Las tiadicionales capsulas o los ungtentos han sido
poco a poco remplazados por microgranulos con resinas de intercarnbio i6nico, por labletas
con bombas osmdticas o con parches tmunsdémicos. Sin duda el concepto se ha
revolucionado y plantea un interesante potencial cientifico y comercial, principalmente con el
advenimiento de interesantes polimeros y con el desarrollo de mievos méfodos de

investigacion clinica.

En recicntes afios, polimeros hidrofilicos han sido extremadamente populares en la
entrega de fairmacos. Esto es debido a que estos polimeros ayudan a prolongar la liberacién
del farmaco de una forma dosificadora por la adherencia a un sitio especitico del cuerpo
donde el moco este presente. ¥

Desde un punto de vista tedrico, la bio{muco)adhesion puede conducir a la solucién
de problemas de biodisponibilidad en formas farmacéuticas comoen los casos de corta
estancia en los sitios do absoreidn, elevando asf importantemente los niveles séricos del
principio activo, teniendo algunos ejemplos: En la administracion sublingual encontramos
que ademads del efecto bio(muco)adhesivo, se contaria con una forma de evitar la destruccion
por fluldo gastrico de las moléculas de principios activos, evitando ast la administracion por

via oral con el necesario paso por el sistema digestivo. ¢

Geles polibasicos, inicialmente hidrofobicos, han sido propuestos para la liberacion
de farmacos y macromoléculas en medios acidos ®, Se ha observado que la cindtica de
liberacién de fanmacos a partir de esfos geles es de orden cero. En otes palabras la
liberacién es constante con respecto al tiempo, lo que difiere de la cinética fickiana
presentada por los geles hidrofilicos. Isto se debe a que la liberacion es dependiente del
hinchamiento del gel y no de la difusién de farmaco.



El objetivo del vstudio fue evatuar las propiedades mucoadhesivas de una serie de
geles hidrofobicos polibdsicos con diferentes gmdos de entrecruzante pam determinar si
influye el entrecruzaniiento de éstos en la fuerza de bioadhesion. Estos estudios pretenden

determinar ¢l potencial de geles polibdsicos, inicialmente hidrotdbicos, como sistemas de
liberacion.

El objetivo mas inferesante y ambicioso de la investigacidn actual en este campo es
optimizar Ia farmacolerapia para conseguir la legada al sitio de accidn con la cantidad
adecuada de fanmacos para cada paciente durante ¢l periodo que el tratamiento requiera,

mientras el resto del organisnio permanece libre do la sustancia activa.

1.1 CONSIDERACIONES ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE
LAS MUCOSAS

1.1.1 CAVIDAD ORAL

La mucosa oral consiste de una capa de epitelio escamoso estratificado, debajo de la
cual se encuentra una tmembrana base y debajo de esta 1a lamina propsia y la submucosa,

E! epitelio bucal esta compuesto de ~ 40-50 capas de células, mientres el epitelio
sublingnal contiene un poco menos. B! espesor del epitelio oral varia considerablemento
entre los sitios: en humanos, perros y consjos, la mucosa bucal mide de S00-800 pm en
espesor, mientras el paladar blando y duro, base de la boca, lengua ventrat y gingiva mide ~
100-200 pm. La composicion del epitelio también varfa con su localizacionen la cavidad
oral, Asl, la mucosa de la ‘gingiva y el paladar duro (Areas sujetas a stress mecnico) son
queratinizadns de una manera similar a Ja epidermis. La mucosa del paladar blando'y la
region bucal sublingfial son generalmente no queratinizadas,

‘ Una uotable camcteristica de la mucosn oral es la gran cantidad de protefnas
presentes en la forma de tonofilamentos en lag células de todas las capas, en ambos epitelios
queratinizados y no queratinizados.



Es poco conocida la composicion lipidica de Ia mucosa oral. En particular, la mucosa
oral querstinizada (gingiva y paladar) y la epidermis contiene gran cantidad de acilceramidas
y ceramidas, 1as cuales han sido asociadas con Is funcion de barrera, mientras, fa mucosa
oral no quemtinizada (bucal y base de la boca) las cuales son también mas permeables,
contienen poca cantidad de estos componentes.

Las cétulas del epitelio oml son rodeados por una substancia tiemmosa intercelular, los
componentes principales de {os cuales son: carbohidratos, complejos protéicos, algunos de
los cuales pueden ser agociados intimamente con sitios particulares en la superficie celular.

Otro aspecto de la composicion bioquiinica de 1a mucosa oral son fos asf lamados
“granulos cubridores de membrana” y su papel en los cambios bioquimicos ocurren durante
1a machiracidn del epitelio,

La membrana base e3 una capa continua de matesial extracelular, formando el timite
entre 1a capa basal del epitelio y el tejido conectivo de la lamina propria y la submucosa.
Esta es uns estructura trilaminar, consisiente de una capa superior amorfa (40-80 nm de
espesor; (Ia lamina locida), ima capa densa central de espesor similar (Ia lAmina densa) y
abajo una region ancha de material fibroso. '

La membrana base tiene probablemente una doble funcién: (1) proporciona
adherencia entre el epitelio y el tejido conectivo debajo y para proporcionar soporte mecinico
pars el epitelio y (2) pam formar una bamera pars el paso de células y algunas moléeulas
grandes a través de la mucosa.

En general, 1a penmeabilidad de la mucosa oral disminuye en el siguiente orden:
sublinggal>bucal>paladar.™'"

1.1.2 ESTOMAGO
El estdmago es un érgano sacular de paredes musculares groesas, sitado a la

izquierda de) abdomen, debajo de las vltimas costillas y dividido en tres regiones una
superior, que por su vecindad con el corazén se llama regidn del cardias;, wna voluminosa en



la parte media, Hamada fondo, y otra que se extiende hasta Ia abertura del intestino delgado
Hamada regién pilérica (fig. 1).

El estomago esta sostenido en su posicidn por su continuidad con el esofago hacia
ariba y su continuidad con el duodeno hacia abajo y, secundadiamente, por log epiplones

gastrohepatico y gastrosplénico, ast como por el ligamento gastrofrénico. 20

[ Coriies |} Corvet

mayor
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Fig 1. Anstomia macroscopica del estémago. Las principales secresiones estin emumeradas bajo fos
nombres que indican Les localizaciones donde se producen. Ademis, el moco es secretado en todas 1as partes del
estbmago.

Interiormente el estémago eata cubierto por la niucosa gstrica. Esta mucosa se halla
recorrida en toda su extension, cuando el drgano esta vaclo, por numerosos pliegues que se
entrecruzan entre si, limitando depresiones de forma variable®® La mucosa ghstrica
contiene muchas glandulas profundas. En las regiones pildrica y del cardlas las glandulas
secretan moco. En el fondo y en el cuerpo del eatémago, las glandulas contienen células
parietales u oxinticas que secretan acido clothidrico y el factor intrinseco, células principales,
zimbgenas o pepticas, que secrean pepsindgeno. Estas secreciones se mezclan con el moco
secrelado por las células en los cuellos de las glandulas.®

Vanias glandulas desembocan en una cAmarm comin, la que a su vez se abre en la
superficie de Ia mucosa (cripta gastrica),



El estdmago tiene una frrigacion sanguinea y linfatica muy abundante. Su inervacion
parasimpatica proviene de los vagoa y su inervacion simpética del plexo celaco,

La pared, de 3 mm de espesor, estd formada por diversas capas de las que una,
muscular, comprende una capa externa de fibms musculares longitudinales y una capa
interna circular, y otra, mucosa, es glandular y 1a mis importante desde ¢! punto de vista
biofarmacéutico.

La mucoaa estd formada por 4 tipos de células secretoras:

Las células principales que segregan la pepsina y el fermeato lab.

Las céhilas del borde que segregan iones H'y CY,

La superficie de la mucosa estA tapizada por cdlulas epiteliales que segregan un
MACUS MUY ViSO0so,

Por tiltime, contiene células “mucoides clares” que producen un mucus sofuble,

El mucus es una substancia muy viscosa secretada junto con los bicarbonatos por
ciertas odlulas de Ia mucoss. El mucus tapiza toda la mucosa. Su viscosidad disminuye
cuando el pH aumenta poc encima de 5. Esth dolado de un impoctante poder regulador,
puesto que 100 ml de mucvs neutraliza 40 m} de Acido clorhidrico 0,1 N. La funcion es Ia de
proteger 1a mucosa ghstrica contra autodigestion por la pepeina. Cualquier estimulacion
mécanica de ls mucoss aumenta 1a velocidad de formacién de mucus.

El pH del jugo pistrico es proximo a § pero debido a eventuales diluciones se admite
generalmente que el pH se sitia entre 1 y 3.

1.1.3 INTESTINO

El intestino delgado o3 la porcién del tubo digestivo comprendida entre 1a valvula
pilérica y 1a vilvula ileocecal. ™ Bl intestino delgado, que sigue al estémago, se compone de
tres partes e} duodeno; que es fijo, y el yeyuno y el fleon, que son mdviles. Su didmetro es
- variable segin loa niveles (2-3 cm) y su longitud tolal varia de 5-9 metroy, El intestino
delgado esth rodeado de pliegues peritoneales. El duodeno, relativamente corto
(ctimologicamente, doce dedos) esté formado por varias partes acodadas. La primers,
yuxiapilérica, muy dilatdda, constifuye el “bulbo duodeoal”. En la segunda desembocan, a
nivel de un ensanchamiento denominado “ampotla de Vater”, ¢l canal de Wirsung que
provienc del pncreas y el colédoco que procede de 1a vesicula biliar ¥ del higado veztiendo
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1 bilis en el aparato digestivo. Un poco por encima de la ampolla de Vater, un segundo

canal conduce las secreciones dol panereas: ol canal accesorio de Santorini,

El yeyuno y el ileon tienen aproximadamente 6 metrus de largo. Se encuentran
replegados en 14-16 “asas”. Aplanados cuando no contienen materia, adoptan 1a forma
cilindrica cuando pasa el bolo alimentario.

B} intestino delgado est4 formado por cinco timicas concéntricas, de las que una es
muscular y otra mucosa, siendo esta ultima la més infensa y de vital importancia en la
absorcion medicamentosa,

La capa mucosal, exceplo en la porcién mag alta del duedeno, estd formado por
pliegues: las valvulas conniventes. La mucosa ademAs estd erizada de “vellosidades™, de
0.75 a 1 mm de altura, en constante agitacion,

Las funciones esenciales del intestino delgado soa las de absorcitn y secrecion de
substancias que favorecen la digestion, por lo que las células que constifiyen la mucosa son
de dos tipos:

Células con funciones absorbentes: los enterocitos. Se trala de células cilindricas,
altas, con una “meseta estriada”,

Células coa funcién secretora:

- Células calciformes que segregan un mucus pam proteger la mucosa como en el
caso del estdmago, frente a la accién de las enzimas proteoliticas.

- Células enterocromafines que segregan esterotonina, substancia que interviene en
1a motricidad intestinal.

Entre las vellosidades se abren glandulas tubulares denominadas de Lieberkdhn, que
reagrupan estos tres tipos de células, asi como las células secretoras de Paneth salumdas de
volurninosas granulaciones de proenzima,

A nivel del duodeno, las glandulas de Briznner reagrupan células con mucus.

La llegada de substancias procedentes del estémago al dnodeno provoca ef cierre del
plloro, Jos movimientos intestinales y las secreciones, i



Rl

El duodeno y las primeras partes del yeyuno tienen una funcion secretora dominante
mientras que las sepundas partes del yeyuno y el tleon poseen una funcién de absorcion méas
importante.

Secreciones: Tienen varios origenes: pancredtica, vesicular e intestinal.

a) Secrecion pancredtica: Procedente de los ancinos secretores, Ia secrecion
exocrina del pancreas se vierte en 1a segunda parte del duodeno.

En un Haquido ligernmente viscoso (presencia de mucina) y de pH claramente alcalino
(pH 8-9) debido a su pran contenido en bicarbonato (80-120 mEq/lt).

La mezcla de esta necrecion alcalina y del quino acido da un pH medio del orden de
5-6 en el duodeno y las primeras partes de! yeyuno.

El jugo pancretico contiene enzimas, especialmenie enzimas protecliticas
segregadas en forma inactiva,

b) Secrecion bitlar: la bilis es un Hquido amarillo, viscoso, de pH 6 en 1a vesicula
biliar y de pH 7-7.5 a su llegada al duodeno.

La bilis contiene:

«Mucina

- Sales biliares; éatas son derivados del acido colico conjugados con la taurina {dcido
taurocdlico) o con la glicina (Acido glicocdlico).

- Pigmentos biliares, como I billisrubina.

- Acidos grasos del colesterol y de 1a lecitina, emwlsionados por las sales biliares,

¢) Jugo intestinal: En las primeras porciones del duodeno, desprovistas de vlvulas
conniventes y de vellosidades, Ias glandulas de Bronner secretan un jugo mauy viscoso
debido a su concentracién en mucina, y alcalino (pH 8) por su elovado contenido en
bicarbonalos, responsable ademis del efecto amortiguador. Su funcidn es 1a de proteger 1a
mucosa duodenal neutralizando el quimo dcido que proviene del estémago



1.1.4 VAGINA

La vagina humana es un canal tubular con una longitud de 10em desde el cuello
uterino hasta e} veatibulo. Se sitda entre la vejiga wrinaria y el recto, y se dirige en sentido
posterosuperior hasta su unién con el titero.

La mucosa vaginal es continuacidn de la uterina, y consiste en epitelio plano
estratificado y tejido conectivo dispuesto en forma de pliegues. La membrana mucosal forma
pliegues transversales gruesos y son mantenidos hiimedos constantemente por secreciones
cervicales. La pared vaginal consiste de una cubierta membranosa y una capa muscular
capaz de estrangularse, asf como, también dilatarse enormemente, separado por una capa de
tejido eréetil, ©V

La mucosa vaginal contiene grandes cantidades de glucdgeno, cuya descompoyicion
da origen a Acidos arghnicos. Estos hacen que el microambiente vaginal tenga un pH bajo, lo
que dificulta la reproduccion microbiana.®" Es aceptado generalmente quo el lumen vaginal
humano tiene una acidez nommal de pH 4-5. Este pH vaginal es un reflejo secundario de la
produccion activa de hormonas del ovario y es mantenida constantemente por la calda de
oflulas maduras en In capa superficial de la mucosa vaginal. Bajo la influencia de un
esirogeno eslas contiencn un alto contenido de glicdgeno, el cual es melabolizado a 4cido
lactico (con pKa de 3.8) en el canal vaginal pam mantener el pH en ¢l lado dcido. Sin
embargo, una influencia del ciclo liteo en la mucosa vaginal eleva sigoificativamente el
valorde pH®

La ruta vaginal puede ser til particulanmente para la administracion de péptidos y
proteinas par e imtamiento de padecimientos relacionados con la mujer. Asf, Ia vagina es
permeable a un amplio rango de compuestos, incluyendo un cierto grado de péptidos y
pmtem'ﬂl)

En aflos recientes tabletas bioadbesivas vaginales han sido desarrolladas como un
nuevo tipo de liberacion controlada para el tratamiento de enfermedades sistemicas topicas,
Las grandes ventajas de tales tabletas bioadhesivas son la liberacidn de fArmaco a una
velocidad controlada y la posibilidad de mantenerse en la vagina por extensos perodos de
tiempo,



1.2 GELES POLIBASICOS pH SENSITIVOS

1.2.1 COMPOSICION QUIMICA.

Los geles estdn compuestos por NN-dimetilaminoetil metacrilato (30 % molar) y
metil metacrilato (70 % molar), entrecruzados con divilbenceno en una proporcion de 0.1 %,
0.5%y 1% en peso con respeclo a los mondmeros.

La estructura de los monomeros es 1a siguiente:

CHa CH; CH;=CH

| |

CH,=C CH;=C

| |

c=0 C=0

| |

6] 0 ‘ CH=CH;
| /CH; |

CH:-CHy-N \ CHh

CH;

N,)N-dimetilaminoetil metacrilato Metil motacrilato  Divilbenceno (entrecruzante)

CH; CH, CH;

] ] | Estructura
CHy-C-N=N-C-CHy ~———+ 2CHyC®  +1N; ~——t

| | Ay | del gel

CN CN CN

bis-azoisobutironitrilo (iniciador)  Radical que inicia la reaccién

CH;, CH,
~CH,—CH ~——CH;=C—~CH; ~C—

| Cc=0
C=0 N\NO.CH;
| CH,
0~CH; —CH; N

CH,

CH

N,N-dimetilaminoetil metacrilato-co-melilmetacrilato

10



Los geles en su estado nemtro son de cardcter vidrioso. Se hinchan en
tetrahidrofurano, efanol, y metanol. Cuando se colocan en agua solo adsorben alrededor de
8% a pH arriba de 6.6. En valores de pH abajo de este valor los geles absorben alrededor de
4 veces su peso en agua. El grado de hinchamiento en medo dcido se ve afectado por varios

factores tales como fuierza idnica y tipo de iones presentes en el medio,0®
1.3 POLIMEROS HINCHABLES

Hoy en dia es importante el desarrollo de nuevos y sofisticados sistemas terapduticos,
haciendo uso de nuevos polimeros, diferentes sistemas de recubrimiento y vias de
administracién altemas, lodo esto con el fin de lograr un sistema de liberacidn con cindtica
de orden cero. Bs decir, un sistema que sea capaz de liberar una cantidad constante de
farmaco durante un periodo de tiempo determinado !

Sin embargo, se sabe que un nivel de liberacidn constante no puede ser alcanzado
con sistemas tipo matriz, Aunque recientemente se han reportado trabajos de investigacion
en los que sislemas de tipo matriz presentan cinética de liberacidn de orden cero bajo
condiciones experimentales especificas; los mas empleados son:

- modificacién de la geometria de los dispositivos
- uso de polimeros porosos
- uso de gistemas poliméricos hinchables

Los sistemas de liberacion por hinchamiento controlado son nuevos miembros de la
familia de procesos de liberacién controlada, loa cuales tienen gran potencial para
aplicaciones en Tecnologla Farmacéutica.

La liberacitn de agentes bioactivos controlada por mecanismos de hinchamiento esta
relacionada con la difusion de un soluto (firmaco) a través de un polimero (cristalino en el

inicio) bajo una contracorriente de difusion de agua o de fluldo biolégico hacia el
polim \ @)
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1.4 BIOADHESION

1.4.1 DEFINICION

La bioadhesion puede ser definida como el estado en el cual dos materiales, uno por
lo menos de naturaleza biologica, son mantenidos unidos por extensos perfodos de tiempo
por fuerzas interficiales.' 9

La mucoadhesion surge cuando una unién durable es formada entre una mucosa y
una substancia. El requisito para lograr una buena unién es un contacto cercano entre los dos
participantes, en el cual la superficie 4spera del tejido y la viscosidad de el adhesivo son de
suma importancia.©

En el contexto de enirega de farmacos, el término “bioadhesion” se refiere a la
adhesion de macromoléculas sintéticas 6 biologicas 6 hidrocoloides a tejidos biologicos, y
un “bioadhesivo™, es por lo tanto una macromolécula 6 hidrocoloide que demuestra la
habilidad pam interactuar y ser retenida en un tejido biologico®® Un polimero
bio{muco)adhesivo es un polimero natural ¢ siniético capaz de producir una interaccion
adhesiva con una membrana biologica, ¢l cual es lamado polimero bicadhesivo, é con el
moco en fa mucosa gastrointestinal, el cual es conocido como polimero mucoadhesivo. Un
polimero bio{muco)adhesivo es conocido por tener las siguientes caracteristicas moleculares:

1. Texer flexibilidad molecular
2, Contienen grupos funcionales hidrofiticos
3. Poseen un peso molecular especifico, cadena larga y conformacion.

1.4.2 LA CAPA DE MOCO

El tejido epitelial puede ser comunmente usado como substrato para sistemas de
entrega bioadhesiyos, entre estos se encuentran las membranas bucal, ocular, nasal, vaginal
¥ tracto gastrointestinal. El bioadhesivo debe interactuar y/o penelrar I capa de moco de
estos tejidos, antes de alcanzar lag células superficiales.

El moco es un bioadhesivo patural; este exhibe propiedades adhesivas hacia una
variedad de moléculas y se unen firmemente a 1a superficie celular.

12



El témuino “moco” es generalmente usado para referir a las secreciones totalen de la
membrana mucosal. Los mayores componentes del moco son mucina glicoprotéica (0.5 % a
5 %) y otras glicoproteinas (0.5 % a 1%), Upidos en menor proporeidn, sales minerales (1 %)
y agua (95 %).- 19

1.4.3 ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DEL MOCO

La macromolécula dominante en el moco es una mucina glicoprotdica, con peso
molecular en un rango de 2 X 10 a 15 X 10° daltons, 1a cual est compuesta de una proteina
central a 1a cual se enlazan cadenas oligosacaridas (fig.2a), éstas imparten las caracteristicas
gelatinosa, cohesiva y adhesiva del moco. Antes se crela que era un tetrdmero (fig.2a), ahora
s¢ cree que el polimero es una cadena terminal eslabonada con numerosos
entrecruzamientos, Una sola cadena protéica tiene unos 800 residuos de aminodcidos de
1asgo, serina y treonins comprenden 40 % de el total: estos dos hidroxi-aminohcidos forman
el eslabdn O-glicos{dico con las cadenas las cuales cubren el 63 % aproximadamente de la
proteina central. La region no-glicosidica es generalmeate referida como la region peptidica
“desnuda” y esta es 30lo una 4rea de la molécula la cual es suceptible al ataque por enzimas
proteoliticas. Se ha propuesto que 1as cadenas resultan de esociaciones macromoleculares y
enlaces disulfuro debidas a enlaces fisicos estabilizados por interacciones electroataticas u
ofros enlaces no covalentes entre cadenas oligosacaridas 6 entre cadenas y la proteina central
4 nicleo de 1a molécula (fig.2h). Muchos de los residuos terminales en las cadenas
oligoascaridas son dcidos siblicos, que son cargados negstivamente a pH mayor a 2.8,
convirtiendo a la glicoproteina en un polielectrolito anidnico, la presencia de residuoa de
sulfato también contribuyen a esta carga negativa, la estructum gelatinosa resulta

principalmente de la asociacion inlermolecular de moléculas glicoproléicas dentro de su red
polimérica, (41
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(a) Cadena glicoprotéica

(b) Tetrdmero glicoprotéico

Fig. 2. Reprasentaciones esquemiticad del moco,

1.4.4 MECANISMO DE BIOADHESION

Los estados de bioadhesion sc resumen de la siguiente manera: primero existe un
{ntimo contacto entre el bioadhesivo y el tejido receptor, segundo la penetracion por parte del
bicadhesivo en la superficie del tejido.

Este contacto resulta de una buena humectacion de la superficie de bioadhesién ¢ del
hinchamiento de el bioadhesivo. Cuando este es establecido, la penetracién de el bioadhesivo
en las grietas de la superficie del tejido toman su lugar & interpenctran lay cadenas del
bioadhesivo con Ias del moco.

1.4.83 CONTACTO INTIMO
Es claro que algunos mecanismos de adhesion requieren el establecimiento de
contacto molecular fntimo entre el bioadhesivo y la superficie celular epitelio/mucina,

muchas veces referido como “mojarse” del substrato. E contacto intimo puede resultar de
tres tipos gencrales de interacciones adhesivas;
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- El entrelazamiento mecdnico
- Interacciones quimicas
- Fuerzas secundarias ¥

El primero de estos el término * entrelazamiento mecanico”, el cual ocurre si el
bioadhesivo es capaz de fluir dentro, pero no volver fuera de los espacios vaclos en el
tejido/mucina. No ocurren uniones quimicas y solamente bioadhesivos con una alta fluidez
que puedan penetrar dentro de los espacios pueden ser considermdos candidatos para dste
mecanismo. En el tejido mucosal, los espacios vacfos ocurren en el nivel molecular como
microambientes acuosos cercanos a las superficies que no son ocupados por el moco ¢
componentes celulares. La superficie mgosa, nimero de espacios vacios y caracteristicas
dindmicas de el tejido son factores que influencian la fuerza de el enlace mecdnico. El factor
por el cual el bicadhesivo no puede volver de los espacios implica un cambio en las
propiedades reoldgicas que ocurren después de la penctracidn 6 interpenetracion de cadenas
poliméricas de el bicadhesivo y la superficie celular epitelio/mucina debiendo ser una
suficiente profundidad pam que resulte un enlace semi-permanente. La bioadhesion debido a
la interpenetracion de cadenas es dependiente de la velocidad de difusion del potimero por la
red glicoprotéica del moco, el cual depende del peso molocular del bicadhesivo. Asi los
bicadhesivos entrecruzados altamente no inferpenetran. significativamente;, ademas, la
interpenetracion no puede ocurrir si el bioadhesivo no es soluble en el moco !

1.4.6 HINCHAMIENTO

~ El papel del agua en ¢l mecanismo de bioadhesion, para un material solido es de
primordial importancia. La hidrincion de un coloide resulta en la relajacion de moléculas
alargandose, enredandose ¢ retorciendose, con lo cual son capaces de liberar sus sitios
adhesivos dando la posibilidad de crear enlaces.

Las interacciones polimero/agua pueden agobiar las interacciones corespondientes
entre polimero/polimero, favoreciendo la interdifusion de cadenas. Las moléculas del agua
forman una doble capa proteclora no haciendo posible las interacciones entre grupos
. funcionales. La ruptum de algunas asociaciones entre cadenas incrementan la mobilidad de
las macromoléculns y facilitan su penetracion en las grictas de Ia superficie. ™
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1.4.7 INTFRPENETRACION

Durante la interpenetracion de cadenas (fig.3), las moléculas del bivadhesivo y tas de
In red glicoprotéica son atraidas por el contacto intimo y debido at gradiente de
concentracion, las cadenas poliméricas bioadhesivas penetran a velocidades que dependen
del coeficiente de difusidn de una macromolécula por una red entrecruzada y el gradiente de
potencial quimico. Con polimeros entrecruzados, ocusre la interpenetracion de largas
cadenas con gran dificullad. Sin embargo, cadenas pequefias pueden aun contribuir a ln

interdifusion.”

B B B

Fig. 3. Interpenetracion de cadenas durante 1a bioadhesion det polinero A con el moco B.

1.4.8 INTERACCIONES QUIMICAS

La segunda interaccion puede ser un enlace “covalente” ¢ “enlace quimico primario”,
el cual es formado por la reaccién quimica de grupos funcionales en el bioadhesivo y el
substmto. A causa de la gran fuerza y permanencia resultante, los enlaces covalentes no son
particularmente deseables para los bicadhesivos en la entrega de farmacos, donde es mAs
deseable un enlace semipenmanente de varios minutos a varias homs.

E! tipo final de interaccion puede comprender un grupo de diferentes fuerzas de
atraccion, conocidas como fuerzas “secundarias”. Incluidas en éste grupo de fuerzas las
atracciones electrostdticas y van der Waals, ast como, enlaces hidrofobicos y puentes de
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hidsgeno. Las atraceiones elechmstaticas son debidas a las fuerzas de Coulomb mutuas
entre moléeulss de carga opuesta. Las fuerzas de van der Waals de atraccion se denotan
como la suma de todas las interacciones entre moléeulas sin carga y pueden ser atribuidas a
tres efectos: fuerzas polares resultantes de la orientacion de dipolos permanentes en 2
moléculas, fuerzas de induccion resultantes de un dipolo permanente en una nlécula
induciendo un dipolo en ot moléculy;, y fuerzas de dispersion ¢ London resultantes de
cambios instanténeos en fa distribucion de la carga alrededor de moléculns no polares. Las
fuerzag de London son la causa primaria de la atraccién entre moléculas nentms. Los puentes
de hidrogeno ocurren cuando un dlomio de hidrdgeno especifico de una moléeula es asociado
con otro dtomo de una segunda molécula; los enlaces hidrofobicos ocurren cuando se asocian
grupos no-polares con otro en solucion acuosa, debido a la tendencia de las moléculas del
agua a excluir moléculas no-polares. ’

Las fuerzas secundarias son por mucho las intetacciones mas importantes que
contribuyen a la bioadhesion 19

149 SEPARACION DE LA SUPERFICIE DESPUES DE 1A
BIOADHESION

Teoria de fractura

La teoria de fractura de la bioadhesion intenta relacionar la dificultad de separar dos
superficies después de la adhesion debida a 1a fuerza de enlace del adhesivo.

Esta teorin asume que en un experimento de separacion, el fracaso del enlace
bioadhesivo ocurre exactamente en la interface. Sin embargo, ésto casi nunca ocurre.

Fractura ¢ interpenetracién

Recientemente Peppas, demostré que la bioadhesidn es el resultado de un
compromiso eatre la interaccién quimica (teoria) entre grupos poliméricos funcionales (dcido
poliacrilico) y el moco, en su interface y la teoria de interpenetracién de cadenas poliméricas
en el moco. Ademds, el tiempo do relajacion medio de las cadenas poliméricas,
determinadas por analisis dinAmico, es un buen indicador del comportamiento bicadhesivo
del polimero. La ruptura no ocurre en la interfase entre el polimero y el moco, por el
contrario, es dentro del moco. La figura 4 describe el comportamiento que sigue en primer

lugar un kidrogel no hioadhesivo, donde se observa que al llevar a cabo la aplicacion de una



fuerza alta 6 baja, no se observa interaceidn alguna entre el hidrogel y 14 capa de moco, por
el contrario, en el hidrogel con caractoristicas bioadhesivas modoradas, cuando se aplica wn
fuerza mas alta, provoca mayor interpenctrncion en la capa de moco, observandose mis

notable en el caso cle un hidrogel con buenas caracteristicas bioadhesivas

Hidrogel no bicadhesivo

}

Hidrogel bajo o
Nacsmamun”]

p—— | -
Capa de alto \% Lj/é

moco

Hidrogel bicadhesivo moderado

|
AL
bajo , ————

P

|
S —

Buen Hidrogel bicadhesivo
% —

IF
e e lie ((Elle

bajo

M%lé .

Fig. 4. Interaceion entre la capa de moco y ef hidrogel.
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1.4.10 ESTUDIO DE ADHESION EN TEJIDOS BIOLOGICOS
Estudio de 1a bioadhesién “ex vivo”

Nagai 9% fué probablemente el primero en describir un aparito con el propésito de
medir la adhesividad de una forma de dosificacion s6lida para insulina para la mucosa oral,
El apamto, requicre el uso de membrana peritoneal de mt6n en el cual, la forma dosificadora
de insulina es fijado por 10 minutos y después sometido a torsion con una balanza de
muelle 6 resorte.

Robinson usé un sistema similar con mucosa gistrica de concjo sumergida en
solucién de prueba , 1a mucosa asegurada en un soporte fijo y un soporte movible para dejar
en esta solo 10 mm de superficio de mucosa. Psta supesficie cubierta con polimero hidratado
es levantada en contacto con 1a mucosa del soporte superior, Después de 1 min. de contacto
con una presion debida al peso del soporte superior, conectado a un tensidmetro modificado
¢s levantado con una fucrza incrementada a una velocidad constante de 10 mg/s hasta que el
polimero se separa de la mucosa 4%

Ponchel, Touchard et.al, desarrollaron un sistema muy similar a} de Nagai. La
mucosa empleada es mucosa sublingtal de buey, 1a cual est sujeta en un soporte conectado
a una prensa de sujeccion baja del apamto de control. Una tablets hecha con el polimero
bioadhesivo ee sujeta en el soporte conectado a la parte superior de la prensa de sujeccién del
sparato de control. La fuerza necesatia para separar es continuamente registrada para
calcular el trabajo de aidhesion.”

1.4.11 FACTORES QUE AFECTAN LA BIOADHESION

El poder bioadhesivo de un polimero o de una serie de polimeros es afectado por In
naturaleza de el polimero o también por 1a naturaleza del medio circundante.



Tactores relacionados al polimero

Peso molecular

Gurny et.al'” menciona que Ia fuerza bioadhesiva parece incrementarse con el peso
molecular del polimerv, arriba de 100,000 no afecta mucho. Es claro que, para permitir la
interpeneteacion de cadenas, Ia moléeula polimérica debe tener una longitud adecvada, Es

también necesario considerar el tamafio y configuracion de la molécuta polimérica.

Concentracion del polimero

Bremecker ¥ relata que una concentracion optima de polimero corresponde a la
mejor bioadhesion. En sistemas altamente concentrados, la fuerza adhesiva baja
significativamente. De hecho en soluciones concentradas, las moléculas se enrollan
haciendose poco solventes y las cadenas disponibles para la interpenetracion no son
numerosas. Bate resultado parece ser de intends solo para formas bioadhesivas mas o menos
liquidas. Duchene y Peppas ') mostraron que para formas de dosificacion solidas tales

como tabletns, la elevada concentracion de polimero fortalece la bioadhesion.

Hinchamiento

Esta caracteristica esth relacionada al polimero en si y también a su ambiente. La
interpenetracion de cadenas es facilitada cuando las cadenas poliméricas son desenredadas y
libre de interacciones. El hinchamiento depende de Ia concentracion del polimero y de la
presencia de agua. Asi , cuando un hinchamiento es grande, la bicadhesion se wo
disminuida.

El hinchamiento excesivo de un potencial polimero bioadhesivo es indeseable por 2
razones. Primero, con un incremento en el contenido de agua de tales hidrocoloides, llega un
momento en que ocwre una repentina disminucidn en la fuerza adhesiva, debida tal vez a la
sobreextension de los enlaces de hidrégeno y otras fuerzas adhesivas. Esto pudiendo causar
separacion de un sistema bioadhesivo. Segundo, la expansion diferencial del bicadhesivo
puede causar ruptura de la tapa exterior, provocando que ¢l sistema bioadhesiw se defonne,

ocasionando incomodidad fisica y pérdida de firmaca en ol sitio de acciéu,@
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Iractores relacionados al medio amblente,

pH

La absorcion de agua por un polimero y por lo tanto su hinchamiento, depende en
gran medida del pH. Por lo tanto, la bicadhesividad es también dependiente de este factor,
En el policarbonil, por ejemplo, lay camcteristicas de hinchamiento en agua son
dependientes del pH y la fuerza idnica de la solucidn de prueba, asi con el ineremento del pH
ocurre un incremento en el hinchamiento, a pH’s bajos (pH 1-3), el policatbonil absorbe
~15-35 ml de agua por gramo de resina, mientras en pH’s neutros ¢ medios basicos puede
absorber ~100 ml por gramo."¥

Fuerza aplicada

Es obvio que, para poner un sistema bioadhesivo 56lido es necesario aplicar una
fuerza definida, la fuerza de adhesion se incrementa con 1a aplicacion de una fuerza o con I
duracién de su aplicacion.”

Los aistemas de entrega mucoadhesivos se espera que jueguen un papel importante
incrementando la entrega en los sitios blanco de una variedad de farmacos incluyendo
moléculas peptidicas y proteinas. La importancia de tales sistemas radica en la variedad de
rutas de administracion y flexibilidad en la seleccion de sistermas fisicos ofrecidos por las
superficies mucosales en las regiones ocular, oral, nasal, gastrointestinal, vaginal y rectal del
cuerpo humano 9% 24,29, 30)

Los sistemas bioadhesivos orales tienen Ia ventaja de lograr mis uniformemente la
absorcion de farmacos y niveles plasmaticos, evitando el primer paso y disminuyendo
dosificaciones frecuentes con cantidades reducidas de farmaco,

El uso de excipientes mucoadhesivos en formas farmacuticas esta incrementandose.
Una razdn es que éstos ofrecen [a posibilidad de mantener una preparacién en un lugar de
administracion predeterminado, con ésto controlando la biodisponibilidad del firmaco.® '
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Il. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

- Malraz aforados de 1000 nl

- Matraz afomdos de 500 ml

- Espatula

« Vasos de precipitado

- Agitador de vidrio

- Parrilla de calentaniiento

- Bomba peristaltica

- Tensiémetro de Du Notly modificado

REACTIVOS

- Fostato monobasico de potasio
- Acido fosférico

- Acido clorhidrico

- Metanol

- Cloruro de sodio

2.1 Bintesis de los geles DMA/MMA

Los geles fueron sintetizados con una técnica similsr a 1a descrita por Siegel @, El
N,N-dinwﬁlaminoeﬁl metacrilato, metil metacrilato y divilbenceno fueron purificados por
destilacién a presion reducida. Posteriormenie fueron mezclados en las proporciones
adecuadas con el iniciador 2,2-bis-azo-isobutironitrilo (AIBN) (0.5%). La mexcla fue
desgasificada y colocada en moldes de vidrio previamente siliconizados de 3 mm de espesor.
Los moldes fueron colocados en una estufa a 70°C. La polimerizacion ocurrié en atmosfera -
de nitrdgeno. El gel formado fué cortado en forma de discos con un oradador #8. Los discos

obtenidos fueron extratdos varias veces con metanol. Posteriormente fueron colapsados en
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- Cajas de petri
- Equipo de diseccion
- Termdémetro
- Pipetas graduadas
- Camara provista de lentillas de
acereamiento
- LAmparas
- Potenciémetro

una mezela de metanol-agua 50-50 %v, aecados al aire y hiego a 60°C ol vacio,



2.2 Adaptacion del aparato de disolucion para la evaluacién del hinchamiento

El sistema para medir el hinchamiento del gel N,N-dimetilaminocetil metacrilato-co-
metil metacrilato con 0.1 % de DVB, consistid de un aparato de disolucion USP marca
ERWEKA tipo DT, que fué modificado en el recipiente que contenia el medio de disolucion,
el gel polimérico se colocd en el centro de un filtro millipore, al cual se Ie cambio 1a tapa
superior por una cubierta plastica transparente que permitia visualizar el ge! polimérico, al
fondo del filtro se encontraba una malla No.100, dicho filiro se sumergié en un cristalizador
con buffer de fosfatos 0.02 M y fuerza iénica de 0.1 M a 37° C, Ia paleta de disolucion se
colocd por encima del filiro, Este se extrajé del cristalizador para colocarse en el entoque de
una cAmar, provista con lentillas de acercamiento (1x, 2x y 4x), y poder tomar micrografias
a diferentes tiempos (0, 5, 15, 25, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 y 480 min)
(figura 5). Los pH'a evaluados fueron 2.6,3.1,3.7, 5,6,7.3,8.1 y9.

2,3 Determinacién del tiempo éptimo de humectacién de fuerze méxima de
bicadhesion para cada porcentaje de DYB

Se determind e} tiempo dptimo de humectacién de fuerza mixima a cada porcentaje
de entrecruzamiento 0.1%, 0.5% y 1%, en mucosa vaginal, humectando el polimero en
buffer de fosfatos pH 4.0 con una concentracién 0.02 M y fuerza iénica do 0.1 M, dumnte 0,
3,5,7.5, 10, 12,5y 15 min. Se realiz6 esta proeba por triplicado para cada tiempo,

La fuerza de adhesién fub evaluada con un tensiémetro de Du Noty modificado
como Jo describe la técnica de Villalobos y Lopea®®,



Paleta

/ Cablerta
Disotntor ~—— Plistica

Pétimero
....... .
/|r | R
Buffer de L T
Malia No.100
Filiro
milipore
Lamparas
Cunars
Fotogrifica
Filtro

Fig. 5. Sistena de dizohucion modificado para la evaluacidn de hinchamiento,
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2.4 Medicion de la fuerza de adhesion en mucosa vaginal

Las muestrs de vagina fueron obtenidas del rastro, ¢ inmediatamente transportadas
al laboratorio de prueba, no recibi¢ tratamiento previo la mucosa vaginal, se cortaron
fracciones de 3 em?® y se colocaran sobre 1a base de Ia platina y se sujetd con una cubierta
plastica con un orificio central de ! cm de didmetro por medio de unas grapas, y se ajustéd a
cero el apanato, so sujetd ol gel polimérico en la base del apamto y se subid hasta estar en
contacto con la superficie mucoysal y hasta que sobrepasé ¢l nivelador 1a raya del espejo (el
poliinero fué previamente humectado a los tiempos antes mencionados) y se dej en contaclo
por 30 seg., el area expuesta del polimero fue de 0.384 em?, despuds se bajé la base del
aparato hasta coincidir el nivelador con la raya del espejo, y se gird el diaf a una velocidad de
0.5 unidades/seg, se dejo de girar en el momento en que se desprendieron Ins superficies y se
tomé esa lectura,

2.5 Medicién de fuerza de adhesién a mucosa gastrica

Las muestras de mucoss géstrica, recibicron un tratamienio previo, se colocaron en
buffer de fosfatos Sdrensen y se enjuagaron en fluido ghstrico simulado (sin enzimas), so
cortaron fracciones de 3 em?, Se procedio a sujetarla la mucosa en In base de la plating como
se menciond anteriormente, el gel polimérico se humectd en flu{do gastrico simulado durante
10 min para 0.1 % de DV, 15 min para 0.5 % de DVB y 5 min para 1 % de DVB.

2.6 Medicion de Ia fueraa de adhesién a mucosa intestinal
Las muestras de intestino se colocaron de igual forma en buffer de fosfatos S6rensen
y s¢ enjuagaron en fluido intestinat simulado (sin enzimas), se cortaron fracciones de 3 em? y

s siguid et mismo procedimiento descrito anteriormente, el polimero se humectd en fluido

intestinal simulado, a los mismos tiempos mencionados en mucosa ghstrica.
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2.7 Medicién de 1a fuerza de adhesion a regién sublingiial

Las muestras sublingflales no recibieron tratamiento previo, se cortaron fracciones de
3 em? y se sigui6 el mismo procedimiento descrito anteriormente, en ésta muestm se utilizo
buffer de fosfatos pH 6.5 a una concentracidn de 0.02 M y fuerza ionica de 0.1 M como
medio de humectacion, se evaluaron los mismos tiempos mencionados en mucosa ghstrica e

intestinal,

2.8 Exploramiento de las superficles de mucosa y polfmero por microscopia
electrénica de barrido

Se procedid inmediatamente después de evaluar la fuerza de adhesién, a fijar una
pequefia muestra de mucosa vaginal de 5 mm® en solucisn de glutaraldehido al 2.5 % por2
hrs a 4°C, transcuryido el tiempo se lavé 1a muestea durante § min, con buffer de fosfatos pH
7.2 y se colocd en una solucion de tetréxido de osmio por 2 hirs a 4°C, se lavd nuevamente
con buffer de fosfatos pH 7.2 durante 5 min, y se deshidraté déspués en una sere de
difuciones de alcohol etilico (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 y 100%), terminando ls
deshidmtacion con CO,, se cubrieron con una pelicula de oo, y se introducieron en ¢l
microscopio electrdnico, se realizd la exploracién de las superficies, y se verificod con ello si
quedan residuos de polimero en Is mucosa y viceversa,
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. RESULTADOS

3.1 RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL INCREMENTO DE
HINCHAMIENTO EN EL GEL NN-DIMETILAMINOETII, METACRILATO-
CO-METH, METACRILATO CON 0.1% DE DVB.

Los resultados obtenidos del porcentaje incrementado do hincimmie‘nto, se mencionan
en la tabla 1, donde se observa, que a medida que el gel do DMAMMA al evaluarse a pH’s
muy 4cidos el porcentaje incrementado se hace mas notable, por el contrario, a medida que
se evalua en un medio menos Acido, este porcentaje se ve sumamente disminuido, incluso se
evalud el gel DMA/MMA a pH 2.6 hasta los 150 min, a pH 3.1 hasta los 210 min y a pH
3.7 hasta los 270 min’, debido a que al llegar a estos tiempos el hinchamiento proporcions la
deformacién de las orillas del gel, con lo cual no se pudo determinar el porcentaje
incrementado.

% de hinchamicnto
Tiempo { pH2.6% | pHI.1¢ pH37* | pHSO {pHEO pH73 pHB.1 pH 9.0
(min) :
] 0 0 [ 0 0 0 0 1]
b 130 151 0 [ 0 0 0 [}
13 153 204 8.6 0 21 Q Q 0
13 19.8 23.1 13.1 11 2.1 0 23 0
45 268 258 15.4 21 2.1 o 23 2.0
€0 316 138 17.7 44 42 21 23 20
920 1019 314 177 - - - - .
120 1203 370 FYAS 38 86 21 46
130 1944 - 547 7.1 . . - - .
180 34 17.1 134 10.8 64 4.6 6.3
210 932 29.5 - - - - .
240 32.0 - . - -
270 32.0 - - - - .
300 229 133 6.4 7.0 6.3
480 378 153 64 118 6.

Tabla L MW&EM&W&WmdﬂDMANMA3MO%
mwlar con 0.1% de DVE. (Los datos que se nmestran son Jos porcentajes de hinchsmiento lineal obdenidos a
diferentes tiempos y a diferentes pH's, evaluados en bufler de foefatos 0.02 M y fuerza ionica de 0.1 Ma 37°C.)
¢ mmmmmmdwmd&m:quedﬂmamud&mmbm&
tal manera que no permitia d inar el %4 increment
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Fig. 6. Conmparativo de hinchamiento observado a diferentes pH's a un mismo tiempo (60 min). Se
observa el decrenmento de exte a madida que el pH va incrementandose. )
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% hinchamionto
200

/.a
pS—
—
0 100 200 300 400 600
Tiempo (min)

~e~ pH 2.6 ~+= pH 8.1 K- pH 8.7 B~ pH b
- pH6 ~O- pH 7.8 A pHBA F pHE

Fig. 7 Porcentaje de hinchamiento del
polimero DMA/MMA 30/70 % molar con
0.1 % de DVB a diferentes pH's y
diferentes tiempos.
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3.2 RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION DEL TIEMPO
OPTIMO DE HUMECTACION PARA ENCONTRAR LA FUERZA MAXIMA DE
BIOADHESION EN LOS GELES POLIMERICOS DMA/MMA CON 0.1, 0.5 Y 1%
DE DVB EVALUADOS EN MUCOSA VAGINAL,

DMA/MMA con 0.1% de DVB

Los resultados obtenidos de las fuerzas de adhesion para encontrar el tieinpo 6ptimo
de humectacién evaluados en el gl DMA/MMA con 0.1 % de DVB en niucosa vaginal se
mencionan en la tabla II, se enconir que a un tiempo de 10 min fué la mAxima fuerza de
adhesion con un valor de 2383.0 Dinas/cm?, aunque existié una mayor fuerza de adhesion a
tiempo cero (2776.6 Dinas/cm?), se descarta este valor por el hecho de ser un fendmeno de
capilaridad que se presenta al poner en contacto una superficie seca porosa y nna superficie
humectada, por lo cual se optd por determninar como los 10 min. el tiempo dptimo de
humectacién.

Tiempo 0 3 H] 1.5 10 12.5 15
(min)
1 27134 | 1393.5 959.9 | 1133.6 | 2279.2 | 10984 | 562.0
2 2866.2 | 14434 988.6 | 13464 | 21988 ( 11357 | 6493
3 2750.2 | 1560.7 | 1079.1 | 1506.1 | 2671.2 | 12653 | 663.1
§ 2776.6 | 14658 | 1009.2 | 13287 | 2383.0 | 11664 | 624.8
Ccv 287% | 585% | 6.16% | 14.06%) 1060% | 7.50% | 87%

Tabla I1. Fuerzas de adhesion determinadas en mucosa vaginal a diferentes tiempos de humectacion en
¢l gel DMA/MMA 30/70% molar con 0.1% de DVB,

La figura 8 muestra primeramente una gran fuerza que tiende a disminuir entre los 0
y 5 min,, sin embargo, después de este tiempo aumenta nuevamente hasta encontrar un
maximo a los 10 min, y finalmente de los 12 a los 15 min. a disminuir.



Faa de
adhesitn 1500 4
{Dinaslcm?)

1040 A

$00 1

0 t + + + {
0 3 § 78 10 128 16
Tiempo (min)
Figura 8, Representacion grifica del tiempo de humectacién dptimo de maxims fiserza de adhesidn pars
¢f gel DMAMMA 30/70% molar con 0. 1% de DVB. !

DMA/MMA con 0.5% de DVB,

En este gel se encontrd un tiempo optimo de humectacion de 15 min., en ef cual
existio una fuerza de adhesion de 3943.9 Dinas/em® (Tabla IT), se observa, que en este caso

fueron recueridos S min. mAs de humectacidn para encontrar la mAxima fuerza de adhesion,
que e el caso del gel con 0.1% de DVB,

Tiempo | 0 3 5 73 10 125 15

! 28766 | 31456 | 2856.1 | 11377 12429 | 16283 | 40954
2 21953 | 29013 | 25169 | 15583 1427.6 | 17512 | 41729
3 30562 | 27664 | 23689 | 12193 1814.9 | 14153 | 35634
% 27003 | 2937.7 | 2580.6 | 1305.1 1495.1 | 15982 | 39439
Ccv 1676% | 6.54% | 9.67% ] 17.08% | 1952% | 1063% | 84%

Tabla 11, Fuerzas de adberion determinadas en mucoen vaginal s diferertes tiempos de bumectacion en
¢l g2l DMA/MMA 30/70% nwlar con 0.5% de DVB.

Ahora observamos una disminucion de la fuerza de adhesion entre los O y los 12.5

min, de humectacién, para aumentar drésticamente a los 15 min. de humectacitn,
encontrandose aqui 1a mAxima {uerza de adhesion.
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Figura 9. Representacion grifica del tiemypo de humectacién dptimo de méxima firerza de adhenion para
el gel DMA/MMA 30/70% molar con 0.5% de DVB.

DMA/MMA. con 1% de DVB.

En este caso se encontrd que la fuerza de adhesion mixima fité a los 5 min. (mncho
menor tiempo que en los 2 geles anteriores), y a pesar del corlo tiempo de humectacion,
también se encontré una mayor fuerza que en los 2 casos nnteriores (4424.6 Dinas/em’),
aqui encontramos nuevamente que a tiempo cero incluso se encontrd una fuerza de adhesion
que sobrepasa a todas las fuerzas encontrdas en esta mucosa, pero nuevamente se descarta
este tiempo por !a misma razén antes mencionada.

Tiempo | 0 3 5 7.5 10 125 15
(min)
1 | 103007 | 12682 | 40152 | 16873 | 2632.1 | 2679.2 | 2363.1

2 92764 | 14545 | 4917.5- 1 1407.9 | 2292.5 | 2385.7 { 26185

3 96362 | 14690 | 43411 | 15878 | 24560 | 2246.0 | 29444

% 9737.7 | 13972 | 4424.6 | 15610 | 24602 | 24369 | 26420
Cy 533% | 801% [1032% | 907% | 6.9% 907% | 1102%

Tabla 1V, Fuarzas de adhesidn determinadas en mucosa vaginal a diferentes tiempos de humixtacion en
¢l gel DMA/MMA 30/70% molar con 1% de DVRB,
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En la figwra 10 encontramng que existe una maxima fuerza de adhesion a tiempo
cerv, pero que comienza a disminuir a los 3 min., y nuevamente aunientar 2 log 5 min., sin

embargo, después de este tiempo no hubo mucha variacion de fuerzas entre los 7.5 a los 15
min.

Faa de
adhosién  &000
(Dinss/cm?2) 4000

0+ + + t + + 1
[4 3 3 76 10 126 165
Tiempo (min)

Figura 10. Representacion grfica del tiempo de bumectacién éptimo de maxima fiserzs de adherién
pars el gl DMA/MMA 30/70% molar con 1%de DVB.

3.3 RESULTADOS DE LA FUERZA DE BIOADHESION OBTENIDOS EN
MUCOSA GASTRICA, INTESTINAL Y SUBLINGUAL.

Geles de DMA/MMA con 0.1, 0.5y 1% de DVB evaluados en mucosa ghstrica,

Los resultados obtenidos en mucosa géstrica, muestran una disminucidn de la fuerza
do adhesion, a medida que so incrementa of porcentaje de entrecruzamiento.



[ DMAMMA con 0.1% de DVB |

| DMAMMA con 0.5% de DVB

DMAMMA con 1% de VB

4957.5 4667.4 A
4983.0 39353 3445.7
50505 46548 31902

X 49970 44191 3410

cv 0.9 % 303% 1057 %

Tabla V. Fuerzas de adhesion determinadas en log geles con los 3 diferentes grados de entrecruzamicnto
estructural en mucona gastrica.

4800
4000

3000 1
2600 -
2000 -

Fra de
adheslén
(Dines/icm?)

1500 A
100Q 1
600 1

[] 01 0.8 1
Porcentsje do DVB

Figura 11, Fuerza de adhesion en funcion del porcentaje de entrecruzamiento del polimero DMA/MMA
evaluado en mucoss gastrica.

Geles do DMA/MMA con 0.1,0.5 y 1% de DVB evalusdos en mucosa infestinal,

En el caso do la mucosa intestinal observamos, un incremento de ln fuerza de

adhesién, conforme se incrementa el grado de entrecruzamiento.

DMA/MMA con 0.5% de DVB

DMA/MMA con 0.1% de DVB DMA/MMA con 1% de DVB
28273 33123 3398.6
2853.8 34274 3728.1
31209 3226.2 3963.4

% 29340 3321.9 3696.7

Ccv 5.53% 3.03% 1.67%

Tabla V1. Fuerzas de adhesion determinadas en Jos geles con los 3 diferentes grados de entrecruzamiento

estructure] en nuicosa intestinal,
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nidhesidn 2000 +
{Dinasfcm?)
1500

4000 -
3600 4
3000 4

2600
Fzade
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800
0

0

evaliado en mutcosa intestina).

sublingfial.

0.1 X
Parcentsje de DVB

vez que incremnenta el porcentaje de entrecruzamiento.

Figura 12. Fuerza de adhesion en funcion del porcentaje de entrecruzamiento def polimero DMA/MMA

Geles de DMA/MMA con 0.1, 0.5 y 1% de DVB evaluadas en mucosa

De igual forna a la anterior mucosa, la fuerza de adhesion sc ve incrementada, cada

DMA/MMA con 0.1% de DVB | DMA/MMA con 0.5% de DVB | DMA/MMA con 1% de DVB
1453.2 1902.9 2034.2
1350.3 1964.9 2332.1
1669.5 1946.6 1992.7

1 1491.0 1938.1 2119.6

CvV 10.92 % 1.64 % 8.73 %

entrecruzamiento estructural en nuscosa sublingfial,

Tabla VII Fuerzas de adlwsion detenninadas en los geles con log 3 diferenes grados de
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Figura 13. Fuerza de adhesion en funcion del porcentaje de entrecruzamiento del poliniero DMA/MMA
evaluado en mgecsse sublingtal,

3.4 RESULTADOS DE LA OBSERVACION DE LAS SUPERFICIES DE
POLIMERO Y MUCOSA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

La micrografia electronica pennitié observar las superﬁcies después del contacto
entre la mucosa y el polimero, en estos se puede apreciar prinieramente la superficic de la
mucosa vaginal después de desprender el polimero, en las cuales se aprecia principalimente
Ia necrosis celular después del entrecnuzamiento.

La superficie polimérica muestm principalimente restos de moco adheridos o éstay

detalta la superficie comprobando que no es lisa completaniente.
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Fig 14, Microgeafla electrdnica Que muestra una zona de necrosis celular de |a mucosa vaginal
(sumento 450 X).

Fig. 15, Microprafla electrinica que nmestra una 2ona de mucosa vaginal en la qQue se nprecia
desprendimiento de células dbido s la interpenetracion (sumento 700 X).
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Fig. 16, Zona de necronis moctrada en la fig. 22, detallando més el expacio que ocupaba ln célula al ser
desprendida (aumento 4500 X).

Fig. 17. Micrografla electrinica que muestra la superficie polimérica después de la adhesion con I
nmcosa vaginal (aumento 700 X).
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Fig. 18. Micrografla electronica en la que se observan principalmente sestos de moco vaginal sobre el
polimeso (rumernto 1000 X).

Fig. 19, Micrografls eloctrdnica que muestrs un costado del polters DMAMMA 30/70% molar con
0.5 %de DVB.

k1Y




Fig. 20. Micrografias electrénicas que muestran la superficie fracturada def polimero DMA/MMA
30/70% molar con 0.1 % (a) y } % de DVB (b).
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS

El comportamiento del hinchamiento del gel DMA/MMA 30/70% molar con 0.1%
de DV se muestra en las figuras 6 y 7, donde observamos que a pH's basicos o neutros (pH
9, 8.1, 7.3) existe un ligero hinchamiento y ésie comienza a incrententarse a medida que el
medio se toma s dcido (pH 6, 5, 3.7, 3.1 y 2.6). Tal fendmeno de hinchamiento puede ser
debido a que cuando ef gel polimérico se encuentm en un medio 4cido, la presencia de jones
hidronio, pennite Ia ionizacidn de los grupos amino presentes en la estructura del gel
polimético, con lo cual se genera una presién osmédtica que permite que el agua comience a

penetrar haciz el seno del gel, logrando la relajacién de cadenas y su incremento en el
volumen de estos.

El comportamicnto antes encontrado, también ha sido observado a fravés de
mediciones gravimétricas. Este tltimo estudio ha mostrado que geles DMA/MMA 30/70 %
molar con 0.1 % de DVB solo absorben un 8 % de agua a pH arriba de 6.6, mientras que el

porcentaje de agua absorbido se incrementa hasta un 90 94 & valores de pH abajo del valor
sefialado 527

En las mediciones de bioadhesion realizadas, se encontrd que la méxima foerza do
bioadhesion en mucosa vaginal con ¢l polimero DMA/MMA 30/70% molar con 0.1% de
DVB fué a un tiempo de 10 min. (2383.0 Dinaw/em?), 15 min. pana el polimero DMA/MMA
30/70% molar con 0.5% de DVB (3943.9 Dinas/cmn®) y § min. para el polimero con 1% de
DVB. Tal comportamiento se mucstra en las figs.(8, 9 y 10). Fl incremento de la fuerza de
bivadhesion puede ser debida al tiempo al cual permanecen humectandose los polimeros en
el medio (pH 4.0), en el primer caso, el gel con 0.1 % de DVB, a un tiempo de 10 min,,
permilié relajar las cadenss do este y una posible interpenctracion con las cadenas
glicoprotéicas del moco vaginal se pudo llevar a cabo y debido a que fa rod polimérica no es
tan densa, provocd que no hubiesen suficientes puntos para entrecruzare 6 retenerse las
cadenas del pollmero con las cadenas glicoprotdicas del moco, con lo cual se observa una
fuerza de bioadhesidn menor que en el caso del gel con 0.5 % de DVB, en este caso, el
incremento de la fuerza de bioadhesion se ateibuye a que el gel contiene mayores puntos de

enfrecruzamiento que en el gel anterior, ya que su red polimérica se incrementa con respecto
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polimérico presenta una red polimérica mucho mas densa que en el casv anterior, con Jo cual
existen mayores puntos de retencion para las cadenas poliméricas, por lo que en este gel se

ve mucho mayor la fuerza de bioadhesion encontrada.

Las figuras 12 y 13 muestran el aumento de la fuerza de bioadhesion conforme
aumenta ¢l porcentaje de DVB, para las mucosas intestinal y sublingtial, lo mismo que para
la mucosa vaginal, por el contrario, en mucosa géstrica se observa una disminucién de la
fuerza bicadhesiva a medida que se incrementa el porcentaje de DVB, Tal comportamiento
se puede explicar por medio del signiente esquema

ct c®
[

I pH
) 2.8 “

Se sabe que las cadenas glicoprotéicas del moco se cargan negativamente a un pH
mayor a 2.8/, por lo cual, cuando nos encontramos a un pH mayor a 2.8 (pH 40,65y
7.2), 1as cadenas glicoprotéicas del moco presentan una carga negaliva y considerando que el
gel polimérico al encontrarse en un medio ligeramente Acido, so genera una parcial de carga
positiva en ¢l gel polimérico, con lo cual Ia atraccidn de cargas opuestas es generada y Ia
atraccién de cadenas es posible que se lleve a cabo y una posible interpenctracion se lleva a
cabo, y considerando 1a densidad de la red polimérica al itse incrementando el porcentaje de
DVB existen mayores puntos de retencion para las cadenas glicoprotéicas por lo cual la
fuerza de bioadhesién se ve incrementada,

En el caso do |a mucosa intestinal, ocurre un caso similar, el pH (ligeramente basico)
de igual forma permitié de alguna forma relajar las cadenas del gel polimérico, con lo cual al
aumentar ¢} grado de entrecruzamiento del polimero, se vio, incrementada la fuerza de
bioadbesion. |

La disminucién observada en mucosa gastrica a medida que el porcentaje de DVB

aumenta, puede ser debida a que la mucosa al estar en un medio 4cido provoca que lus

cadenas glicoprotéicas presentes en el moco se cargen positivamente, mientms que el
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polimero al estar en este medio presenta la misma carga, lo que produce una repulsion de
cargas de tal forma que en el polimero con 0.1 % de DVB so logm una posible
interpenetracion, debido a que al no presentar una red polimérica tan densa permite ia
difusion de cadenas a trawvés del polimero, y & medida que esta red se hace méas densa se
vuelve més dificil 1a difusioén de estas, ademis que se incrementan los puntos de repulsion,

por lo cual 1a fuerza de bioadhesion se ve disminuida.

Las micrografias muestran evidencias de la posible interaccién ql.xe existio entre la
superficie del polimero y la superficie de la miucosa, cbservandose en la fig. 14 una zona de
necrosis, debida tal vez a! momento de despronder ambas superficies, ya que probablemente
al haber ocurrido una interpenetracion entre ambas cadenas (glicoproteicas y poliméricas),
-origind que al momento de separarse, fal entrecruzamiento fuera tan congiderable que
algunas células fueron desprendidas de su lugar, provocando tal necrosis.

La fig. 15 muestra también algunas zonas en las cuales se observa el
desprendimiento de células, detallando algunos lugares que ocupaban estas, lo cual puede
conqxobarﬁeen Ia fig. 16, la cual muestra el lugar que ocupaba una de ellns,

La superficie polimérica se observa en 1as figs. 17 y 18, en donde se pueden apreciar
restos de moco vaginal principalinente, retenidos en esta superficie tal vez por el fendmeno
de interpenetracion de cadenas, o bien, por la atraccidn de cargas entre ambas superficies,

La fig. 19 muestra un costado del polimero DMA/MMA con 0.5 % de DVB en
donde se puede observar el interior del polimero.

Finalmento la fig. 20 muestra la superficie fraciurada del poltmero DMA/MMA con
0.1 % de DVB (a) y DMA/MMA con 1 % de DVB (b}, tales fracturas fueron causa tal vez
de producir con mayor eficacia la interpenetracion de cadenas.



V. CONCLUSIONES

El porcentaje de hinchamiento a pH’s acidos se ve mucho més favorecido que a pH’s

basicos, como ha sido mostmdo previamente usando un método fotografico.

B! entrecruzamiento del gel polimérico y e} pH rigen la fuerza de bicadheaion, de tal
forma que a! incrementar ¢l grado de entrecruzamiento tambidn aumenta la fuerza de
bioadhesion (en la misma mucosa) a pH’s no muy dcidos (pH 4, 6.5 y 7.5), sin embargo a
pH's muy 4cidos (pH 1.2) a un incremento del entrecruzamiento menor fuerza de adhesion.

La fuerza de bioadhesion aumenta en las mucosas vaginai, intestinal, sublingdal e
intestinal a medida que se incrementa el porcentaje de DVB, mientras que la fuerza de

bicadhesion disminuye en mucosa géstrica a medida que el porcentaje aumenta,

Se enconird que las mejores fiuerzas de bioadhesion fueron fas evaluadas en mucosa
ghstrica, atin con el compariamiento observado.

Se determind que e} tiempo optimo de humectacion donde se encontrd la maxima
fuerza de adhesion en el polimero DMA/MMA con 0,1% de DVB fué de 10 min,, 15 min.
para ¢l polimero DMA/MMA con 0.5% de DVB y 5 min. para el polimero con 1% de DVB.

La microscopia electrdnica permitié observar las superficies de polimero y mucosa
después del fendmeno de bioadhesién, y con ello verificar 1a posible interpenetracion
ocwrida entre 1ag cadenas glicoprotdicas del moco y las del polimero, una vez que éstas
fuéron separadas.

Estos resultados sugieren, que geles polibdsicos, inicialmente hidrofébicos, tienen

potencial como sistemas de liberacidn en medio dcido, como el que prevalece en la vagina, el
estdmago y la region sublingtal.
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