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AIC
API
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Acido acético
Aikike Information Criteria

active pharmaceutical ingredient

niimero de Arquimedes
quitosano

concentracion de F en estomago e intestino
dosis inicial de fluoruro

didmetro de particula adimensional
microscopia electrénica de barrido
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tracto gastrointestinal
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velocidad del aire en el lecho
velocidad de fluidificacion minima
velocidad de aire mdxima o terminal

velocidad terminal adimensional
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Resumen

La administracion oral de farmacos suele ser la via mas conveniente y preferida por las
personas. Para producir su accidn terapéutica caracteristica, un principio activo debe alcanzar la
concentracion adecuada en el sitio donde acttia, esto esta gobernado no solo por las
caracteristicas del farmaco (solubilidad, cinética de disolucion, estabilidad) sino también por la
absorcidn, biodistribucidn y por las propiedades de la matriz que lo contiene.

El quitosano es un polisacarido natural, biodegradable y biocompatible. Posee
propiedades biologicas particulares como alta mucoadhesion, mejora en la cicatrizacion de
heridas y la hemostasia ademads de tener actividad como antibacteriano, antifungico y antiviral.
Es por esto que ha sido propuesto para una gran variedad de aplicaciones biomédicas, entre ellas
la formulacion de matrices para la liberacion controlada de un amplio namero de farmacos para
diversos usos como el tratamiento de cancer, antiinflamatorios y analgésicos entre otros.

La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida de masa dsea y un
deterioro en la microestructura de los huesos. El fluoruro de sodio es utilizado desde hace
décadas en los tratamientos de osteoporosis, sin embargo, existen trabajos que discuten el
potencial efecto negativo del fluoruro como desérdenes hormonales y fluorosis esquelética y
dental cuando es aplicado en altas dosis o de manera crénica.

Debido a sus propiedades, el quitosano es una alternativa promisoria para la formulacién
de matrices para la liberacion sostenida de fluoruro de sodio que permitan disminuir sus efectos
adversos.

En el primer capitulo de esta tesis (Microparticulas de quitosano), se utilizé la tecnologia
de lecho fluido para la elaboracién de microparticulas portadoras de fluoruro de sodio basadas
en quitosano. En primer instancia se determinaron las condiciones de proceso que permitieran
manipular este polimero en un equipo de lecho fluidizado para luego incorporar el principio
activo. Se estudiaron diversas alternativas de formulacién como la inclusiéon de un acido débil
(acido acético) y el pretratamiento del polimero antes de la inclusion del fluoruro de sodio.

A excepcidn de las particulas con un rango de tamafo entre 0 y 75 pm, en todos los casos
se logré una correcta manipulaciéon del quitosano en el lecho fluido con rendimientos de

proceso mayores al 80 %. Todas las particulas mostraron una rapida liberaciéon del fluoruro

xvii



(mas del 60 % en los primero 15 minutos). Basado en los resultados de los estudios de FTIR y
SEM se pudo inferir que la rapida liberacion se debe a una baja o nula interaccion del quitosano
con el fluoruro y a que este ultimo se deposité en la superficie de las particulas formando
cristales.

Ademas, se aplicaron recubrimientos poliméricos (polivinilpirrolidona y Eudragit®
RS 30D) sobre la superficie de las particulas mediante la tecnologia de lecho fluidizado y por
inmersion. Cuando el recubrimiento fue aplicado mediante la tecnologia de lecho fluido, las
particulas obtenidas para ambos polimeros mostraron perfiles de liberacién similares a las no
recubiertas. Por otro lado las particulas recubiertas por inmersiéon con Eudragit® RS 30D
mostraron una liberacion mas atenuada y dependiente del tiempo de exposicioén al polimero.
Los ensayos del SEM mostraron que al aplicarse el recubrimiento por inmersion se obtuvo una
capa de mayor espesor que modera la liberacion.

En el capitulo 2 (Hidrogeles de CS-GP) se abarco el estudio de geles de quitosano y
glicerofosfato de sodio para la liberaciéon de fluoruro. En primera instancia se ensayo la
estabilidad de los hidrogeles con y sin fluoruro en soluciones tampo6n de pH 2 a 7. Los resultados
mostraron que éstos son estables por mas de 24 h en el rango de pH comprendido entre 4y 7.
Luego se realizaron caracterizaciones de los hidrogeles por técnicas como SEM, FTIR, DRX y
mediciones reoldgicas. Se observé que la estructura de los geles luego de ser acondicionados en
agua queda conformada solo por quitosano debido a la migracién del glicerofosfato al medio.
Ademas, no se detectaron interacciones entre el polimero y el fluoruro. Por otro lado, la
liberacion del fluoruro a partir de estos hidrogeles mostro ser sostenida durante 6 h en el rango
de pH estudiado (de 4 a 7) y que la cinética de este fenémeno se encuentra gobernada por
procesos difusivos y de relajacion de las cadenas poliméricas.

En el capitulo 3 (Evaluacion in vivo de los hidrogeles CS/GP/NaF) se compararon los
efectos de la dosificacion en ratas Sprague-Dawley de fluoruro entrampado en un hidrogel o en
una solucidn acuosa. Se estudiaron parametros como la variacion de fluoremia, fosfatemia,
insulinemia y las excreciones urinarias y fecales de fluoruro. Cuando el principio activo fue
suministrado en un hidrogel se observé la disminucién en los picos de fluoremia presentes a las
3 h luego de la dosificacion del fluoruro en una solucién acuosa. Ademas, se observéd que la

incorporacion del fluoruro en un hidrogel disminuye los efectos adversos relacionados a este
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principio activo como el aumento de la fosfatemia y la glucemia y disminucién de la

insulinemia.
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Abstract

Oral administration of drugs is usually the most convenient and preferred route by
patients. In order to produce its therapeutic action, an active pharmaceutical ingredient should
reach an adequate concentration at the action site. This is not only governed by the drugs
properties (solubility, dissolution kinetics, stability) but also by the absorption, biodistribution
and the properties of the matrix in which is included.

Chitosan (CS) is a natural biodegradable and biocompatible polysaccharide. This polymer
has particular biological properties such as high mucoadhesion, improvement in wound healing
and hemostasis. In addition, it has also been proved to have antibacterial, antifungal and
antiviral activity. For this reason, chitosan has been proposed for a wide diversity of biomedical
applications including the elaboration of controlled release platforms for cancer treatment
drugs, anti-inflammatory and analgesics among others.

Osteoporosis is a disease characterized by bone loss and microstructural deterioration of
bone tissue. Sodium fluoride has been used for several decades in osteoporosis treatment.
However, it has shown to have some negative effect such as hormonal disorders, skeletal and
dental fluorosis when used chronically or in high doses.

Due to its properties, chitosan is a good candidate for the elaboration of sodium fluoride
controlled release matrices that can reduce its adverse effects.

In the first chapter of this thesis (Chitosan microparticles), fluid bed was used for the
elaboration of chitosan based sodium fluoride containing microparticles. Initially, fluid bed
process conditions that allowed manipulating this polymer and the sodium fluoride inclusion
were determined. Formulation alternatives such as the addition of a weak acid (acetic acid) and
polymer pre-treatment were also studied.

With the exception of particles with a size range between 0 and 75 um, fluid bed
technology was adequate for chitosan manipulation and process efficiencies greater than 80 %
were reached. All particles showed a rapid release of fluoride (more than 60% in the first 15
minutes). Based on FTIR and SEM studies results it was possible to infer that the burst effect
showed in the fluoride release could be related to either low or non-existent chitosan-fluoride

interaction and to deposition of sodium fluoride as crystals at the microparticles surface.




In addition, polymeric coatings (polyvinylpyrrolidone and Eudragit® RS 30D) were
applied to the particles surface by both fluid bed technology and immersion. When the coating
was done by fluid bed, the resulting coated particles also showed a burst release. On the other
hand, Eudragit® RS 30D coating applied by immersion slowed the fluoride release and this effect
was dependent of the immersion time. SEM assays results showed that immersion coating was
thicker than fluid bed coating. Changes in coating layer thickness may explain the moderation
in the release rate.

In the second chapter (CS-GP hydrogels) hydrogels of chitosan and sodium
glycerophosphate were studied as a fluoride controlled release system. First, stability assays of
hydrogels with or without fluoride were carried out in a pH range from 2 to 7. These gels
showed to be macroscopically stable for at least 24 h at pH between 4 and 7. Later, rheological
measurements, SEM, FTIR and DRX techniques were used for hydrogels characterization. It was
observed that hydrogel structure after being conditioned for 24 h in water was composed only
by chitosan due to the glycerophosphate migration to the media. In addition, interactions
between chitosan and fluoride were not detected. Fluoride release from hydrogels showed to be
sustained for at least 6 h in the pH range studied (from 4 to 7) and the kinetics mechanism was
governed by polymeric chains relaxation and diffusive processes.

In chapter 3 (In vivo evaluation of CS/GP/NaF hydrogels) in vivo studies were performed
to contrast the effect in Sprague-Dawley rats of fluoride administration by a CS-
glycerophosphate and a sodium fluoride water solution. Variation of fluoremia, glycemia,
insulinemia, phosphatemia and urinary and fecal excretions of fluoride were studied. When
fluoride was administered in a hydrogel, fluoremia peaks presented after 3 h of fluoride water
solution were diminished. Furthermore, obtained results showed that when fluoride is included
in a hydrogel, adverse effects related to high doses of this drug such as the increase of glycemia

and phosphatemia and the decrease of insulinemia were diminished.

xxii
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Introduccion

1. Introduccion

La administracion oral de los firmacos es generalmente la via mas conveniente y preferida
por las personas, ya que es poco invasiva, segura y menos costosa. Muchos principios activos
farmacéuticos (API por las siglas en inglés de “active pharmaceutical ingredient”) pueden ser
administrados oralmente como liquidos, capsulas y comprimidos. De todos modos, poseen
algunas limitaciones ya que el API debe atravesar entornos con diferentes condiciones
fisicoquimicas que pueden modificar la accion fisiologica esperada. Al administrarse por esta
via la absorcidn puede presentarse tanto en la boca como en cualquier otra region del sistema
gastrointestinal. Sin embargo, la mayoria de los API son absorbidos en intestino delgado para
luego atravesar la pared intestinal y ser transportados por el torrente sanguineo hasta el sitio
objetivo [1].

Para producir sus acciones terapéuticas caracteristicas, un API debe alcanzar
concentraciones adecuadas en los sitios donde actia. Las concentraciones logradas, a pesar de
estar en funcion de la dosis del producto administrado, también dependen de la absorcion,
distribucion, biotransformacidn y excrecion del API.

Una vez administrada la forma farmacéutica, el API sufre diferentes procesos hasta llegar
a disolverse en el fluido del tracto gastrointestinal (TGI) para posteriormente, ser absorbido y
luego atravesar la pared intestinal y ser transportado por el torrente sanguineo hasta el sitio

objetivo.

2. Sistemas de liberacion de farmacos

La investigacion en el drea de las ciencias farmacéuticas ha puesto cada vez mas énfasis en
la formulaciéon de nuevas formas farmacéuticas que mejoren las prestaciones de APIs ya
existentes. Esto en parte se ve potenciado por la dificultad en el desarrollo y aprobacién de
nuevos farmacos [2].

Dentro de los objetivos buscados en los desarrollos de nuevas formulaciones

farmacéuticas se destacan:




e Proteger los principios activos de las condiciones ambientales (humedad,
temperatura, radiacion) y los entornos a los que son expuestos (pH, degradacion
enzimatica, interacciones fisico-quimicas, etc).

e Reducir o eliminar los efectos adversos propios del API.

¢ Disminuir la cantidad de API administrado mejorando la eficiencia de cada dosis.

e Mejorar la experiencia del paciente mediante la reduccién del nimero de tomas
por dia o el caracter invasivo de la forma farmacéutica empleada [3].

Un sistema ideal de transporte de farmacos asegura que el API se encuentre disponible en
el sitio de accidn correspondiente con una concentracién por encima de la minima efectiva y
por debajo de la minima concentracién toxica (ventana terapéutica) durante un periodo de
tiempo deseable [4]. Los sistemas de liberacion controlada de fairmacos se disefian para cumplir
con una o varias de estas caracteristicas.

Segun los perfiles de liberacion logrados, estos sistemas pueden ser clasificados en 4
grupos:

e Liberaciéon inmediata: el API es liberado inmediatamente luego de la
administracion y estd disefiado para dar un inicio rapido de la accién del principio
activo. En las matrices para liberacion oral, este tipo de perfiles se logra con
comprimidos desintegrables, efervescentes, masticables y sublinguales (Figura 1.a).

e Liberacién retardada: la liberacién comienza un tiempo después de la
dosificaciéon y generalmente se debe a la disgregacion de la matriz por las
condiciones del entorno al que se expone. Dentro de esta categoria se encuentran los
comprimidos con recubrimiento entérico (Figura 1.b).

e Liberacion sensible a estimulos: la liberacion se activa en funciéon de una sefal
biolégica o patoldgica (por ejemplo, concentracion plasmatica de glucosa para
activar la liberacién de insulina) y de estimulos externos (temperatura, pH,
radiacion) (Figura 1.c).

e Liberacion prolongada: también conocida como liberacién sostenida. La
liberacion del API es mantenida durante un largo periodo de tiempo, logrando que la
concentracion plasmatica del fairmaco permanezca por un tiempo mas prolongado

dentro de la ventana terapéutica si es comparado con otros tipos de sistemas. Dentro




de este tipo de perfiles son

recubiertos (Figura 1.d).

obtenidos a partir de matrices poliméricas o pellets
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Figura 1. Perfiles de liberacion controlada de firmacos (figura modificada de Park y col. 2016) [4].

2.1 Mecanismos de control de la liberacion de farmacos
El fenémeno de liberaciéon de un API desde una matriz puede ser gobernado por

diferentes mecanismos que dependen tanto de las propiedades del API (tamafio, solubilidad), de

la matriz (hinchamiento, degradacion) como de la interacciéon entre ambos. A continuacién se

detallan algunos de los mecanismos mas usuales.
® Degradacion-erosion: el polimero que conforma la matriz se va erosionando en

el tiempo permitiendo la liberacion del APT [5].

e Difusion: el API debe difundir a través de una malla polimérica para alcanzar el

medio de liberacion. El polimero puede encontrarse conformando el seno de la

matriz o formando un recubrimiento alrededor de esta.




e Disolucién: la liberacién depende de la cinética de disolucién del API, el cual
puede encontrarse distribuido de manera homogénea en una matriz polimérica o
ubicado en un nucleo recubierto por una membrana polimérica.

e Control por intercambio iénico: las resinas de intercambio iénicas son materiales
poliméricos insolubles en agua que contienen grupos ionicos. Los principios activos
que posean carga pueden asociarse a las resinas por uniones electrostaticas. La
liberacién se logra por el intercambio del API con iones presentes en los medios de

liberacion.

2.2 Sistemas multiparticulados de liberacion de

farmacos

En los sistemas de liberaciéon multiparticulados, el API se encuentra distribuido en
multiples unidades pequefias con un tamano comprendido entre la escala nanométrica hasta
algunos milimetros [6-9]. Debido a su rdpida dispersion en el TGI, estos sistemas maximizan la
absorcioén y disponibilidad del API, reducen la variabilidad en los perfiles plasmaticos del API
intra e inter-paciente si se compara con los comprimidos monoliticos tradicionales[10,11].

Estos sistemas, debido a que cuentan con la totalidad del API distribuido en cientos de
particulas son menos susceptibles al vertido total no deseado de su contenido. Este defecto
generalmente se debe a fallas en el desempefio de la forma farmacéutica como por ejemplo la
ruptura del recubrimiento o la desintegracién mas rapida que lo deseado.

Los sistemas multiparticulados suelen ser dosificados en suspensiones, en comprimidos
de desintegracion rapida o en capsulas que permiten la inclusion de particulas con diferentes
propiedades. Por ejemplo, la combinacién de particulas de liberacién rapida y particulas con
liberacion sostenida permiten lograr perfiles plasmaticos singulares, alcanzando rapidamente la

ventana terapéutica y su sostenimiento por periodos prolongados [4].

3. Quitosano

El quitosano (CS) es un polisacarido natural, biodegradable y biocompatible conformado
por subunidades de N-acetil-d-glucosamina y d-glucosamina [1-3] (Figura 2). Este biopolimero
es muy abundante y relativamente econdmico debido a que se obtiene de la desacetilacion

alcalina de la quitina, el segundo biopolimero mas abundante de la naturaleza que se encuentra




en el exoesqueleto de crustaceos, insectos y en las paredes celulares de algunas algas y hongos.
Los principales recursos comerciales son los desechos del caparazén de camarones, langostas,

cangrejos y kril [12].

CH,OH CH,OH ]
o o]
H H
OH OH 04
o N
~N
H
He N/ N H
H i H NH,
| HC o Jn

Figura 2. Estructura quimica del CS y del CS protonado (adaptado de Velazquez y col, 2018) [13].

El proceso de desacetilacion de la quitina consiste en la pérdida del acetilo del grupo
amida ubicado en el carbono 2 de la quitina dando lugar a un grupo amino. Este proceso no es
completo por lo cual al final del proceso quedan subunidades acetiladas remanentes. La relacion
entre las dos unidades se conoce como grado de desacetilacion, parametro que describe algunas
propiedades bioldgicas y quimicas del CS como por ejemplo su solubilidad en medios

acuosos [13].

3.1 Solubilidad del CS

La quitina, debido a la baja presencia de grupos polares es practicamente insoluble en
medios acuosos. Sin embargo, a pH menores a 6 los grupos amino del CS se protonan

aumentando la polaridad de la molécula y las repulsiones electrostaticas polimero-polimero,
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generando soluciones estables en medios acuosos acidos (Figura 2). Por otro lado, cuando el pH
de una soluciéon de CS aumenta por encima de 6, los grupos amina se desprotonan, el polimero
pierde su carga y se vuelve insoluble [14].

Las cadenas de CS en solucién pueden coagularse si se agrega al medio un contraién o
una molécula portadora de multiples cargas negativas (polianién). Por ejemplo, el alginato de
sodio, proteinas y la mayoria de los aniones bivalentes como sulfatos o fosfatos forman
complejos ionicos insolubles de CS. Estas propiedades son utilizadas para generar peliculas o

microparticulas a partir de soluciones de CS [15].

3.2 Biodegradacion del CS

El CS ha demostrado ser biocompatible, biodegradable y atéxico. La biodegradacion
posee un rol importante en el destino del CS en el cuerpo. Cuando este polimero presenta un
peso molecular entre 30.000 y 40.000 gr/mol y es administrado de manera sistémica, es filtrado
por via renal. Pero si el tamafio molecular es mayor, es degradado quimica o enzimaticamente
para reducirlo a tamafios aptos para la filtracion renal. La degradacién enzimatica es llevada a
cabo por enzimas capaces de hidrolizar los enlaces glucosamina - glucosamina, glucosamina -

N-acetil-glucosamina y N-actil-glucosamina - N-acetil-glucosamina[16].

3.3 Propiedades bioldgicas del CS

La caracteristica de polication le brinda al CS la capacidad de unirse a membranas
celulares, confiriéndole algunas propiedades bioldgicas singulares como alta mucoadhesion,
mejora en la cicatrizacion de heridas y hemostasia ademds de tener actividad como
antibacteriano, antifiingico y antiviral [14,16-18]. Es por esto que ha sido propuesto para una

gran variedad de aplicaciones biomédicas.

3.4 Aplicaciones biomédicas del CS
Debido a las caracteristicas previamente descritas, el CS ha sido estudiado para
plataformas biomédicas como:
e Ingenieria de tejidos: este area comprende la formacion in vitro de tejidos
utilizando una matriz polimérica. Debido a que el CS es biodegradable, bioadhesivo,
no tdxico y puede ser formulado en diversas formas como polvos, geles, peliculas y

esponjas tiene un amplio potencial de aplicaciones en este area. Por consiguiente, se
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han propuesto matrices de CS para conformar tejidos andlogos a cartilagos y nervios
y para la regeneracion de huesos [19-22].

e Cicatrizacion de heridas: se ha observado que el CS mejora la vascularizaciéon y
provee chito-oligébmeros (productos de la degradacion bioldgica del CS) con
funciones antibidticas, antifungicas, reguladoras de la inmunidad y mejora la
incorporacion de fibrillas de coldgeno en la matriz extracelular [23]. A su vez,
también se han desarrollado apositos basados en este biopolimero que ademads
contienen factores que mejoran el proceso de cicatrizacién como por ejemplo el
factor de crecimiento de fibroblastos [24].

e Terapia génica: matrices basadas en este biopolimero han sido estudiadas para
mejorar la eficiencia de transfeccién de acido nucleico y virus utilizados en este tipo
de terapias [25].

e Productos médicos hemostdticos: tanto polvos como apdsitos basados en CS que
se encuentran actualmente en el mercado (Hemcon®, Celox®) han demostrado
detener el sangrado de heridas punzantes y cortantes en situaciones de emergencia
en menos de 1 minuto. Estos productos son ampliamente usados tanto en escenarios
bélicos como en servicios de emergencias urbanos [26,27].

o Sistemas de liberacion controlada de farmacos: existe una amplia variedad de
estudios que proponen a matrices como hidrogeles, micro o nanoparticulas basadas
en CS para la liberacion controlada de farmacos por via enteral y parenteral
(intramuscular, intradermal, nasal y topicos). Se reportaron diversos perfiles de
liberacion, desde unas pocas horas hasta semanas, dependiendo de la formulacién
estudiada. En este sentido existen trabajos donde se estudia la aplicacién del CS con
API para diferentes fines como tratamiento de cancer, antiinflamatorios, analgésicos,

antibidticos, factores de crecimiento, vacunas, entre otros [12,28-34].

Nuestro grupo de trabajo tiene experiencia en el disefio de sistemas de liberacién basados
en CS. En los ultimos afos se han realizado desarrollos tecnologicos, publicaciones de patentes y
trabajos en congresos y revistas internacionales sobre parches transdérmicos [35], membranas

[35,36], particulas [26,37,38] y geles para la administracién de diversos farmacos [39-42].




4. Lecho fluido

En este trabajo se hara uso de la tecnologia de lecho fluido. Esta operacién tuvo su
primera aplicaciéon comercial en el afio 1926, pero su uso se masifico en el afio 1942 cuando se
comenz6 a utilizar en el proceso de craqueo catalitico [43]. Debido a su principio de
funcionamiento, en los equipos de lecho fluidizado se logran mezclados homogéneos y altas
transferencias de materia y temperatura, por lo cual son muy utilizados para funciones diversas
como secado de sélidos, adsorcién de compuestos, procesos bioquimicos, combustion o

granulacion y recubrimiento de particulas [44].

4.1 Descripcion del fenomeno

Un lecho fluido consta de una masa de particulas sélidas con una corriente de un fluido
pasando de manera ascendente a una velocidad suficiente como para mantener las particulas en
suspension. El equipo utilizado en el desarrollo de esta tesis utiliza aire como fluido. En la Figura
3 se muestra un esquema tipico de un lecho fluidizado.

Este proceso posee un amplio numero de variables que precisan ser mantenidas dentro de
un rango acotado para evitar que se den ciertos fendmenos indeseados como colapso del lecho,
transporte neumatico de las particulas (si el caudal del aire de fluidificacion, Q,;,., es muy alto las
particulas son transportadas fuera del lecho o retenidas en los filtros). El colapso del lecho
fluidizado suele presentarse cuando la humedad en el interior del equipo es muy elevada o se ha
agregado una gran cantidad de fluido de recubrimiento o granulacién. Esto genera un aumento
descontrolado del crecimiento del tamafo de las particulas. Ademds, también es necesario
definir otros parametros como la temperatura del aire de ingreso, presion y caudal de liquido en

el aspersor.
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Figura 3. Configuracion de un equipo de lecho fluido (modificado de Teunou y col, 2002) [45].

4.2 Propiedades de un lecho fluidizado

Las particulas, al entrar en el estado de lecho fluidizado poseen algunas caracteristicas que
hacen que se comporten como un liquido en ebullicion [45,46], por ejemplo:

e La superficie del lecho fluidizado permanece horizontal si el equipo es inclinado
(Figura 4.a).

e Un objeto colocado en el seno del lecho fluidizado flota segiin su densidad (Figura
4.b).

e Las particulas fluyen por cualquier orificio que se encuentre en las paredes
laterales del equipo (Figura 4.c).

e Cuando un cilindro es inmerso en un lecho fluido fluidizado, las particulas

circulan por el interior del mismo (Figura 4.d).
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Figura 4. Propiedades de un lecho fluidizado (modificado de Teunou y col, 2002) [45].

4.3 Cadlculo de la velocidad del aire

Cuando un gas atraviesa a baja velocidad una masa de particulas sélidas, en principio
percola por los espacios vacios del lecho. Este estado es llamado “lecho fijo”. Con el incremento
de la velocidad, las particulas comienzan a vibrar. En estas condiciones, y debido a la resistencia
que presentan las particulas al paso de aire, se observa una gran diferencia de presion entre la
base y la parte superior del lecho. A cierta velocidad, el empuje del aire contrapone el peso del
lecho. En esta condicién se genera el estado de fluidificacién minima o incipiente y la velocidad
de aire que ingresa al lecho se conoce como la velocidad de fluidificaciéon minima (U,)[47]. Este
parametro puede aproximarse segun la ecuacién de Ergun, para particulas mayores a 100 pm,

propuesta por Teunou y Poncelet (ecuacion (1)) [45].

_ Ngas

= [(1135,7 + 0,04084 . Ar)Y/2 — 33,7] ecuacién (1)
pgas -dp

Uns

Doénde: Nggas ¥ Pgas son la viscosidad y la densidad del gas utilizado respectivamente (aire
en este caso) y dj, es el didmetro de las particulas. El parametro Ar es el nimero de Arquimedes

definido por la ecuacion (2).

d3. — .
Ar = -2 pgas(pp Pgas) J ecuacion (2)

2
Ngas
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Siendo p,, la densidad de las particulas y g es la fuerza de gravedad.

Alternativamente, Uy puede ser estimada empiricamente empleando mediciones
proporcionadas por el instrumental del equipo utilizado. Para esto es necesario registrar la
presion de aire en la base (Py.), la presion aire en la parte superior del lecho (Py,,) y la velocidad
del aire en el lecho (U) que se obtiene a partir del Q.. La U,y queda determinada por el punto
de inflexion de la curva que se obtiene de graficar la caida de presion (Py—Py,,) en funcién de U

segun se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Curva tipica de fluidificacién de un material particulado.

Existe también una velocidad de aire maxima o terminal (U,) por encima de la cual las
particulas son expulsadas del lecho debido al fenémeno de transporte o arrastre neumatico.
Kunii y Levenspiel propusieron las siguientes ecuaciones para calcular U, para particulas no

esféricas [44]:

( _ ) 1/3
Ngas\Pp — Pgas 'g] ecuacion (3)

=t [ p
gas

Donde Uy es la velocidad terminal adimensional, la cual puede calcularse con:

ecuacion (4)

-1
18 2,335 — 1,744, @]

U = =t 05
(45) (45)
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El parametro @ es el factor de forma que varia entre 0,5 y 1, siendo 1 el valor adoptado

para particulas esféricas. dy, es el didmetro de particula adimensional que se calcula como:

dp* = Arl/ 3 ecuacion (5)

El caudal de aire elegido para la manipulacién de las particulas debe escogerse de forma
tal que la velocidad del aire sea superior a Uy, s e inferior a Uy.

Las caracteristicas de las particulas y del flujo que pasa a través del lecho son
determinantes para estimar el comportamiento del mismo y poder predecir diferentes

regimenes de funcionamiento.

4.4 Regimenes de fluidificacion

Un lecho fluidizado se considera estable (Figura 6.a) cuando la concentraciéon de
particulas es uniforme en todo el lecho a lo largo del tiempo [48]. Mientras que se denomina
lecho agregativo cuando la concentracién volumétrica de sdlidos a lo largo del lecho no es
uniforme y flucta con el tiempo. Los lechos agregativos pueden diferenciarse en:

e Lecho en tapén: se conforma cuando tanto el didmetro de las burbujas como el
del equipo utilizado son iguales y se conforman estratos separados de burbujas y
particulas (Figura 6.b).

e Lecho burbujeante: aparecen grandes burbujas en el seno del lecho que pueden
unirse entre si aumentando su tamafio (Figura 6.c).

e Lecho con canales: se observa la formacion de canales de aire verticales que van
desde la base hasta la superficie (Figura 6.d).

En este tipo de lechos la transferencia de materia y energia no es homogénea a lo largo del
seno del lecho y se conforman regiones con distinta distribuciéon de aire y particulas logrando

resultados de secado, granulacion y recubrimientos heterogéneos.
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Figura 6. Diferentes regimenes de fluidificaciéon (modificado de Parikh, 2005) [48].

4.5 Tipos de lecho fluido

Los equipos de lecho fluido utilizados para granulacion o recubrimiento son clasificados
de acuerdo con la posicién del aspersor (superior, inferior o lateral) y por las condiciones de
operacion (batch o continuo) [49].

En general existen 3 tipos de disefio de equipos de lecho fluidos utilizados en la industria
farmacéutica. El modelo fop-spray es el modelo mas sencillo y antiguo, razén por la cual es el
mas utilizado y por lo tanto es el mejor caracterizado (Figura 7.a). Posee el aspersor ubicado en
la parte superior de la camara y el aire proviene por la parte inferior. Si las condiciones de
trabajo no son las adecuadas, este disefio puede presentar inconvenientes relacionados al secado
de las soluciones poliméricas en los procesos de recubrimientos de particulas. Se observé que la
inclusion del aspersor en la parte inferior del lecho disminuia el secado prematuro de las gotas
de recubrimiento aunque aumentaba el riesgo a la formacioén de aglomerados no deseados [45].
Este inconveniente fue en parte solucionado por el disefio realizado por Wurster. En el modelo

Woaurster se incorpor6 un inserto cilindrico en el seno del lecho y la disposicion de los agujeros

14



del plato distribuidor de aire permite un mayor caudal en la zona central [50] (Figura 7.b). Esta
disposicion logra que las particulas ingresen al inserto, se encuentren con las gotas del aspersor y
asciendan por su interior por transporte neumatico mientras se secan. Luego, al llegar a la parte
superior del tubo su velocidad disminuye y descienden para volver luego a entrar en el
ciclo[46,51,52]. Este equipo es utilizado mayormente para la realizacion de
recubrimientos [53,54].

Existe también un disefio de lecho fluido que cuenta con un plato giratorio en la base
(rotor system) y el aspersor se encuentra en una posicion tangencial a la base (Figura 7.c). El aire
para fluidificar las particulas pasa por el espacio comprendido entre el disco giratorio y las
paredes del equipo. La combinacién de la rotacion y el aire ascendente provee a las particulas
granuladas propiedades especificas como alta densidad y esfericidad, por lo cual es generalmente

utilizado para la conformacién de pellets [55].

(c (c
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% . v |
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.
.

Figura 7. Diferentes configuraciones de lecho fluido. Top-spray (a), Wurster (b) y rotor system (c)
(modificado de Srivastavay col., 2010) [51].
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4.6 Recubrimientos de particulas con lecho fluido

Las formas farmacéuticas y en especial las microparticulas, pueden ser recubiertas con el
fin de incluir un API, formar un film para proteger un principio activo, enmascarar el sabor o
modificar el perfil de liberacion [31,54-58]. Los recubrimientos de particulas en un equipo de
lecho fluido se realizan mediante la aspersién de una solucién polimérica sobre una masa de
particulas en movimiento. Las gotas al impactar sobre la superficie de cada particula se secan
generando una capa en la superficie (Figura 8). Luego, en el equipo y durante su
almacenamiento se termina de consolidar la capa de recubrimiento. Asimismo, puede
implementarse una etapa posterior de curado en la cual se somete a las particulas recubiertas a
condiciones de elevada temperatura y humedad controlada [46]. Si la temperatura seleccionada
estd por encima de la temperatura de transicion vitrea del polimero utilizado, se logra la
coalescencia de las gotas secas alrededor de las particulas obteniéndose recubrimientos mas

homogéneos [53].

Secado y consolidacion del recubrimiento

T

Particulas
Gotas de recubrimiento

Figura 8. Etapas de la formacion del recubrimiento (modificado de Srivastava y col., 2010)
[51].

Para llevar a cabo este proceso es necesario realizar un ajuste de diversos parametros
involucrados. Por ejemplo, el fluido utilizado como recubrimiento forma una gota a la salida del
aspersor, si el secado de ésta es demasiado rapido, el polimero no se adherira a la superficie de
las particulas. Por otro lado, si el secado es demasiado lento se vera favorecido el proceso de
granulacion, es decir las particulas se agregan debido a que el polimero forma una unién entre

éstas. Las variables criticas en este proceso son [46,51]:
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e Composicion de la solucién de recubrimiento: la incorporacion de aditivos como
surfactantes, emulsificantes o antiadherentes, colaboran en reducir la probabilidad
de generacion de aglomerados.

o Temperatura del aire de fluidificacion: al utilizarse temperaturas demasiado
bajas, el tiempo de secado de las gotas es muy prolongado por lo cual aumenta la
tendencia a la aglomeracion. Por otro lado, si la temperatura es demasiado elevada,
las gotas de recubrimiento pueden secarse antes de impactar con las particulas.

e Presion del aire de aspersion: este parametro, junto con la viscosidad de la
solucién de recubrimiento, definen el tamafo de la gota formada en el aspersor.
Cuanto menor es el tamano de la gota, mayor es la superficie expuesta y como

consecuencia, menor es el tiempo de secado.

5. Hidrogel quitosano - glicerofosfato

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales (quimica o fisicamente
entrecruzadas), con un gran numero de grupos hidrofilicos capaces de absorber una gran
cantidad de agua. Debido a su estructura, composicién, porosidad y comportamiento
viscoelastico, estas plataformas han sido consideradas como candidatas para aplicaciones
biomédicas tales como sistemas de liberacién controlada de fairmacos e ingenieria de tejidos
[59,60].

Los hidrogeles pueden estar conformados por polimeros sintéticos o naturales. Dentro de
los polimeros naturales se destacan los que pertenecen a la familia de las proteinas (coldgeno,
gelatina y fibrina), los polisacaridos (acido hialurénico, agarosa y CS) y sistemas hibridos
proteina/polisacaridos (coldgeno-acido hialurdnico, laminina-celulosa y gelatina-CS vy fibrina-
alginato) [61,62].

Hidrogeles de CS han sido preparados con una gran variedad de formulaciones que
pueden ser separados en dos grandes familias, hidrogeles quimicos, conformados mediante
entrecruzamiento covalente irreversible; y los hidrogeles fisicos, conformados por interacciones
fisicas reversibles. Los geles quimicos poseen buenas propiedades mecdnicas, sin embargo, los

agentes de entrecruzamiento comunmente utilizados (por ejemplo el glutaraldehido) estan
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generalmente relacionados con una alta toxicidad [63]. Por esta razdn, los geles de CS
fisicamente entrecruzados han sido objeto de estudio en los ultimos anos.

La biodegradabilidad de los geles de CS por la flora bacteriana humana ha sido estudiada
por McConnell y col. [64]. Estos autores concluyeron que los geles sin entrecruzamiento
quimico (como es el caso de los hidrogeles CS/glicerofosfato) son degradados en menos de 4 h,
mientras que los entrecruzados con glutaraldehido no son totalmente degradados luego de 18 h
de exposicion al fluido intestinal.

Las soluciones de CS y glicerofosfato de sodio (GP) presentan una baja viscosidad a
temperatura ambiente, pero en condiciones fisiologicas (37 °C) realizan una transicion
solucion-gel sin la necesidad de una estimulacion externa [65]. El tiempo de transicion depende
de la temperatura, la concentracién de GP, el pH de la solucién final de la concentracion y el
grado de desacetilacion del CS [13]. En la Figura 9 se muestran imdgenes de mezclas CS/GP

antes y después gelificar.

a)

Figura 9. Mezcla de CSy GP antes (a) y después (b) de gelificar a 37 °C (modificado de Mengatto y col, 2016) [39].

Los fendmenos que suceden en la transicion solucidn-gel, son varios y estan actualmente
en discusion. Algunos autores han reportado que con el aumento de la temperatura, en las
mezclas CS/GP se neutraliza el CS debido a una trasferencia de protones del CS al GP, por lo
cual se conformaria el gel debido a las interacciones hidrofdbicas del biopolimero [66]. También
se propuso que el proceso de hidrataciéon/deshidratacion de las cadenas de CS estd involucrado
en la formacion del gel. A temperaturas inferiores a la de gelificacion la fuerte ligacion del
polimero con el agua evita la interaccidon entre las cadenas de CS; a temperaturas mas elevadas,
las cadenas del polimero pierden agua de hidratacién y prevalece la union entre estas, dando

lugar a la conformacion de la red tridimensional [67].
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5.1 Aplicaciones de hidrogeles CS/GP en liberacion

controlada

Los hidrogeles CS/GP han sido estudiados como sistemas de liberacién controlada de
farmacos en un amplio rango de principios activos como antineoplasicos (paclitaxel),
antidepresivos (venlafaxina), antiepilépticos (etosuximida), hormonas (insulina, progesterona) y
son mayoritariamente utilizados en aplicaciones parentales [13,67-69]. Por otro lado también
existen en la bibliografia trabajos que proponen su aplicaciéon en el drea de la ingenieria de
tejidos para el reemplazo de cartilagos y discos intravertebrales. Estas matrices permiten la
neovascularizaciéon y la diferenciacion de células madres mesenquimales hacia el linaje
osteogénico, caracteristicas que potencian su aplicacion en este area [67].

Los hidrogeles CS/GP actiian como reservorios con diferentes perfiles de liberacion. Los
parametros que mas influencia tienen en la cinética de liberacién son las caracteristicas del
farmaco (peso molecular y polaridad) y el ambiente de liberacion. Mientras que APIs con un
radio hidrodinamico pequefio son generalmente liberados en su totalidad en menos de 24 h,
pueden esperarse tiempos de liberacién mds prolongados (desde dias hasta afios) para farmacos
con radio hidrodindmicos grandes [67]. La cinética de liberaciéon de un API desde una forma
farmacéutica es generalmente gobernada por una etapa limitante. En el caso de los hidrogeles de
CS/GP esta etapa es la difusion a través de la matriz, fendmeno que se encuentra supeditado al
tamano de la malla del hidrogel. Mientras que los APIs con un radio menor que el tamafio de la
malla tendran una difusion rdpida, al aumentar el tamano del API la difusion es mas lenta [70].

Teniendo en cuenta las propiedades descritas del CS, los hidrogeles de CS/GP son un

buen candidato para conformar sistemas de liberacion controlada de aplicacion enteral.

6. Fluoruro de Sodio como droga modelo

La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida de masa désea y un
deterioro en la microestructura de los huesos. Es principalmente causada por el desbalance entre
la resorcién y la formacién de tejido dseo trayendo como consecuencia un aumento en la
fragilidad de los huesos y en la susceptibilidad a rupturas 6seas. Esta enfermedad tiene una alta

incidencia sobre todo en mujeres adultas (osteoporosis postmenopausica). Los farmacos
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utilizados para tratar esta enfermedad se pueden dividir en dos grupos, aquellos que disminuyen
la resorcion del tejido 6seo y los que aumentan la tasa de formacion de tejido [71].

El fluoruro de sodio es utilizado desde hace décadas en los tratamientos de osteoporosis y
caries debido a que estimula la formacion de tejido 6seo, reemplazando el oxhidrilo de la
hidroxiapatita por el i6n fluoruro, formando fliorapatita, la cual es mas estable y posee mayor
cristalinidad [72,73]. Un estudio realizado en 202 mujeres con osteoporosis que fueron tratadas
con esta droga durante 4 anos evidencié un aumento de alrededor del 8% anual en la densidad
mineral de los huesos de la espina lumbar [74]. Sin embargo, existen trabajos que discuten el
potencial efecto negativo del fluoruro como desérdenes hormonales y fluorosis esquelética y
dental cuando es aplicado en altas dosis 0 de manera crénica (como es el caso de las aguas de
bebidas fluoradas) [75-78].

La tnica forma de administraciéon de fluoruro para que tenga un efecto sistémico es por
via oral. En el tubo digestivo la droga puede ser absorbida tanto a nivel gastrico como intestinal.
Este proceso esta influenciado por la acidez del medio ya que el fluoruro es una base conjugada
fuerte que puede generar HF. Este es menos polar que la forma iénica y puede atravesar los
tejidos con menores impedimentos, por lo cual la velocidad de absorcion de la droga varia segin
el compartimiento del tubo digestivo que se encuentre.

El Dr. Alfredo Rigalli y su grupo de investigacién (Laboratorio de Biologia Osea y
Metabolismo Mineral — Facultad de Ciencias Médicas — Universidad Nacional de Rosario) han
estudiado y desarrollado modelos matematicos que explican la farmacocinética del fluoruro de
sodio administrado por via oral en ratas [79]. La distribucion corporal del fluoruro se representa

en el siguiente esquema:
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esofago

estbmago

intestino Excrecion

urinaria

Figura 10. Esquema de la distribucion del fluoruro en ratas luego de ser administrado
por via oral (modificado de Rigalliy col., 2003) [79].

Doénde:
e D, es la dosis inicial de fluoruro.
e D es la concentracion de fluoruro en estomago e intestino (decrece a medida que
progresa el proceso de absorcion,).

e Fes la concentracion plasmatica de fluoruro.

o k

. ¥ ki son las constantes de velocidad de absorcién gdstrica e intestinal,

respectivamente.
o k, es la constante de depuracion plasmdtica la cual estd compuesta por k,
(constante de velocidad de absorcion dsea) y k, (constante de velocidad debida a la

eliminacion por via urinaria).

En esta investigacion se estudio cada uno de los procesos de absorcion y excrecion del
fluoruro mediante el andlisis de la evoluciéon de la concentracion de la droga en los distintos
compartimentos (estomago, intestino, compartimiento plasmatico, etc.) determinando los
ordenes de los procesos y obteniendo un modelo matematico que explique cada uno de estos.

Por ejemplo, para el analisis de la absorcion gastrica de fluoruro en ratas se realizé un
experimento de “estdmago aislado in situ”, bloqueando el pasaje del contenido del estémago al

duodeno del animal mediante una ligadura en el piloro. Ademas se administré una tnica dosis
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de la droga (F;) mediante una sonda gastrica. Luego con un catéter se tomaron muestras del
contenido de este compartimiento a distintos tiempos y se midi6 la concentracion de fluoruro.
Luego, analizando los datos se concluy6é que la absorcién de fluoruro en el estomago es un

proceso de primer orden y se determind la constante k,. El modelo obtenido es el siguiente:

[F7] = [Fole st ecuacion (6)

De modo similar se obtuvieron los érdenes de reaccién y los modelos que explican la
farmacocinética del fluoruro en otros compartimentos [79].

Teniendo en cuenta los efectos benéficos del fluoruro como principio activo farmacéutico
es importante disefar sistemas de liberacion controlada de este API que permitan reducir los

efectos adversos reportados.

7. Modelos cinéticos de liberacion de API

Diferentes mecanismos de liberacién de API han sido propuestos para diferentes matrices
de liberacion prolongada. Estos pueden ser representados por ecuaciones o modelos
matematicos que describen la cinética de liberacion. Por esta razdn, el ajuste de estos modelos a
los perfiles de liberacién obtenidos empiricamente por una forma farmacéutica es cominmente
empleado para dilucidar el mecanismo que gobierna el fendmeno de liberacién [80]. En esta

tesis se utilizaron los siguientes modelos:

Modelo de orden cero:

La disolucion del API que ocurre a una tasa constante y suele presentarse en matrices que

no se disgregan, puede ser representada por la siguiente ecuacion [81]:

Q
=<t = ko-t ecuacion (7)

[oe]

Donde Q, es la cantidad de droga liberada a tiempo t, Q es la cantidad de droga liberada

al finalizar el ensayo y k es la constante cinética del modelo.
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Modelo de primer orden:

En las formas farmacéuticas que ajustan a este modelo, la tasa de liberacion del API en un
momento determinado es comparable con la cantidad del API remanente en el seno de la

matriz. En ese sentido, la velocidad de liberacién disminuye a medida que transcurre el tiempo.
En este modelo, el logaritmo natural de la fracciéon de la masa total liberada (g—t) es
o0

proporcional al tiempo (t) con una constante de proporcionalidad k; [82], como se observa en

la siguiente ecuacion.

ecuacion (8)

Modelo de Korsmeyer-Peppas:

Korsmeyer y col. (1983) desarrollaron un modelo simple, semiempirico relacionando

exponencialmente la liberacién del API con el tiempo transcurrido [83].

Q¢
— = k. t" ecuacion (9)

Qoo

Los valores @, t y Qs tienen el mismo significado que en el modelo de orden cero, ny k,
son el exponente y la constante de liberacion del modelo [81].

Segun los valores que tome n se pueden definir distintos mecanismos de transporte.
Cuando n = 0,5 (0,45 para matrices de forma cilindrica y 0,43 para esferas) el fendmeno se
asocia a un mecanismo de difusiéon anémalo (Fickiano). En particulas, cuando n = 1, se trata de
una cinética de orden cero [81].

Valores de n inferiores a 0,5 se relacionan a la presencia de poros en la matriz polimérica
(y a la consiguiente difusién simultdnea a través de la matriz hinchada) y de poros llenos de
medio de disolucion. Cuando n se encuentra entre 0,5 y 1, el proceso estd dominado por la
difusion y relajacién de las cadenas poliméricas [84]. Usualmente, valores de n mayores a 1
aparecen cuando los tiempos de liberacion son muy elevados. Este tipo fenomeno de transporte

se denomina “Transporte Supercaso II”.
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La comparacion del nivel de ajuste entre los distintos modelos para el mismo set de datos
fue realizada contemplando los valores r* y AIC (Akaike Information Criteria o AIC por sus

siglas en inglés). El valor AIC de cada modelo se obtiene a partir de la ecuacién 10.

AIC =n, .In(SSR) + 2p

ecuacion (10)

Donde n, es el numero de observaciones, p es el numero de pardmetros que utiliza el
modelo estudiado y SSR es la suma de los cuadrados de los residuos obtenidos de la
comparacion entre los valores experimentales y los obtenidos por el modelo [85]. Un menor

valor de AIC indica un mejor ajuste del modelo a los datos experimentales.

8. Analisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el test estadistico test-t de
Student provisto por el software estadistico “R” [86]. En este test, se rechaza la hip6tesis nula
(H,) cuando p (probabilidad) es menor al nivel de significancia escogido como criterio. En esta
tesis se trabajo con un nivel de confianza del 95 %, por lo cual p tiene que ser menor a 0,05. H,
plantea que no hay diferencia significativa entre las poblaciones de datos comparados, por lo
tanto si el valor p es menor a 0,05 se considera que las muestras comparadas son diferentes con

un 95 % de confianza.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis es desarrollar sistemas basados en quitosano

para la liberacion controlada de fluoruro.

Objetivos especificos

¢ Desarrollar microparticulas de quitosano-fluoruro de sodio utilizando la tecnologia
de lecho fluido.

e Caracterizar las microparticulas de quitosano-fluoruro.

e Desarrollar y caracterizar hidrogeles de quitosano-glicerofosfato para la liberacion
controlada de fluoruro de sodio.

e Evaluar los efectos in vivo del efecto del fluoruro de sodio entrampado en los

hidrogeles de quitosano-glicerofosfato.
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Capitulo 1- Microparticulas de Quitosano

1.1 Introduccion

En el desarrollo de este capitulo se describe la metodologia utilizada para la inclusion de
fluoruro de sodio en particulas de CS mediante la tecnologia de lecho fluidizado. Hasta el
momento, no se ha reportado en la bibliografia el empleo del CS como matriz sélida para este
tipo de tecnologia.

Con el objeto de lograr que el material sea fluidificado correctamente, es necesario un
ajuste en las condiciones experimentales previo al procesamiento de materiales
microparticulados. Por esta razdn, en primer lugar se investigaron variables de proceso tales
como la temperatura y caudal de alimentacién de aire, caudal de alimentacién del aspersor y
masa de las microparticulas. Estos parametros deben encontrarse en un rango de valores tales
que permitan la manipulacién de las particulas en un estado estacionario. Luego se estudiaron
diferentes variables de formulacién como tamano de particulas, agregado de dcidos débiles y
recubrimientos, con el fin modificar los perfiles de liberacion del principio activo en estudio.

Las particulas desarrolladas fueron caracterizadas por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier, microscopia éptica y electronica de barrido y andlisis de imagenes.
Ademas, se caracterizo6 la granulometria mediante tamizado y andlisis de imdgenes y los perfiles

de liberacion del principio activo en un medio acuoso.

1.2 Objetivos

Los objetivos planteados en este capitulo de la tesis son los siguientes:

e Elaborar particulas de quitosano para la liberacion de fluoruro de sodio
utilizando la tecnologia de lecho fluido.

e Definir las condiciones de trabajo que permitan procesar el quitosano en el
lecho fluido.

e Realizar recubrimientos poliméricos sobre las particulas de quitosano-
fluoruro de sodio.

e Caracterizar las particulas obtenidas.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Materiales

El CS utilizado en esta etapa fue adquirido en Easter (China) y el NaF de grado analitico
fue adquirido en Ciccarelli. Los polimeros de recubrimiento utilizados fueron
polivinilpirrolidona (PVP, peso molecular: 40000 g/mol) y EUDRAGIT® RS30d, producidos por
BASF y EVONIK, respectivamente. El bromuro de potasio (KBr) de calidad analitica fue
adquirido en Anedra. El agua utilizada en cada etapa fue producida por un sistema de
purificaciéon Milli-Q® (Millipore).

La solucién reguladora de fosfatos (PBS) se prepar¢ disolviendo 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl,
0,2 g de KH,PO, y 1,44 g de Na,HPO,-2H,0 mas agregado de cantidad suficiente de agua para
obtener 1 L de solucién. Todas las sales fueron de grado analitico (Anedra). Los restantes

reactivos empleados en este capitulo fueron de grado analitico.

1.3.1.1 Lecho fluido
Se utilizé6 un equipo de lecho fluido modelo DPL-1 manufacturado por la empresa
ROTECH (China), equipado con un soplador de 3 kW y capacidad de produccién de entre 0,1 y

3 kg por batch (Figura 11).
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Figura 11. Fotografia del equipo de lecho fluidizado
utilizado en esta tesis (modelo DPL1, Rotech, China).

1.3.2 Condiciones del proceso
Los parametros utilizados durante el proceso para elaborar las particulas mediante lecho
fluido se detallan en al Tabla 1. La velocidad de fluidificaciéon minima y la velocidad terminal se
calcularon utilizando las ecuaciones (1) y (3) mencionadas anteriormente. Los datos de
viscosidad y densidad del aire fueron extraidos de la bibliografia [87], mientras que la dispersién
de tamano y densidad del CS fueron determinados experimentalmente en este trabajo como se
detalla mds adelante. Debido a que las particulas de CS presentan una geometria irregular, el

factor de forma (@) fue considerado en su valor mas bajo (0,5).
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Tabla 1. Parametros utilizados para el calculo de las velocidades de
fluidificacién minima y terminal.

Viscosidad del aire (N.s/m?) 1,8.10°
Densidad del aire (kg/m?) 1,184
Tamafio de particulas de CS (um) 50 - 800
Densidad del CS(kg/m3) 1489
Esfericidad de las particulas de CS 0,5

1.3.3 Obtencion de particulas mediante lecho fluido

Con el fin de elaborar las microparticulas de CS para la liberacion de fluoruro se siguieron
diferentes metodologias. En primer lugar se estudi6 la inclusion de NaF en particulas de CS sin
tratamiento previo (CS-f). Luego, y con el fin de incrementar la interaccion electrostatica entre
el CS y el API, se incorpord un acido débil (acido acético) en la formulacién de las particulas en
una concentraciéon de 10 o 15 % p/p (AA10 y AA15 respectivamente). Ademas, se estudid el
efecto de la segmentacion por diametro del CS antes de la incorporacién del API. Por tamizado
se obtuvieron tres poblaciones de tamafio, entre 0 y 74 um, 74 y 177 ym y 177 y 297 um
(particulas A, By C respectivamente).

Por ultimo, en particulas desarrolladas en etapas anteriores, se aplicaron diferentes niveles
de recubrimientos de PVP (CS2PVP, CS4PVP y CS6PVP con 2, 4 y6% p/p de PVP
respectivamente) y EUDRAGIT® RS (EUD4, EUD8 y EUDI12 con 4, 8 y 12% p/p de
EUDRAGIT® RS) utilizando la tecnologia de lecho fluidizado. Ademas se recubrieron particulas
por inmersién en una solucion de EUDRAGIT® RS durante 1 min (Eud-1min) y 2 min (Eud-

2min).

1.3.3.1 Inclusion de NaF mediante la tecnologia de lecho
fluidizado
Las particulas de CS conteniendo NaF (CS-f) se obtuvieron mediante la aspersion de una

solucion de NaF sobre una masa de particulas fluidificadas. Las condiciones para la inclusion del

API se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones experimentales utilizadas para la elaboracion de
las particulas CS-f.

Particulas CS-f

Masa de CS (g) 150

Tiempo de calentamiento (min) 10
Temperatura de aire de entrada (°C) 90

Caudal de alimentacion de liquido al aspersor (g/min) 8
Presién de aire en el aspersor (MPa) 0,14

Concentracién de NaF en solucion aspersada (% p/p) 1
Volumen de solucién aspersada (mL) 150
Tiempo de secado (min) 10

1.3.3.2 Elaboracion de particulas con diferente concentracion

de dacido acético

Se elaboraron particulas de CS con NaF con diferentes concentraciones de acido acético
mediante dos procesos consecutivos. En el primero se incluy¢ el fluoruro en las particulas de CS
como se describi6 previamente. Luego se dispersaron sobre las muestras soluciones acuosas con
dos concentraciones diferentes de acido acético: 10% (AA10) y 15 % p/p (AA15). Los
parametros de proceso fueron los mismos que los utilizados en la inclusién de NaF (Tabla 1), las

condiciones experimentales para esta segunda etapa se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones experimentales utilizadas para elaboracion de las particulas AA10 y AA15.

Pardmetro Particulas AA10 Particulas AA15

Masa de particulas (g) 150 150

Tiempo de calentamiento (min) 10 10
Temperatura de aire de entrada (°C) 90 90

Caudal de alimentacion de liquido al aspersor (g/min) 8 8
Presion de aire en el aspersor (MPa) 0,14 0,14
Concentracion de 4ac. acético en solucion aspersada (% p/p) 10 15
Masa de solucion aspersada (g) 150 150

Tiempo de secado (min) 10 10

1.3.3.3 Obtencion de particulas de CS y fluoruro a partir de

diferentes granulometrias de CS
Con el fin de estudiar la influencia del tamafio del CS en la elaboracién y en los perfiles de

liberacion de las particulas obtenidas, se efectu6 una separacion de tamano por tamizado del CS
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utilizando mallas con una luz de 74, 177 y 297 pm obteniéndose 3 poblaciones diferentes: A
(particulas que pasaron la malla de 74 um), B (particulas retenidas entre las mallas de 74 um y
177 um) y C (particulas retenidas entre las mallas de 177 um y 297 um). Luego, a cada una de
éstas se le aplicé una solucién acuosa de fluoruro mediante la tecnologia de lecho fluido. Las

condiciones de proceso utilizadas se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros de proceso utilizados para elaborar las particulas de CS-NaF separadas en

tres

poblaciones de tamaiio: particulas A (>74 um), particulas B (entre 74 pym y 177 um) y particulas C (entre

177 pmy 297 um).
Pardmetro Particulas A Particulas B Particulas C
Tamafio de particulas (um) 0-74 74 -177 177 - 297
Masa de particulas (g) 200 200 200
Tiempo de calentamiento (min) 10 10 10
Temperatura de aire de entrada (°C) 90 90 90
Caudal de alimentacion de liquido al aspersor (g/min) 4 8 8
Presion de aire en el aspersor (MPa) 0,14 0,14 0,14
Concentracion de fluoruro de sodio (% p/p) 1 1 1
Volumen de solucién aspersada (g) 180 200 200
Tiempo de secado (min) 10 10 10

1.3.3.4 Recubrimientos sobre particulas de C-f

1.3.3.4.1 Recubrimiento con PVP

El recubrimiento de PVP se aplicd sobre particulas C-f mediante la aspersion de una
solucién acuosa de 10% p/p de PVP k17 utilizando la tecnologia de lecho fluido. El
procedimiento es similar al utilizado en las etapas anteriores. Una determinada cantidad de
particulas C-f fueron fluidificadas y se mantuvieron en este estado durante 10 minutos hasta que
el equipo llegue a la temperatura de proceso, luego se activa el aspersor y se dispensd la solucién
del polimero. Se tomaron muestras de 10 g de particulas luego de haberse agregado 30 y 60 ml
de la soluciéon de recubrimiento, obteniéndose niveles de recubrimiento de 2 y 4%
respectivamente. Finalmente se detuvo la alimentacién de la solucién de recubrimiento cuando
la masa tedrica de PVP alcanzé un nivel del 6 % (90 ml de la solucidén). Las condiciones

utilizadas para elaborar las particulas recubiertas con PVP se detallan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de proceso para el recubrimiento con PVP de las particulas

de C-f.
Particulas C-f-PvP
Masa de C-f (g) 150
Tiempo de calentamiento (min) 10
Temperatura de aire de entrada (°C) 100
Caudal de alimentacién de liquido al aspersor (g/min) 4
Presion de aire en el aspersor (MPa) 0,14
Concentracion de PVP en solucidn aspersada (% p/p) 10
Masa de solucion aspersada (g) 90
Tiempo de secado (min) 10

1.3.3.4.2 Recubrimiento con EUDRAGIT® RS30D
Se estudi6 el proceso de aplicacién de un recubrimiento insoluble en agua como el
EUDRAGIT® RS30D sobre particulas C-f. Este recubrimiento se aplico utilizando dos técnicas

diferentes: tecnologia de lecho fluidizado y recubrimiento por inmersion.

1.3.3.4.2.1 Recubrimiento por lecho fluido

Para llevar a cabo el recubrimiento de EUDRAGIT® RS30D a las particulas C-f, se

disperso sobre un lecho de particulas una solucién con el polimero de recubrimiento cuya
formulacion se indica en la Tabla 6. La composicion de esta solucién se formul6 en base al
trabajo de Kaur y col. (2009)[31]. Los tres componentes principales fueron:
e DPolimero de recubrimiento: soluciéon acuosa de polimetilmetacrilato al 30 % p/p
(EUDRAGIT® RS30D).
¢ Plastificante: se incorpora en la formulacion con el fin de aumentar la flexibilidad del
recubrimiento y mejorar la coalescencia de las gotas del polimero en la superficie de la
particula [88].
e Anti-adherente: cumple la funcién de evitar la formacion de aglomerados durante el

proceso de recubrimiento y durante el almacenamiento de las particulas.
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Tabla 6. Formulacion del recubrimiento con EUDRAGIT® RS.

Componente % (p/b)
Polimero de recubrimiento EUDRAGIT® RS30D 33,3
Plastificante Metilparabeno 2,0
Anti-adherente Talco 5,0
Solvente Agua 59,7

Al igual que cuando se realizé el recubrimiento con PVP, se tomaron muestras a

diferentes periodos de tiempo con el fin de obtener particulas con tres niveles tedricos de

recubrimiento: 4 % (EUD4), 8 % (EUDS8) y 12% (EUD12) de masa seca de EUDRAGIT® RS con

respecto a la masa inicial de particulas. Los pardmetros seleccionados para llevar a cabo el

recubrimiento se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros del proceso de aplicacion del recubrimiento con EUDRAGIT*” RS.

Pardmetro Particulas EUD12
Masa de CS-f (g) 160
Tiempo de calentamiento (min) 10
Temperatura de aire de entrada (°C) 130
Caudal de alimentacion de liquido al aspersor (g/min) 2
Presion de aire en el aspersor (MPa) 0,14
Masa de solucion aspersada (g) 193
Tiempo de secado (min) 10

La mayoria de los valores fueron similares a los escogidos en los procesos anteriores, sin

embargo la temperatura del aire de entrada al equipo fue superior (130 °C) y el caudal de la

solucion de recubrimiento en el aspersor fue menor debido a que se prioriz6 el secado rapido de

las particulas para evitar la formacion de aglomerados.

Posteriormente y con el fin de lograr un recubrimiento homogéneo se realizé un curado

en las particulas recubiertas. Este proceso consistio en someter a las particulas a condiciones

determinadas de humedad y temperatura durante un periodo fijo de tiempo para lograr la

coalescencia del polimero que forma el recubrimiento. El curado se realizé a una temperatura de

40 °C con una humedad relativa del 50 % durante 24 h siguiendo lo propuesto por Kaur y col.

(2009) [31].
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1.3.3.4.2.2 Recubrimiento por inmersion

Existen varios articulos que proponen como metodologia para la realizacion de
recubrimientos la inmersion de particulas en la solucién del polimero [89-92]. En este trabajo se
utilizé esta técnica como método alternativo para la aplicacion de EUDRAGIT® en las
particulas C-f. Con el fin de obtener distintas concentraciones de recubrimiento, 1 g de
particulas C-f fueron sumergidas durante 1 min (Eud-1min) o 2 min (Eud-2min) en una
solucion con las mismas caracteristicas que las utilizadas para realizar los recubrimientos en el
lecho fluidizado. Luego se recuperaron por filtrado en una malla de acero inoxidable y
finalmente se secaron por liofilizacién. Se emplearon tiempos de recubrimientos cortos para

evitar la difusion del fluoruro a la soluciéon del polimero.

1.3.4 Caracterizacion de las particulas

1.3.4.1 Calculo de rendimiento de proceso y eficiencia de

entrampamiento del NaF

El rendimiento de proceso fue calculado dividiendo la masa seca de particulas obtenidas
luego de finalizado el proceso sobre la sumatoria de masa de CS utilizado y de los compuestos
agregados en base seca (dcido acético, NaF, etc.) multiplicado por 100.

La eficiencia de entrampamiento del principio activo de las distintas particulas se calculd
dividiendo el contenido del NaF en las particulas sobre la masa agregada y luego multiplicando
el resultado por 100. Para determinar el contenido total de NaF, 200 mg de particulas fueron
sumergidas en agua durante 48 horas, tras lo que se calculd la masa del fluoruro mediante

potenciometria directa, como se detalla a continuacion.

1.3.4.1.1 Determinacion de la concentracion de fluoruro

La concentracién de fluoruro fue medida por potenciometria directa utilizando un electrodo
ion-selectivo ORION 94-09 y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (plata/cloruro de plata)
conectados a un convertidor analégico-digital. Antes de cada determinacion se realiz6 una curva

de calibrado de 5 puntos en el rango de 1,0 a 100,0 ppm (1,0; 5,0; 10,0; 50 y 100 ppm).
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Las muestras se mezclaron con un solucién amortiguadora de 2 M dcido acéticoy 2 M de
acetato de sodio para ajustar el pH a 5,5 y la fuerza ionica [93]. La proporcién muestra:solucion

amortiguadora fue 10:1.

1.3.4.2 Determinacion del contenido de materia seca

La determinacion del contenido de materia seca de las particulas se realizdo mediante la
eliminacion del agua contenida por liofilizaciéon. Para esto las muestras a analizar fueron
congeladas durante 24 h en un freezer a -80 °C y luego secadas durante 24 h utilizando un
liofilizador Telstar-Cryodos -80. La fraccion de materia seca se determin6 por diferencia de
masa entre las particulas secas y humedas (todas las determinaciones se realizaron por

triplicado).

1.3.4.3 Dispersion de tamafios

La caracterizacion granulométrica se realizéo mediante dos metodologias distintas segun la
distribucion de tamanos. En aquellas muestras donde se esperaba una amplia dispersion de
tamafios, la determinacion se realizd6 por tamizado, mientras que cuando se esperaban
distribuciones de tamafo angostas se optd por evaluar la granulometria por analisis digital de
imagenes. En el primer método, las muestras fueron sometidas a movimiento oscilatorio sobre
una malla con un tamafio de poro definido, quedando retenidas aquellas particulas cuyo tamafio
fue mayor al didmetro del poro. En esta determinacion se utiliz6 un tamizador Fritzch con
tamices Zonytest de diversos tamafios de malla, dispuestos en orden decreciente segin su
tamano de poro. Las muestras fueron procesadas durante 15 minutos [94]. Luego cada
poblacion obtenida fue pesada para determinar la proporcién masica respecto del total.

Para la determinacién de la granulometria por analisis de imagen, se tomaron fotografias
de las particulas utilizando un microscopio dptico LEICA DM2500 con camara digital acoplada
LEICA DFC 290 HD. Las imagenes obtenidas fueron procesadas mediante el software Image]
1.60. El tamano de particulas fue calculado como el promedio entre el didmetro menor y mayor

de cada particula [95].
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1.3.4.4 Calculo de la densidad de particulas

La densidad aparente de las particulas de CS fue determinada por picnometria. Para esto,
en un matraz aforado de 10 ml se colocé una alicuota de CS y luego se enrasd con
diclorometano. Se registré la masa del CS y el liquido agregado. Conociendo la densidad del

solvente se pudo calcular el volumen ocupado por el CSy la densidad de las particulas.

1.3.4.5 Espectroscopia infrarroja

Se estudiaron los espectros de absorcion infrarroja de los componentes utilizados en el
desarrollo y de las particulas obtenidas mediante un espectrometro de marca Shimadzu modelo
FTIR-8201PC. Se utilizé el método de discos de KBr para el cual se mezclaron 2 mg del analito
(previamente liofilizado durante 24 h) con 100 mg de KBr. Luego una alicuota de la mezcla fue
prensada para formar un disco. Los espectros se obtuvieron escaneando el rango de 4000 cm™'

hasta 400 cm™.

1.3.4.6 Microscopia electronica de barrido
Con el fin de determinar las caracteristicas morfoldgicas de superficie de las particulas,
éstas fueron analizadas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés Scanning
Electron Microscope). Se utilizaron dos instrumentos diferentes:

- JEOL, modelo JSM-35C perteneciente al servicio centralizado de grandes instrumentos
(SECEGRIN - UAT - CCT Santa Fe - CONICET). Las particulas se colocaron en un
portamuestra de metal y se recubrieron con oro por pulverizacion catddica atmosférica
de argon (SPI Supplies, 12157-AX) en dos sesiones de 40 s cada una a 15 mA. Las
micrografias fueron obtenidas con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

- Phenom ProX equipado con un software Phenom ProSuite. Las observaciones se
realizaron bajo el modo de imagenes de electrones retrodispersados utilizando una
tension de aceleracion de 15,0 kV. Por otro lado, este equipo permite realizar un analisis
elemental puntual por EDS (Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy) con un detector por

deriva de silicio. Las muestras observadas no necesitaron tratamiento previo.
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1.3.5 Ensayos de liberacion in vitro
Para llevar a cabo los ensayos de liberaciéon de NaF, 200 mg de las particulas fueron
sumergidas en 25 ml de un medio tampdn fosfato salino (PBS) a pH 7,4 termostatizado a 37 °C
en un agitador orbital a 100 rpm. Se tomaron muestras de 1 mL a diferentes intervalos de
tiempo con reemplazo del mismo volumen de medio fresco. La concentracién de fluoruro fue
determinada mediante potenciometria directa como se describi6 previamente

(seccidon 1.3.4.1.1). Se representd la masa de NaF liberada acumulada en funcién del tiempo (t).
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1.4 Resultados y conclusiones

1.4.1 Determinacion de las condiciones del proceso
Teniendo en cuenta los valores de la viscosidad y densidad del aire y propiedades del CS
detalladas en la Tabla 1 y las ecuaciones (1) y (3), se calcularon U,y U, (velocidad de
fluidificacién minima y velocidad de aire terminal respectivamente) tedricas para un rango de
tamanos de CS de 50 a 800 pm. La Figura 12 muestra las U,y U, simuladas en funcién del

tamarfio de la particula.
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Figura 12. Curvas de velocidad de fluidificacion minima (U,) (linea
punteada) y velocidad terminal (U,) (linea continua) para particulas de CS.

El equipo de lecho fluido utilizado posee una geometria tronco-conica (Figura 13.a),
donde la base tiene un didmetro de 17 cm y la parte superior del equipo un diametro de 30 cm,
por lo cual a un caudal constante de aire, la velocidad varia en las distintas regiones del equipo.
Es por esto que es necesario encontrar las condiciones de trabajo en las cuales la mayoria de las
particulas se encuentren en un régimen fluidificado en la base del equipo y que, por otro lado,
en la parte superior se reduzca la posibilidad de que existan particulas que se encuentren en
régimen de transporte neumdtico. Tal condicién se cumple con un Q.= 15m’/h, donde la

velocidad en la parte inferior del lecho es 0,18 m/s y en la parte superior es 0,05 m/s. La Figura
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13.b muestra la curva con los datos obtenidos experimentalmente cuando se fluidificaron 200 g

de una muestra de CS sin tamizar. Se observa que el punto de inflexion de la curva de diferencia

de presién en funcién de caudal del aire es a 17 m’/h, dato que concuerda con el valor calculado

numéricamente.
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Figura 13. Esquema del lecho fluidizado utilizado en esta tesis (a). Curva experimental de
diferencia de presiones en funcion del caudal de aire aplicado para particulas de CS (b).

Otros parametros como la temperatura del aire de entrada, la presion de aire del aspersor
y caudal de los fluidos que se dispensan sobre las particulas fueron determinados mediante
ensayos previos realizados en nuestro laboratorio, priorizando trabajar en una regiéon que
minimice fenémenos como el overwetting (presencia excesiva de humedad en el lecho, debido a
un elevado caudal de liquido en el aspersor o al secado poco eficiente).

También cabe aclarar que durante el procesamiento de las particulas es necesario realizar
ajustes en el caudal del aire debido a que la incorporacién de agua y el potencial incremento del

tamano de las particulas modifican las condiciones iniciales.

1.4.2 Obtencion de las particulas de CS-f

Las particulas de CS-NaF (CS-f) se obtuvieron como se detall6 en la secciéon 1.3.2,
utilizando las condiciones de proceso de la Tabla 1.

En este sentido, Wan y col. (1992) [96] estudiaron diferentes métodos para elaborar

microparticulas en equipos de lecho fluidizado con una baja concentracion de APIs. Entre todas
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las alternativas estudiadas concluyeron que el movimiento aleatorio de las particulas en el lecho
fluido podria causar segregacion de la droga si ésta es incluida de forma sélida junto con los
demas componentes de la formulacién y que se logra una distribucién mas homogénea si el
principio activo se agrega en una solucién mediante un aspersor [97]. Por este motivo se decidid
que el agregado del API a las particulas de CS sea en forma de solucién acuosa mediante

aspersion.

1.4.3 Efecto de la incorporacion de dcido acético en las

particulas de CS-f

El CS presenta un gran numero de grupo aminos primarios, por lo cual puede
considerarse una base débil. En un medio dcido, el par de electrones desapareados del grupo
amino de las unidades de glucosamina llevan a cabo el rol de aceptor de protones, por lo cual
adquieren una carga positiva [98]. Por otro lado, el fluor es el elemento mas electronegativo en
la escala de Pauling (4,0) y en soluciones acuosas forma el i6n fluoruro. En esta seccion se
estudio también el efecto de la posible interaccion electrostatica entre el CS y el ion fluoruro
incorporando un 10 y un 15 % de acido acético en las particulas CS-f (AA10 y AAI15
respectivamente).

Al igual que lo observado cuando se elaboraron las particulas CS-f no se observé la
formacién de grandes aglomerados ni una pérdida de masa significante, por lo cual puede

sostenerse que las condiciones de proceso escogidas fueron correctas.

1.4.4 Particulas CS-f, AA10 y AA15

1.4.4.1 Caracterizacion del proceso

Los parametros mas relevantes para evaluar el desempefio del proceso de manipulacién
son el rendimiento general del proceso, la eficiencia de entrampamiento y el contenido de
materia seca final de las particulas. Se calcularon estos parametros para las particulas CS-f,
AA10 y AA15 (Tabla 8). A fines comparativos se incorpord también el dato de materia seca del
CS. El rendimiento general del proceso considera la masa seca total recuperada después del
proceso con respecto a la masa seca de los productos utilizados. En todos los casos el

rendimiento fue mayor al 79 % indicando una alta recuperacion. La pérdida de masa puede
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deberse a varios factores, pero el mayor efecto se corresponde a particulas que quedan retenidas
en el filtro que se encuentra en la parte superior del equipo. Estas particulas, debido a su
pequeno tamano, se encuentran en el régimen de arrastre neumatico. La fraccion de particulas
retenidas en el filtro fue determinada y en todos los casos fueron alrededor del 10 %. Como
durante el proceso se agrega agua continuamente, algunas particulas quedan adheridas a la

superficie interior del lecho, explicando otra de las fuentes de pérdida de material.

Tabla 8. Eficiencia del proceso de produccion y contenido de humedad de CS-f, AA10y AA15 (n=3).

Pardmetro CS CSsf AA10 AA15

Rendimiento general del proceso (%) - 79,96 85,81 85,66
Eficiencia de entrampamiento (%) - 83,72 + 3,88 86,4 +1,10 84,32 +1,16
Contenido materia seca (%) 91,30 +4,42 95,63 +2,64 94,28 +3,77 96,64 +4,32

La eficiencia de entrampamiento es la relacion entre la masa total del principio activo
entrampado (calculado a partir de medir la concentracién de fluoruro en una alicuota de las
particulas) sobre la masa teérica de fluoruro dispensada. Como se observa en la Tabla 8, la
eficiencia de entrampamiento es alta, en todos los casos fue mayor al 83 %. La pérdida del
principio activo puede atribuirse a las mismas causas que generan la pérdida de masa en el

proceso.

1.4.4.2 Distribucion de tamario de las particulas

Luego de haberse elaborado las particulas en el lecho, se caracterizd el tamafio por
tamizado utilizandose tamices n° 200 (74 um), 60 (250 um), 35 (500 pm) y 18 (1000 ym), y a
continuacion se determind la masa de particulas recuperada en cada tamiz y se calcul6 la
distribuciéon de tamafio acumulado para el biopolimero sin procesar y para cada una de las
particulas elaboradas.

La Figura 14 muestra los resultados de dispersion de tamafio obtenidos. En las curvas se
observa que las particulas de CS (CS) tienen un tamafio mas pequefo (estan mas a la izquierda),
mientras que las particulas procesadas en el lecho fluido poseen un tamafo mayor que las
particulas sin procesar. Por otro lado, se observa que hay un corrimiento de las curvas hacia la
derecha, es decir un incremento en el didmetro de las particulas y un aumento de la dispersion a
medida que aumenta la concentraciéon de acido en las particulas. Esto puede atribuirse a que el

CS, al entrar en contacto con las soluciones dcidas dispensadas tiende a disolverse, generando un
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gel en la superficie de las particulas, que luego, al impactar entre ellas tienden a quedar unidas, lo
que conlleva a la formacién granulos de mayor tamafo. Estas uniones se consolidan cuando las

particulas se secan.
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Figura 14. Distribucion del tamaiio de particulas de CS (CS),
CS-f, AA10y AALS.

1.4.4.3 Anadlisis de espectroscopia infrarroja

Se estudiaron los espectros de absorcion infrarrojo de CS, las particulas CS-f y AA15.
Ademas se obtuvieron también los espectros de las particulas CS-f luego de ser incubadas en
agua durante 24 h (post-CS-f) (Figura 15).

El CS presenta una banda de absorcién en el rango comprendido entre 3600 y 3100 cm ™,
la cual es resultado del solapamiento de las bandas de absorcién correspondientes a los
estiramientos de los grupos ~-OH y -NH. En la regién entre 2800 y 3000 cm™' se observa la
presencia de un pico asimétrico que se debe al estiramiento de los grupos alifaticos -CH, y —-CHj,
del anillo piranosa del CS [39]. En la regién comprendida entre 1750 y 1500 cm™ se observan dos
bandas de absorcion. El pico que se encuentra a 1651 cm™ es asignado al grupo C=0 del grupo
acetilo de las unidades remanentes N-acetil-glucosamina, mientras que el pico a 1597 cm™ se
debe al grupo NH,. En la zona comprendida entre 1500 y 1200 cm™ se encuentran las bandas de
absorcidn pertenecientes a oscilaciones caracteristicas del grupo O-H vy las flexiones C-H de los

grupos CH, (1422 y 1330 cm™) y los estiramientos del enlace C-O del grupo alcohol primario
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CH,-OH (1380 cm™). Ademds se observan los picos de absorcion debido al estiramiento
asimétrico C-O-C (1158 cm™') y el pico relacionado a el estiramiento C-O (1083 cm™) [11, 12].

En las particulas compuestas por CS, acido acético y fluoruro de sodio (AA15) se
observan también la mayoria de las regiones de absorcidn caracteristicas del CS, sin embargo el
pico relacionado al grupo amino presente en 1597 cm™ estd desplazado hacia la derecha (1531
cm’'), probablemente debido al efecto inductivo relacionado a la protonacién de este grupo (el
hidrogenién acttia como un aceptor de electrones).

Se ha reportado que la interaccién electrostatica entre el CS y el fluoruro se puede
observar estudiando los picos de absorcidon del grupo amino del biopolimero [99-102]. Se
observa una disminucion relativa de la intensidad en las bandas de absorcién correspondiente al
NH, en el espectro correspondiente a CS-f si se compara con CS y post-CS-f, por lo cual puede

suponerse que esta interaccion estd presente.
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Figura 15. Espectros de FTIR de CS (CS), CS-f, las particulas CS-f
luego de haber sido expuestas a agua destilada (post-CS-f) y las
particulas con mayor contenido de acido acético (AA15).

1.4.4.4 Ensayo de liberacién de fluoruro

Con el fin de estudiar la cinética de liberacion del NaF a partir de las particulas
desarrolladas (CS-f, AA10 y AA15) se realizaron ensayos de liberaciéon en medio PBS pH 7,4
termostatizado a 37 °C y agitado a 100 rpm. Se tomaron muestras a diferentes tiempos y el
contenido de fluoruro se determiné con un método potenciométrico utilizando un electrodo ion
selectivo para fluoruro. Se grafico el porcentaje de fluoruro acumulado (%) en funcion del

tiempo (t) (Figura 16).
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En los tres casos se observd un marcado efecto burst (liberaciéon muy rapida) en los

primeros 15 min luego de los cuales se liberé mas del 80 % de la carga del principio activo

(Figura 16.a). En las particulas que no fueron tratadas con acido acético (CS-f) la totalidad del

fluoruro fue liberado en los primeros 15 minutos. En contraste, en AA10 y AA15 este valor

estuvo comprendido entre el 83 % y el 88 %, aumentando lentamente hasta alcanzar el 100%

antes de las 4 h de ensayo. Si bien se observaron diferencias entre los perfiles obtenidos para las

particulas elaboradas, las mismas no lograron una liberacién sostenida por varias horas, lo cual

es deseable para este tipo de sistemas.
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Figura 16. Curvas de liberacion de fluoruro de las particulas CS-f, AAI0y AA15 (a) y de cada
una separadas en tres poblaciones de tamaiio (b, cy d).

Alternativamente se estudié el perfil de liberacion de fluoruro en 3 poblaciones de

tamanos de CS-f, AA10y AA15 (75-250 um, 250-500 pm y 500-1000 um). En la Figura 16.b, c y

d se muestran los resultados obtenidos para cada poblacion de tamaro estudiada de cada una de

las particulas desarrolladas. En todos los casos se observo que mas del 75 % del principio activo

presente en las particulas se liberd antes de los primeros 15 min de ensayo.
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En las particulas CS-f y AA15 se observo que las poblaciones de mayor tamafo mostraron
una liberacion levemente superior en los primeros 15 min en comparacion con las particulas de
menor tamano. Este fendmeno no se presentd en las particulas con un contenido inferior de
acido acético (AA10). Luego de transcurridos 30 min de comenzado el ensayo todas las
particulas liberaron mas del 90 % del API incluido.

La cantidad de fluoruro en cada una de las poblaciones coincidié con los valores
obtenidos para las particulas sin separar por tamano, por cual puede suponerse una distribucion

homogénea del principio activo.

1.4.5 Efecto de la distribucion de tamario del CS

Teniendo en cuenta que hay indicios que indican que el tamafo de particulas puede tener
influencia en la velocidad de liberacion del principio activo, se decidié realizar un pre-
procesamiento al CS utilizado como materia prima. Se efectu6 una separacion de tamaiio por
tamizado utilizando mallas con una luz de 74, 177 y 297 pum para obtener 3 poblaciones
diferentes: A (particulas que pasaron la malla de 74 um), B (particulas retenidas entre las mallas
de 74 um y 177 pm) y C (particulas retenidas entre las mallas de 177 um y 297 um)'. Ademas,
teniendo en cuenta que la inclusiéon de acido acético no mostrd tener un marcado efecto en la
liberacion del API, se decidié no incluirlo en la formulacion de estas particulas.

Las particulas de menor tamano presentaron una buena fluidificacién, sin embargo
cuando se comenzd la aspersion de la solucién con fluoruro se observd la presencia de
aglomerados de gran tamafo cuyo didmetro aumentaba rdpidamente (overwetting), por lo cual
se suspendio la adicidn del principio activo y se continué con el proceso de fluidificacién para
disminuir el contenido de humedad en el lecho. Luego de unos minutos se reinicié la aspersion
pero con un menor caudal de alimentacién de la solucién (4 g/min) y se increment6 la
temperatura del aire de entrada para acelerar el secado. De todos modos, el overwetting se siguid
presentando y aunque se alternaron etapas de secado y adicion del principio activo, las
particulas finales obtenidas presentaron grandes aglomerados. Estos resultados, como se discute

mas adelante en este capitulo, pueden estar relacionados al tamaifio reducido de estas particulas

' Se optd por esta seleccion de tamafios considerando la granulometria del CS y el set de tamices
disponibles en nuestro laboratorio.
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[103]. Las particulas de mayor tamano (B y C) presentaron una buena fluidificacion y pudieron

ser procesadas sin inconvenientes.

1.4.5.1 Caracterizacion de las particulas

1.4.5.1.1 Rendimiento del proceso

Se calcularon los parametros que determinan el rendimiento del proceso (Tabla 9). Como
se detalld anteriormente las particulas de menor tamafio presentaron dificultades en su
procesamiento, de todos modos se calcul6 la humedad y el rendimiento general. Se observé que
el contenido de agua de estas particulas fue superior al obtenido para los otros dos casos y que el
rendimiento general fue muy bajo (65,21 %). Se ha reportado que las particulas menores a
100 um presentan diversas complicaciones al ser procesadas con este tipo de tecnologia debido,
por ejemplo, a que existe una mayor tendencia a la adhesién al ser humectadas, lo cual genera
no solo la formacion de aglomeraciones de gran tamario, sino también la pérdida de masa por
adhesion a las paredes del equipo y a los filtros [104]. Por otro lado, la formacién de estos
grandes aglomerados dificulta la transferencia de materia entre las particulas y el aire de
fluidificacion por lo cual el proceso de secado se vuelve ineficiente. La bibliogratia indica que
para disminuir la velocidad de crecimiento de las particulas se debe aumentar la temperatura de
entrada del aire, reducir el caudal de adicion de liquido al lecho o aumentar el caudal de aire
[46,105]. Las 3 alternativas fueron evaluadas pero en todos los casos se observo que el lecho
colapso.

Las particulas B y C pudieron ser procesadas sin ningun inconveniente y presentaron

rendimientos similares a los obtenidos en las instancias anteriores de este trabajo.

Tabla 9. Eficiencia del proceso de produccion y contenido de humedad de las
particulas A, By C (n=3).

Pardametro Particulas A Particulas B Particulas C
Rendimiento general (%) 65,21 90,94 98,31
Eficiencia de entrampamiento (%) - 83,46 + 3,09 82,6 +2,51
Contenido materia seca (%) 85,21 +2,11 92,84 +0,07 91,32 +1,57

1.4.5.1.2 Distribucidon de tamario de las particulas

El estudio de distribucidon de tamanos para estas muestras se realizd mediante el analisis

de imagenes obtenidas por microscopia Optica. Se opté por este método debido a que estas
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particulas habian sido tamizadas antes de procesarse en el lecho fluido, por lo cual era esperable
una dispersion de tamafios angosta. En la Figura 17.a se muestran los resultados obtenidos en
este analisis. Las particulas de menor tamano fueron analizadas solo antes de la inclusion del
principio activo debido a los inconvenientes ocurridos durante su procesamiento. En las curvas
obtenidas para las particulas de tamafio medio antes (B) y después de la inclusion del API (B-f),
se denota un leve corrimiento de la distribucién de tamafios de B-f hacia la derecha, es decir
aumenta el tamafno de las particulas. En el caso de las particulas C, se observd que el
procesamiento no generd grandes diferencias en la distribucion de tamanos.

En las particulas B la proporcién de particulas de un tamafio menor a 100 pm es muy
superior a la misma poblacion en las particulas B-f, esto puede atribuirse a que la velocidad
terminal minima es inferior en particulas pequefias, por lo cual durante el proceso de
fluidificacion parte de las particulas son desplazadas a hacia los filtros del equipo. Este efecto
también puede verse reflejado en que el rendimiento de las particulas C (poseen una menor
proporcion de particulas inferiores a 100 pm) fue sensiblemente superior a las otras dos

poblaciones ensayadas.
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Figura 17. Distribucion de tamaiio de las particulas A, B y C (a). Curvas de
liberacion de B-fy C-f. (b).

1.4.5.2 Ensayo de liberacion de fluoruro
El estudio de liberacion del API a partir de las particulas desarrolladas en esta etapa se
llevo a cabo en las mismas condiciones que cuando se analizaron las particulas sin previa
separacion. Fueron evaluadas solamente las particulas B-f y C-f'y se observo que en ambos casos

se repite el efecto de una liberacion rapida en los primeros minutos de ensayo Figura 17.b. Las
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particulas C-f presentaron una liberacibn menor que B-f en los primeros 15 min
(67,67 + 3,23 % vs 73,55 + 2,30 %), aunque no existen diferencias significativas (p>0,05; t-test);

luego de ese periodo los perfiles de liberacién obtenidos fueron similares.

1.4.5.1.3 Microscopia electronica de barrido

Se obtuvieron micrografias del CS sin tratamiento, de C-f y de C-f (post-CS-f) después de
haber sido expuesto a un medio acuoso por 24 h (Figura 18) mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM). La Figura 18.a muestra que antes de recibir cualquier tratamiento, las
particulas de CS presentan una superficie lisa e irregular. Ademas se puede observar la presencia
de particulas mas pequenas (aproximadamente 1 um de didmetro) adheridas a la superficie. Las
particulas C-f (Figura 18.b) muestran un tamafo similar a las de CS y en su superficie se
observan cristales de un tamano de aproximadamente 10 pm (Figura 18.c). Estos cristales al ser
analizados por EDS mostraron tener un alto contenido de fluoruro, por lo cual pueden
atribuirse al fluoruro de sodio. Estas estructuras no se encuentran presentes en las particulas que
fueron incubadas por 24 h en agua destilada (Figura 18.d), por lo cual puede suponerse que los
cristales presentes en la superficie se disuelven en el medio acuoso (esperable para este principio
activo). Por otro lado, el polvo detectado en la superficie de CS no fue observado en ninguna de
las otras imdgenes, probablemente porque al ser tratado en el lecho fluidizado esas pequenas

particulas fueron desprendidas y retenidas en los filtros del equipo.
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Figura 18. Micrografias obtenidas por SEM de: CS (a); C-f (b y ¢) y C-f después de haber sido
expuestas a un medio acuoso por 24 h(d).

Analizando el conjunto de los resultados obtenidos hasta este punto, se puede establecer
que la inclusién del fluoruro en particulas de CS utilizando la tecnologia de lecho fluidizado, en
todos los casos, present6 una liberacion rapida del principio activo. Sin embargo, se observo que
este efecto se ve disminuido en parte por el pre-procesamiento del CS.

Cuando el CS fue procesado sin una separacion de tamanos previa se obtuvo una
liberacion superior al 80 % en los primeros 15 min. El andlisis FTIR manifiesta indicios de la
existencia de una interaccién electrostdtica entre el ion fluoruro y el grupo amino del

biopolimero, de todos modos ésta no disminuye la liberacién del API significativamente.
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Ademas, la adicion de acido acético tampoco exhibi6 un efecto sobre la cinética de liberacion en
el rango de tiempos evaluados.

Los resultados muestran que al realizar una separacion por tamanos del CS antes del
procesamiento en el lecho fluido se pudo realizar un ajuste mas preciso de las condiciones
experimentales. A su vez, los ensayos de liberacion del principio activo indican que en las dos
poblaciones de tamafios estudiadas se obtuvieron valores muy inferiores de liberacién en los
primeros 15 min de ensayo si se comparan con los obtenidos cuando el CS no fue pre-tratado.

También se observd que aumentaba el rendimiento del proceso con el incremento del
tamano de las particulas y que cuando el tamafo era inferior a 74 pm fueron muy dificiles de
procesar. En el trabajo “Types of gas fluidization”, Geldart (1973) propuso una clasificacion en 4
grupos segin el comportamiento de las particulas cuando son fluidificadas en un medio
gaseoso, basandose solamente en dos parametros: tamano de particula y la diferencia de
densidad entre la particula y el gas [103]. La Figura 19 muestra como se conforman los grupos
segln estos parametros. Las particulas que pertenecen a los grupos A y B poseen las mejores
condiciones para ser fluidificados, obteniéndose lechos con buena agitacion y transferencia de
energia. Las particulas del grupo D, debido a su alta densidad o gran tamafo generan lechos con
baja mezcla y grandes burbujas de aire. Las particulas del grupo C son las que presentan el
menor tamafio y es complejo lograr una fluidificacién estable debido a la alta influencia de las
fuerzas interparticulas.

En la Figura 19 se detalla también dentro de qué grupo se clasifican las particulas de CS
separadas en las tres poblaciones de tamanos elegidas en nuestro trabajo. Las particulas con una
granulometria comprendida entre 74 y 297 um se ubican en su totalidad en los grupos A y B.
Por otro lado, parte de las particulas de menor tamano se incluyen en el grupo C, lo cual

explicaria los inconvenientes surgidos y el bajo rendimiento al ser procesadas en el lecho fluido.
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Figura 19. Diagrama de clasificacion de particulas para su
fluidificacion con aire (adaptado de Geldart, 1973) [103].

Ademas, las micrografias obtenidas por SEM mostraron la presencia de cristales con un
alto contenido de fluoruro de sodio en la superficie de las particulas, éstos no estaban presentes
en las particulas luego de sumergidas en agua por 24 h. Teniendo en cuenta la alta solubilidad
acuosa de este API, puede afirmarse que el mecanismo de liberacién del fluoruro de sodio esta
gobernado por la cinética de disolucién de estos cristales, lo que conlleva como consecuencia su
rapida disolucién en el medio ensayado.

En las etapas siguientes del corriente capitulo se ensayaran diferentes metodologias y
tipos de recubrimientos con el fin de modificar la cinética de liberacién de API. Se estudiaron
dos tipos de recubrimientos poliméricos, uno basado en polivinilpirrolidona (PVP, polimero
soluble en agua) y otro en EUDRAGIT® RS30D (copolimero de etilacrilato, metilmetacrilato,

insoluble en agua) aplicado como una dispersion acuosa.

1.4.6 Particulas recubiertas con PVP
Se recubrieron particulas C-f con PVP k17 como se describié previamente (Tabla 5).
Durante la aplicacién del recubrimiento no se observd la formacién de aglomerados y no fue
necesario detener el proceso en ningiin momento, exceptuando los establecidos para la toma de

muestra.
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1.4.6.1 Caracterizacion del proceso

En la Tabla 10 se muestran los parametros que determinan el proceso de recubrimiento
de las particulas con 6 % de PVP (CS6PVP). El rendimiento general del proceso fue calculado
incluyendo la pérdida de masa debida a las dos tomas de muestras realizadas. Los tres
parametros fueron similares a los obtenidos en los procesos anteriores con un rendimiento
general mayor al 90 %, una eficiencia del 86,43 % y un contenido de humedad menor a 9 %. Por
lo cual, se puede afirmar que las condiciones escogidas para aplicar un recubrimiento de PVP a
las particulas C-f fueron adecuadas.

Tabla 10. Eficiencia del proceso de produccién y contenido de humedad de CS6PVP (n=3).

Pardmetro CS6PVP
Rendimiento general (%) 93,71
Eficiencia de entrampamiento (%) 86,43 +3,33
Contenido materia seca (%) 91,35 +1,50

1.4.6.2 Distribucion de tamario de las particulas

El estudio de la granulometria de las particulas recubiertas con PVP fue realizado (al igual
que en las particulas A, B y C) mediante analisis digital de imdgenes obtenidas por microscopia
optica (Figura 20). Las particulas con un contenido de PVP del 4 % (CS4PVP) mostraron un
tamano levemente inferior que las particulas con el nivel mas alto de recubrimiento (CS6PVP),
esto puede atribuirse al aumento de tamano de cada particula debido a la capa de recubrimiento
o a la aglomeracion de las particulas (Figura 20). La distribuciéon de tamafos correspondiente a
las particulas 2 % PVP no esta representada en la grafica ya que la curva se solapaba con la
correspondiente a 4 % PVP. Ademas, se observa que el tamafo de las particulas antes de recibir
el recubrimiento (C-f) es mayor que el de las particulas recubiertas. Esta disminucion de tamafio
se relaciona con el tipico desgaste generado por la colisién de las particulas en el seno del lecho y
entre las particulas y las paredes de equipo (atricion). Para el proceso de recubrimiento de las
particulas se utiliz6 una temperatura de proceso mayor que en las etapas anteriores (100 °C vs.
90 °C) por lo cual es esperable que durante la primera etapa en la cual el equipo alcanza la
temperatura de trabajo la humedad de las particulas sea muy baja, lo que conlleva a un aumento

en la friabilidad y una mayor propension a la atricion [49].
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Figura 20. Distribucion de tamariios de las particulas C-f, CS4 PVPy CS6PVP.

1.4.6.3 Analisis de FTIR

Con el objetivo de investigar la composicion de las particulas recubiertas y comprobar si
el recubrimiento se mantiene luego de ser expuestas a un medio acuoso, se registraron espectros
de FTIR: del polimero utilizado para el recubrimiento (PVP), de las particulas con el nivel mas
alto de recubrimiento (CS6PVP) y de las particulas que fueron sumergidas en agua destilada
durante 24 h (post-CS6PVP) (Figura 21).

El espectro correspondiente al PVP muestra las sefales caracteristicas de este polimero.
En la region comprendida entre 2000 y 4000 cm™ se observa una banda de absorcion ancha que
puede atribuirse a los estiramientos del grupo ~OH del agua presente en la muestra, debido a
que este polimero es altamente hidrofilico (3469 cm™). Ademas se observo un pico con un
hombro a la derecha que se debe al solapamiento de la absorcién debida a los estiramientos de
los grupos ~-CH y -CH, (2963 cm™). El pico angosto en 1651 cm™ se debe a la contribucién de
las vibraciones de estiramiento de los grupos -C=0 y -N-C. Se denota también la presencia de 4
picos de absorcion (1506, 1459, 1431 y 1377 cm™) relacionados a la deformacién de los enlaces
C-H de los grupos CH, de la pirrolidona. El pico angosto en 1288 cm™' puede relacionarse con el
estiramiento C-N propio de una amida terciaria. Estos resultados estan en concordancia con los

publicados por Laot y col. (1997) [106].
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Los espectros de FTIR de las particulas que recibieron el tratamiento con PVP (CS6PVP)
mostraron los picos caracteristicos del CS y del polimero de recubrimiento. En especial se resalta
la presencia del pico a 1651 cm™ propio del grupo carbonilo de la PVP, el cual se encuentra en
una baja proporcién en el CS debido al alto grado de desacetilacion. El espectro obtenido a
partir de las particulas que fueron expuestas durante 24h a un medio acuoso muestra una
disminucion de la intensidad relativa del pico relacionado al carbonilo (post-CS6PVP),
adoptando la forma caracteristica del espectro del CS observado en la Figura 15. Es probable que
la ausencia de los picos caracteristicos del PVP se deba a que el polimero se disuelve mientras

estd sumergido en el medio acuoso.
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Figura 21. Espectros de FTIR de PVP, CS6PVP y CS6PVP luego
de ser expuesto a un medio acuoso por 24 h (post-CS6 PVP).

1.4.6.4 Microscopia electronica de barrido
Se obtuvieron micrografias por SEM de la superficie de las particulas CS6 PVP antes y

después de ser sometida al ensayo de liberacion.
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En la Figura 22.a se muestra la micrografia obtenida para las particulas CS6PVP. Se
observa, ademas de los cristales de fluoruros presentes también en las particulas CS-f, una
superficie rugosa y no homogénea que puede atribuirse a la deposicién de PVP.

En la Figura 22.b se observa que tanto el recubrimiento como los cristales no se

encuentran presentes y las particulas toman el aspecto del CS sin tratamiento.

2000x 15kV ~ 50um 200x 15kV 100pm

Figura 22. Micrografias obtenidas por SEM de: CS6PVP (a) y éstas luego de ser sumergidas en
agua por 24 h (b).

1.4.6.5 Ensayo de liberacion de fluoruro

Se evalud la liberacion del fluoruro en funcién del tiempo en un medio PBS con un pH de
7,4 para las particulas recubiertas con PVP. En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos
para las particulas recubiertas y sin recubrir. Con el fin de simplificar la visualizacién de las
curvas, no se incluyen los valores obtenidos para las particulas con la menor concentracién de
recubrimiento (CS2PVP). Cuando el nivel de recubrimiento fue de un 4 % (CS4PVP), se observa
que el principio activo se libera a una velocidad igual o mayor que la mostrada por las particulas
sin recubrimiento en los primeros 15 min, mientras que cuando el recubrimiento fue de un 6 %
la liberacion del fluoruro fue del 52 % y significativamente menor que las particulas C-f y
4% PVP (p<0,05). Luego de transcurridos 30 min todas las particulas estudiadas liberaron
aproximadamente el 90 % del principio activo, por lo cual la atenuaciéon en la cinética de

liberacion del API no es suficiente para los objetivos planteados.
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Figura 23. Curvas de liberacion de fluoruro de las particulas C-f,
CS4PVPy CS6PVP.,

Los resultados obtenidos del analisis de FTIR y por microscopia electrénica de barrido
sugieren que se logrd recubrir las particulas C-f con PVP de manera no homogénea, ademas este
recubrimiento no se encuentra en las particulas luego de permanecer en un medio acuoso por
24 h, por lo que puede suponerse que tanto el principio activo como el recubrimiento, al tener
una alta solubilidad acuosa, migran al medio al que fue expuesto. Si a este andlisis se le
incorporan los resultados cinéticos observados en los ensayos de liberacion se puede agregar que
la velocidad de disolucién del recubrimiento es también elevada por lo cual, dentro del rango de
recubrimiento estudiado, el PVP no logra disminuir la liberacién de NaF en periodos

mayores a 15 min.

1.4.7 Particulas recubiertas con EUDRAGIT® RS30D

Se estudid la aplicacion de un recubrimiento basado en un polimero no soluble en medios
acuosos, con el fin de lograr una pelicula que puede perdurar durante el periodo de exposicion al
medio de liberacion. El recubrimiento se realiz6 sobre particulas C-f con dos metodologias

diferentes, por lecho fluidizado y por inmersi6n.
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1.4.7.1 Caracterizacion de las particulas recubiertas por lecho
fluidizado

1.4.7.1.1 Rendimiento del proceso

Durante la operacion de recubrimiento por lecho fluidizado no se observé la presencia
grandes aglomeraciones y éste fue llevado a cabo sin inconvenientes, se calcularon los
parametros que representan el desempeiio del proceso, los resultados se detallan en la Tabla 11.

Tabla 11. Eficiencia del proceso de produccion y contenido de humedad de
las particulas EUDI2 (n=3).

Pardmetro CS6PVP
Rendimiento general (%) 93,71
Eficiencia de entrampamiento (%) 86,43 +3,33
Contenido materia seca (%) 91,35 +1,50

Al igual que las particulas presentadas en este trabajo, el contenido de humedad luego del
procesamiento fue bajo (8,70 %). El rendimiento general, es decir la fraccion de sdlidos
recuperados luego del proceso de recubrimiento, fue muy inferior al observado en los demas
desarrollos, incluso comparado con los valores obtenidos cuando se realizd el recubrimiento con
PVP (93,71 %). Existen varios factores que pueden explicar estas diferencias. El contenido de
agua de la solucién de recubrimiento utilizado en esta etapa es levemente inferior al utilizado
cuando se realiz6 el recubrimiento con PVP (83 % vs. 90 %) lo cual puede afectar de varias
formas al rendimiento general. En primer lugar, como la cantidad de agua a remover es menor
puede ocurrir que la gota de la soluciéon de recubrimiento se seque antes de impactar con las
particulas formando un polvo fino que seria arrastrado hacia los filtros del equipo. Por otro
lado, durante el proceso de secado de la gota aumenta la concentracién del polimero,
incrementandose en consecuencia la viscosidad de la misma [46]. Esto conlleva un aumento en
la adhesividad de la solucién de recubrimiento incrementando la probabilidad de que las
particulas C-f queden retenidas en los filtros o en las paredes del equipo. Es probable que estos

dos efectos sean los responsables de un menor rendimiento.

1.4.7.1.2 Microscopia electronica de barrido

La Figura 24 muestra las micrografias obtenidas de las particulas EUD12 sin curar (ay b)

y curadas (c y d). Los cristales que se observan en todas las imagenes (puntos blancos en la
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superficie de las particulas) fueron estudiados por EDS. Los resultados mostraron que si bien la
composicidon no es homogénea, muchos de éstos tuvieron una alta concentracién de fluoruro,
por lo cual puede suponerse que parte del fluoruro de sodio queda expuesto en la superficie de

las particulas.

900x 15kV ~ 100pum 3000x 15kV ~ 20um

800x 15kV ~ 100um 3000x 15kV ~ 20um

Figura 24. Micrografias obtenidas por SEM de: EUD12 sin curar (ayb) y EUD12 curado (cy d).

Si bien el numero de etapas en las que se divide el proceso de conformacion del
recubrimiento de particulas en un lecho fluido estd en discusion pueden plantearse que el
proceso comienza con el secado de la gota del polimero desde que ésta sale del pico del aspersor,
hasta después de haber impactado en la particula; periodo que se caracteriza por la alta
velocidad de evaporacion del solvente. Luego, las particulas poliméricas depositadas en la

superficie comienzan a deformarse y entran en contacto entre ellas generando un film
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discontinuo y agrietado. En la ultima etapa de este proceso se genera una capa continua por la
coalescencia de las gotas del recubrimiento debido a la difusion de las cadenas del polimero [53].

Las particulas sin curado (Figura 24.a y b) muestran grietas y marcas circulares en su
superficie que pueden atribuirse a una de las etapas de la formacion del recubrimiento, mientras
que las imdgenes de las particulas luego del curado (Figura 24.c y d) muestran un aspecto mas
suavizado y con menos fisuras denotando que el curado realizado colaboré a conformar un

recubrimiento mas homogéneo.

1.4.7.1.3 Ensayo de liberacién de fluoruro

Se estudiaron los perfiles de liberacion de las particulas recubiertas con los tres niveles de
EUDRAGIT® antes y después del proceso de curado. En Figura 25 se muestran solamente los
resultados obtenidos para las particulas recubiertas con 12 % del polimero y las particulas sin
recubrimiento (C-f) debido a que las curvas eran similares y se solapaban con las particulas con
menor contenido de EUDRAGIT®. Se observd que en ninguno de los casos la capa de

recubrimiento logré disminuir el efecto de liberacion rapida en los primeros minutos.
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Figura 25. Curvas de liberacion de fluoruro de las particulas C-f,
EUDI2 sin curary EUDI12 curado.

Analizando los resultados de los estudios de SEM y FTIR de las particulas EUD12 se
puede concluir que el polimero se encuentra formando una capa alrededor de las particulas. Sin

embargo la cinética de liberacion del fluoruro muestra que en los primeros 15 min mas del 60 %
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del principio activo presente en las particulas se disuelve en el medio ensayado. Los pardmetros
utilizados para la formulacion y aplicacion del recubrimiento fueron similares a los propuestos
en el trabajo de Kaur y col. (2009) [31]. Sin embargo, en las particulas desarrolladas en esta tesis
se observo que la liberacion del principio activo fue mas acelerada. Esta diferencia puede
atribuirse a que las particulas de la utilizadas por Kaur eran esféricas, de mayor tamafio (entre
500 y 710 um) y con una superficie lisa. En contraposicion, las particulas recubiertas en esta
seccion eran irregulares y con un tamafo de entre 177 y 297 um, por lo cual puede es posible
que la masa de recubrimiento aplicada haya sido insuficiente para lograr una capa con un

espesor que logre disminuir la cinética de liberaciéon del APL

1.4.7.2 Caracterizacion de particulas recubiertas por

inmersion

Como se detall6 en la seccion de materiales y métodos de este capitulo, se estudié también
la aplicacion del recubrimiento con EUDRAGIT® RS30D mediante un proceso de inmersion,
por el cual las particulas C-f fueron sumergidas en una solucién de recubrimiento con la misma
formulacion utilizada cuando se aplicd este polimero por lecho fluidizado. La inmersién fue

aplicada durante 1 (Eud-1min) y 2 min (Eud-2min).

1.4.7.2.1 Concentracion del principio activo en las particulas

Se determind la concentracion de fluoruro contenido en las particulas midiendo la masa
del principio activo liberada en PBS pH 7,4 luego de 48 h. Se calcul6 la eficiencia del proceso
como el cociente entre la masa de fluoruro en las particulas después y antes de la aplicacion del
recubrimiento.

Tabla 12. Eficiencia del proceso de produccion y concentracion de fluoruro de las particulas
recubiertas por inmersion (n=3).

Parametro C-f Eud-1min Eud-2min
Concentracién de fluoruro (% p/p) | 0,76 +0,02 0,33 +0,02 0,30 +0,03
Eficiencia del proceso (%) - 43,42 +2,06 39,47 +4,11

Se observa que la concentracion de fluoruro disminuye en funcién del tiempo de
exposicion a la solucion del recubrimiento, esto puede deberse al aumento de la masa de las

particulas debido a la incorporacion del EUDRAGIT® RS en su superficie, a la inclusién de
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particulas secas de componentes presentes en la formulacion de recubrimiento (talco,
metilparabeno o EUDRAGIT® RS) o por la migracion de fluoruro a la solucién de

recubrimiento.

1.4.7.2.2 Distribucion de tamarnio de las particulas

La distribucién de tamafio de Eud-2min fue estudiada mediante el andlisis de imagenes
tomadas con un microscopio optico (Figura 26). En la misma figura se muestra también la
granulometria de las particulas C-f utilizadas como base. Se observa que antes de ser recubiertas
las particulas presentan una distribucién unimodal angosta, mientras que la curva obtenida para
Eud-2min es ancha y parece estar compuesta por mas de una poblacién de tamanos.

Con el fin de dilucidar los componentes que conforman Eud-2min se deconvoluciono la
curva obtenida utilizando la funcién “fit Multi-peaks” del software Origin pro 8. Los resultados
obtenidos se grafican también en la Figura 26. El componente denominado pico 1 (150 um)
podria atribuirse a particulas secas conformadas por los componentes de la solucion de
recubrimiento (EUDRAGIT” RS y talco), el pico 2 (350 um) se pueden adjudicar a las particulas
C-f recubiertas ya que tienen un tamafio similar a éstas mismas particulas antes de ser
sumergidas en la solucién del polimero. El pico 3 (550 um) puede atribuirse a la formacion de
aglomerados. De todos modos esta técnica no es lo suficientemente sensible como para
evidenciar el aumento de tamafo debido la pelicula de recubrimiento, para tal fin se realizaron

andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).
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Figura 26. Distribucion de tamaios y deconvolucion de Eud-2min 'y C-f.

1.4.7.2.3 Microscopia electronica de barrido

Se obtuvieron imagenes de la superficie de las particulas recubiertas por inmersion
(Eud-2min) mediante SEM. Las Figura 27.a y b muestran la morfologia de las particulas antes de
ser sometidas a ensayos de liberacion. Se observo que el recubrimiento generado es irregular con
la presencia de grietas, ademas el film polimérico conformado tiene un espesor de
aproximadamente 2 pm (resaltado en la Figura 27.b).

Las Figura 27.c y d pertenecen a las imagenes obtenidas para las mismas particulas pero
después del ensayo de liberacién. Las particulas conservan superficie irregular y agrietada. Se
observan también varios puntos blancos cuya composicién fue analizada por EDS. Los
resultados indicaron un alto contenido de sodio, cloro, oxigeno y carbono, mientras que no se
detectaron cantidades medibles de fliuor, por lo cual la presencia de estos elementos puede

atribuirse a las sales que conforman el medio de liberacién utilizado.
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800x 15kV ~ 100pm 5000x 15kV 10w
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Figura 27. Micrografias tomadas por SEM de las particulas Eud-2min antes (a y b) y
después de ser expuestas a un medio acuoso (cy d).

1.4.7.2.4 Andlisis de FTIR

Se obtuvieron los espectros de absorcion infrarroja de EUDRAGIT® RS, las particulas
recubiertas por lecho fluidizado con 12 % de EUDRAGIT® (EUD12) y por inmersion durante 2
minutos (Eud-2min). Ademas, con el fin de estudiar como el recubrimiento es afectado al ser
expuesto a un medio de liberacidn, se sometié al mismo ensayo a ambas particulas luego de ser
sumergidas en agua durante 24 horas (post-EUD12 y post-Eud-2min). Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 28.

El espectro del polimero de recubrimiento muestra los picos esperados para el
metacrilato. Se observan sefiales a 2986 y 2953 cm™ tipicos del estiramiento de enlaces C-H en

CH, y CH,, el pico angosto en 1735 cm™ es caracteristico del estiramiento del grupo carbonilo
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[82]. Ademas, en la region comprendida entre 1500 y 1000 cm™ se presentan las bandas debidas
a la absorcién asimétrica del enlace C-H de CH; y CH, (1385 y 1460 cm') y a los estiramientos
simétricos y asimétricos de los enlaces C-O-C (1150 y 1246 cm™).

Las muestras fueron liofilizadas antes de ser sometidas a este estudio, sin embargo, es
posible que haya una baja proporciéon de agua que podria aportar una sefal en la zona entre
3200y 3700 cm™ atribuibles a las oscilaciones de los grupos O-H.

Todas las particulas recubiertas presentan, ademas de los picos caracteristicos del CS, la
banda a 1735 cm™ propia del EUDRAGIT® RS lo cual indicaria, sumada a la evidencia aportada
por los estudios de SEM, que el polimero de recubrimiento se adhiere a las particulas y

permanece formando una pelicula incluso después de ser sometido a un medio acuoso.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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EUDRAGIT RS

EUD12

post-EUD12

Eud-2min

post-Eud-2min

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 28. Espectros FTIR del polimero de recubrimiento
(EUDRAGIT® RS) y de las particulas recubiertas por lecho fluido
(EUD12) y por inmersion (Eud-2min).
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1.4.7.2.5 Ensayo de liberacién de fluoruro

La metodologia utilizada para realizar los ensayos de liberacion para estas particulas fue la
adoptada para el resto de los ensayos llevados a cabo anteriormente. Se tomd como valor 100 %
a la masa de fluoruro liberada luego de 48 h de iniciado el ensayo. En la Figura 29 se muestran
los resultados obtenidos para las particulas recubiertas por inmersion en EUDRAGIT® a
diferentes tiempos y se comparan con la curva de liberaciéon obtenida a partir de las particulas
sin recubrir (C-f).

Se observan marcadas diferencias entre los tres perfiles de liberacion obtenidos. Mientras
que en C-f se observo el efecto burst, en las particulas recubiertas por inmersion, la liberacién de
fluoruro se ve atenuada y este efecto se ve aumentado cuando aumenta el tiempo de incubacién
en el polimero de recubrimiento. En los primeros 15 min de ensayo las particulas C-f habian
liberado mas del 65 % de la carga total de fluoruro, mientras que para las particulas recubiertas
(Eud-1min y Eud-2min) los valores fueron menores a 40 %. Con el transcurso del ensayo las
diferencias entre los perfiles aumentan y luego de 5 horas las particulas C-f liberaron la
totalidad del principio activo mientras que Eud-1min y Eud-2min liberaron 79,15 y 58,52 %,

respectivamente.
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Figura 29. Perfiles de liberacion obtenidos para las particulas C-f, Eud-

Iminy Eud-2min.

Se caracterizd la cinética de liberacion de las particulas recubiertas utilizando modelos

cinéticos de orden cero, Korsmeyer-Peppas y primer orden [81] descriptos en la introduccién de
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esta tesis. Utilizando la funcionalidad “solver” del software Excel 2010 (microsoft) y OriginPro 8

(OriginLab) se obtuvieron los parametros caracteristicos de estos tres modelos, el coeficiente de

determinacion 1’ y el AIC. Estos resultados se muestran en la Tabla 13 [85].

Tabla 13. Parametros de los modelos aplicados a las curvas de liberacion

recubiertas por inmersion

de las particulas

Eud-Imin Eud-2min
Orden cero Korsmeyer Primer orden Orden cero Korsmeyer Primer orden
k 0,201 0,524 0,631 0,154 0,399 0,281
n - 0,258 - - 0,258 -
r’ 0,092 0,997 0,662 0,028 0,9788 0,565
AIC -5,781 -53,473 -12,326 -9,674 -39,414 -13,016

Para los dos tiempos de recubrimientos estudiados el modelo de orden cero no tuvo un

ajuste apropiado a los datos experimentales, esto se observa en el valor bajo de r’ y en la Figura

30, en la cual se graficaron los valores de liberacién medidos frente a los predichos por los

modelos ajustados. Esta falta de ajuste indica que el fendmeno de liberacidon no es independiente

de la concentracion del fluoruro en las particulas. Por otro lado, los modelos de primer orden

presentaron un r’ algo mas elevado (entre 0,55 y 0,67) y un valor de AIC mas bajo, sin embargo

el modelo de Korsmeyer-Peppas es el que mejor ajusta los datos experimentales con r* > 0,97 y

un AIC muy inferior al obtenido para los otros dos modelos.
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Figura 30. Perfiles de liberacion obtenidos para las particulas recubiertas por inmersion durante 1
(a) y 2 min (b) y los perfiles estimados por los modelos aplicados.
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Analizando los parametros obtenidos para la ecuacién de Korsmeyer-Peppas se puede
observar que la constante k es superior cuando el recubrimiento se aplicd solamente durante un
minuto, lo cual se ve reflejado en una liberacién mads rapida. Por otro lado el exponente de
liberacion (1) se mantuvo constante (0,258) al cambiar el tiempo de exposicion de las particulas
al polimero.

Cuando el valor 7 es 0,5 la liberaciéon del firmaco sigue un mecanismo de difusion de
tipo Fickiano o transporte Caso I. Una difusion andémala o no Fickiano se produce cuando
los valores son mayores que 0,5 y menores de 1. En los casos donde el sistema de liberacion
es un material poroso, la constante n puede tomar valores menores que 0,5, debido a que se
combinan los mecanismos de difusidn parcial a través de la matriz o la capa de recubrimiento y
a través de poros o grietas llenos de agua [107]. Las micrografias obtenidas por SEM de las
particulas recubiertas por inmersion muestran que el polimero esta depositado sobre la
superficie de las particulas de manera irregular generando una superficie agrietada, por lo cual el
proceso de migracion del fluoruro puede producirse tanto a través del polimero como por las
fisuras lo que se refleja en el valor n obtenido en el modelo de Korsmeyer-Peppas.

El EUDRAGIT® RS es un copolimero de etil acrilato, metil acrilato y un bajo contenido de
acido metacrilico con grupos de amonio cuaternario presentes como sales. Estas sales aumentan
la permeabilidad de los films conformados por este polimero en medios acuosos [108,109]. En la
bibliografia existen numerosos trabajos en los cuales se han aplicado recubrimientos basados en
EUDRAGIT® RS para lograr liberacién sostenida durante varias horas de principios activos
farmacéuticos como prednisolona [31], oximatrina [110], diclofenac sédico [111] o ambroxol
[56]. En la presente tesis se han utilizado formulaciones de recubrimiento similares a las que se
usaron en estos trabajos respetandose la relacion masa de recubrimiento/masa de particulas. Sin
embargo, cuando se aplicd el recubrimiento mediante aspersion, los perfiles de liberacion
obtenidos muestran que en los primeros minutos de transcurridos los ensayos la mayoria de la
carga del principio activo se libera al medio.

La razon de la diferencia entre las cinéticas de liberacion puede atribuirse a dos factores:
por un lado las particulas C-f poseen un tamafio de entre 200 y 300 pm mientras que las
particulas desarrolladas en los trabajos citados poseen tamanos entre 800 y 1000 um por lo cual
la superficie especifica de C-f es mayor y como consecuencia a igual relacion

masa de recubrimiento/masa de particulas, el grosor de la capa de recubrimiento en las
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particulas mas grandes sera mayor que en las particulas pequenas. Por otro lado las solubilidades
en medios acuosos de pH neutro de la prednisolona (0,223 g/1), diclofenaco sédico (4,82 g/l),
ambroxol (0,018 g/1) y oximatrina (0,494 g/1) son muy inferiores a la solubilidad del fluoruro de
sodio (20,949 g/1). Por este motivo puede plantearse que la difusividad de estos principios
activos es muy inferior a la de la droga utilizada en la presente tesis y por lo tanto esto puede
explicar que la velocidad de liberacion sea mayor.

Al aplicarse el recubrimiento por inmersion se logré un mayor control en la liberacién del
principio activo. Si bien los resultados obtenidos por FTIR muestran que por las dos
metodologias se logra formar un film en la superficie de las particulas, las micrografias obtenidas
por SEM denotan que el espesor de la capa formada cuando las particulas son inmersas en la
solucion de EUDRAGIT® poseen un espesor mayor que el obtenido por aspersion, lo cual

explica el mejor control en la liberacién.
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1.5 Conclusiones parciales

Se obtuvieron las condiciones experimentales que permitieron la inclusiéon de NaF en
particulas de CS utilizando la tecnologia de lecho fluido.

Se elaboraron particulas de CS-NaF variando los componentes de la formulacion y se
caracterizaron por FTIR, andlisis granulométrico, microscopia electrénica de barrido y la
liberacion del fluoruro mediante métodos potenciométricos.

En primera instancia se utiliz6 el CS sin tratamiento previo y luego estudio la
incorporacion de un acido débil en la formulacion de las particulas para incrementar la
interaccion entre el CS y el fluoruro. Si bien las particulas se pudieron procesar sin
inconvenientes obteniéndose buenos valores de secado y eficiencia de inclusiéon del fluoruro de
sodio, los perfiles de liberaciéon obtenidos mostraron que durante los primeros 15 min la
mayoria del fluoruro incluido era liberado al medio.

También se estudié el efecto de separacion por tamaiio del CS antes de procesarlo en el
lecho fluido y se observé que las particulas de tamafio menor a 75 um presentaron grandes
aglomerados indeseados. Por otro lado, cuando la granulometria fue mas grande el
procedimiento pudo ser llevado a cabo sin ningtin inconveniente. Los perfiles de liberacion de
fluoruro también fueron rapidos en los primeros minutos.

Se ensay¢ la aplicacion de recubrimientos de PVP (soluble en agua) y EUDRAGIT® RS
(insoluble en agua) por lecho fluido sobre las particulas de CS-NaF. Los resultados de FTIR y
SEM muestran que se logrd aplicar una pelicula polimérica pero la liberacién también fue
acelerada.

También se realizd un recubrimiento por EUDRAGIT® RS por inmersion. En estas
condiciones la liberacion de fluoruro fue lenta y la velocidad dependia del tiempo de exposicion
de las particulas a la solucion del polimero.

Finalmente se ajustaron los valores de la curva de liberacién el API obtenidos para las
particulas recubiertas por inmersiéon a modelos cinéticos de orden cero, Korsmeyer-Peppas y
primer orden. El modelo de Korsmeyer-Peppas fue el que mejor se ajusto a los valores medidos
y el exponente de este modelo corresponde a un efecto de liberaciéon mixto a través de la capa

polimérica y los poros de ésta.
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Capitulo 2 - Hidrogeles de CS-GP

2.1 Introduccion

Los hidrogeles de CS - B-glicerofosfato (GP) han sido ampliamente estudiados para la
liberacién de principios activos en vias parenterales. Sin embargo no se han reportado trabajos
que propongan a este sistema como matriz para su aplicacién por via enteral. Una forma
farmacéutica suministrada de manera oral atraviesa ambientes que poseen diferentes
condiciones, por ejemplo la variaciéon de pH, de dcidos a neutros, por lo cual es necesario
contemplar estas variables para evaluar la factibilidad de una matriz para este uso.

En el desarrollo de este capitulo se realiz6 una caracterizacion fisico-quimica de
geles de CS - GP con el objeto de utilizarlos como matriz para la liberacién de fluoruro por via
enteral. Se realizaron ensayos de estabilidad a diferentes pH, se estudi6 la estructura y
composicion de la matriz en diversas condiciones por FTIR (espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier), SEM (microscopia electrénica de barrido), DRX (difraccién de rayos
X) y estudios reoldgicos, y la liberaciéon de la droga modelo en medios con diferentes

condiciones.

2.2 Objetivos
Los objetivos planteados en este capitulo de la tesis son los siguientes:
. Estudiar la estabilidad de los geles de CS-GP en medios con diferentes pH.
J Caracterizar los geles de CS-GP.

J Estudiar la liberacion de NaF a partir de geles de CS-GP en diferentes medios.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Materiales
El B-glicerofosfato de sodio fue provisto por Surfactan (Argentina). El resto de los
reactivos necesarios fueron los mismos que los utilizados en el capitulo anterior. La composicién

de las soluciones amortiguadoras de pH utilizadas en este capitulo se detalla la Tabla 14.
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Tabla 14. Composicion de las soluciones amortiguadoras de pH. Cantidades necesarias
para formular 1000 mL de solucion.

pH KCl (g) CgHsKO, (8) HC(InE)‘,I-l) M KH,PO, (g) NaOH 0,1 M (mL) Agua
2 3,725 - 130 - - c.s.p.
3 - 10,21 223 - - c.s.p.
4 - 10,21 1 - - C.S.p.
5 - 10,21 - - 226 c.s.p.
6 - - - 6,81 56 c.s.p.
7 - - - 6,81 291 c.s.p.
2.3.2 Métodos

2.3.2.1 Preparacion de los geles de CS-GP

Los geles fueron preparados de acuerdo al trabajo de Mengatto y col, 2016 [39].

Brevemente, 3 mL de una solucién 2 % p/p de CS y 0,14 M de acido acético se mezclaron con

1 mL de una solucién de GP (35 % p/p). El NaF fue incluido en la solucion de GP. Estas mezclas

se denominaron pre-CS/GP y pre-CS/GP/NaF segun contuvieran o no al principio activo.

Finalmente, la transiciéon sol-gel (conformaciéon de un gel a partir de una solucién

liquida) se logré colocando estas mezclas en un bafio de agua termostatizado a 37 °C por 10 min.

En la Figura 31. se muestra un esquema de la preparacion de los geles.

Quitosano ; §

pre- ; gel

- | cS/GP/NaF CS/GP/NaF

. Bafo termostatizado
GP § 37 °C-10 min

+
NaF

Figura 31. Esquema de la preparacion de geles CS/GP/NaF.
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2.3.2.2 Estabilidad de los geles a diferentes pH

Con el fin de estudiar la estabilidad de los geles en medios de distinto pH, 500 mg de gel
preformado, con y sin NaF, fueron sumergidos en 50 mL de una solucién amortiguadora a 37 °C
(el rango de pH fue de 2 a 7). Se observo la integridad macroscépica de los geles durante 6 dias y

se tomaron fotografias a diferentes intervalos de tiempo.

2.3.2.3 Estudios de espectroscopia infrarroja

Se estudiaron los espectros de absorcion infrarroja de los componentes utilizados en el
desarrollo y de los geles en diferentes condiciones mediante un equipo de la marca Shimadzu
modelo FTIR-8201PC. Se utilizé el método de discos de KBr para el cual se mezclaron 2 mg del
analito (previamente liofilizado durante 24 h) con 100 mg de KBr. Luego, una alicuota de la
mezcla fue prensada para formar un disco. Los espectros se fueron obtenidos en el rango de

4000 cm ™ hasta 400 cm™.

2.3.2.4 Ensayos de liberacion

Para la realizacion de los ensayos de liberacion del fluoruro incluido en los hidrogeles,
400 mg de gel preformado en una sonda orogastrica de pvc (medida k33) fueron dispensados en
50 mL de una soluciéon amortiguadora (de pH de 4 a 7). A diferentes intervalos de tiempo se
tomaron muestras de 1 mL que fueron repuestas con igual volumen de medio fresco. El ensayo
se llevo cabo en un agitador orbital a 100 rpm en una estufa termostatizada a 37 °C. Cada
determinacién se realizé por triplicado y los resultados fueron expresados como el promedio +
e.s. (error estandar) del fluoruro porcentual acumulado liberado a cada intervalo de tiempo.

En este tipo de ensayos es importante lograr la condiciéon de sumidero, donde la
concentracion del principio activo en el medio al final del ensayo ([NaF],,.,) no sea superior al
10 % de la concentracion de saturacion del API en el mismo medio ([NaF],) [112]. En primera
instancia se determin¢ la solubilidad del NaF en los 4 medios utilizados. Para esto se colocé 1 gr
de NaF en 10 mL de medio y se lo someti6 a sonicado durante 15 minutos. Luego, se tomé una
alicuota de sobrenadante y se determiné la concentracion de fluoruro. En todos los casos la
solubilidad fue cercana al 2 % p/p. Teniendo en cuenta que la masa de gel utilizada para estos
ensayos fue aproximadamente 400 mg, la relacién [NaF]_/[NaF],,,, es en todos los casos mayor

a 80, por lo cual la condicion de sumidero fue alcanzada en todos los casos.
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2.3.2.5 Microscopia electrénica de barrido

Se tomaron micrografias de los geles mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM). Para tal fin los geles fueron congelados con nitrégeno liquido, fracturados
mecanicamente con una espatula, colocados sobre una hoja de aluminio y posteriormente
fueron liofilizados. El instrumental utilizado para tomar las imdgenes fue detallado en el

capitulo 1.

2.3.2.6 Mediciones reoldgicas

Con el fin de estudiar el comportamiento reoldgico de los geles expuestos a diferentes
condiciones, se realizaron barridos de deformacion y frecuencia utilizando una celda de platos
paralelos (20 mm, 1 mm de espacio) (Figura 32). Las mediciones reoldgicas de los geles fueron
obtenidas utilizando un reémetro Haake RheoStress RS80 rheometer (Haake Instruments Inc.,
Paramus, NJ, USA). La temperatura de la muestra se mantuvo a 37 °C durante los ensayos
mediante la calefaccién del equipo con un bafo de circulacion de agua. Los ensayos fueron

llevados a cabo por triplicado [113].

Figura 32. Reometro Haake RheoStress RS80 rheometer (Haake
Instruments Inc., Paramus, NJ, USA).

2.3.2.7 Difraccion de rayos X
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Los patrones de difraccion de las diferentes muestras se obtuvieron utilizando un
difractometro Shimadzu XD-D1 con monocromador usando radiacién Cu-Ko (A =1.542 A) a
30 kV y 40 mA (Figura 33). La velocidad de barrido fue de 2° min™ y un rango 20 = 15°-50°. Los
resultados obtenidos fueron comparados con la base de datos de difraccion de polvos provista

por el software LOGIC.

Figura 33. Difractémetro Shimadzu XD-D1.

2.3.2.8 Determinacion del contenido de sodio en muestras

acuosas

Se cuantifico la liberaciéon de sodio a partir de los geles CS/GP sumergiendo
aproximadamente 500 mg del gel en un recipiente con 50 mL de agua destilada. Se tomaron
alicuotas a diferentes intervalos de tiempo y se repusieron con agua destilada. El contenido del
analito en las muestras tomadas se determiné en un espectrofotometro de absorcién atéomica

Perkin Elmer Analyst 800.
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2.4 Resultados

2.4.1 Estabilidad de los geles a diferentes pH

Mezclas de las soluciones de CS y GP, con y sin NaF (pre-CS/GP/NaF y pre-CS/GP
respectivamente) en las condiciones que se declaran en la seccion de materiales y métodos de
este capitulo se cargaron dentro de una sonda orogastrica . Luego fueron colocadas en un bafio
termostatizado a 37 °C por 10 min para lograr que se conforme el gel. Finalmente fueron
expuestas a medios en un rango de pH de 2 a 7 a 37 °C y se tomaron fotografias en el tiempo
para registrar su evolucién macroscdpica en cada una de las condiciones ensayadas. La Figura 34

muestra una fotografia de un gel luego de ser expulsado de la sonda.

Figura 34. Fotografia de CS/GP conformado en una sonda orogastrica.

Los geles que fueron expuestos a medios con pH 2 comenzaron a desagregarse a los 5 min
de comenzado el ensayo y luego de 30 min se habian disuelto totalmente. Un proceso similar
ocurri6 con los geles expuestos a pH 3 pero la disolucion completa se observd luego de 40 min
de exposicion al medio. En contraposicion, los geles fueron estables durante mas de 6 dias
cuando el pH del medio era entre 4 y 7. En la Figura 35 se muestra la evolucion temporal de este

ensayo.
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Se puede plantear que este comportamiento de los geles esta relacionado con la alta
presencia de grupos catiénicos del CS a lo largo de su cadena. Estos son propensos a ser
protonados en medios acidos, aumentando la polaridad del compuesto y el grado de repulsién
electrostatica polimero-polimero. En medios con pH bajo estos fendémenos gobiernan por sobre
las interacciones hidrofébicas que conforman al gel, por lo tanto la matriz se disgrega en éstas
condiciones.

Es destacable que la acidez de los medios fue medida después de terminada el ensayo y en
ningn caso varié mas de 0,1 unidades. El comportamiento de estos hidrogeles no se vio

modificado por la presencia de NaF en su formulacién.

CS/GP
0 min. 15 min. 30 min. 2 dias

CS/GP/NaF
15 min. 30 min.

H

-

Figura 35. Evolucion temporal de CS/GP y CS/GP/NaF expuestos a medios de
diferente pH.
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2.4.2 Estudios de espectroscopia infrarroja

Se obtuvieron los espectros infrarrojos del CS, del GP y de los geles con y sin NaF
(CS/GP/NaF y CS/GP respectivamente) antes y después de ser expuestos a agua destilada por
24 h (CS/GP-24h). Los resultados se expresan en la Figura 36.

Las anchas bandas de absorcion en el rango comprendido entre 3600 y 3000 cm™
centradas en aproximadamente 3400 cm™ presentes en CS, CS/GP, CS/GP/NaF y CS/GP-24h
son el resultado de la sobreposicion de las vibraciones de estiramiento de los grupos -OH y -
NH. Los espectros correspondientes al GP también presentan una banda de absorciéon ancha en
la misma region atribuibles a las oscilaciones ~OH. Estos grupos se encuentran involucrados en
la formacion de puentes hidrogeno inter y/o intra moleculares, los que juegan un rol importante
en la transicién sol-gel. Dos picos a 1643 y 1591 cm™ relacionados a las vibraciones de
estiramiento C=0 en los grupos amida primarios y a las oscilaciones de los NH, se observan en
el espectro del CS. En los espectros CS/GP, CS/GP/NaF y CS/GP-24h el pico a 1591 ¢cm ™
muestra un ligero corrimiento hacia 1550 cm. Este efecto puede estar relacionado a la
protonacion de los grupo amino del CS o a la interaccion de éstos grupos con los fosfatos del GP
[114,115].

Un pico caracteristico del grupo -PO, a 980 cm™ y una banda a 780 cm™ (debido al
estiramiento alifatico de -P-O-C, se observan en los espectros de GP, CS/GP/NaF y CS/GP. Es
destacable que el espectro de los geles luego de ser acondicionados en agua (CS/GP-24h), no
muestra los picos relacionados al grupo fosfato, lo cual puede atribuirse a que el GP se disolvid
en el medio acuoso durante el proceso. Esta idea se sustenta también en que el espectro obtenido
para CS/GP-24h muestra solamente las bandas caracteristicas del CS.

Este ensayo se llevd a cabo con el fin de identificar la presencia de diferentes grupos
funcionales y las posibles interacciones de los componentes del gel, entre ellas la interaccion
electrostatica entre el CS y el fluoruro. Esta fue reportada como un disminucién en la intensidad
relativa del pico relacionado al NH, (1591 o 1550 cm™) [100]. Los resultados de FTIR obtenidos
no muestran esta evidencia por lo cual puede suponerse que esta interaccion no estd presente o

no pudo ser detectada con esta técnica.
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Figura 36. Espectros de FTIR de quitosano (CS), GP, geles con y
sin NaF (CS/GP/NaF y CS/GP respectivamente y geles luego de
estar sumergido en agua durante 24 h (CS/GP-24h).

2.4.3 Mediciones reoldgicas

El comportamiento reolégico de geles luego de recibir diferentes tratamientos fue
estudiado con el fin de determinar como los diferentes entornos modifican su estructura. Los
ensayos fueron realizados en geles sin tratamiento previo (CS/GP/NaF), luego de ser sumergidos
5 min en un medio de pH 2 (CS/GP/NaF-pH2) o 24 h en un medio de pH 6 (CS/GP/NaF-pH§6).
Estas condiciones fueron elegidas teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de
estabilidad de los geles.

El moédulo de almacenamiento (G”) es una medida de la energia almacenada y recuperada
durante el ciclo de deformacion (componente elastico). Por otro lado, el mddulo de pérdida

(G"") es una medida de la energia disipada o perdida como calor luego de cada ciclo de
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deformacién (componente viscoso) [116]. En el corriente trabajo se realizaron barridos de
deformacion y de frecuencia y en cada ensayo se midieron la viscosidad compleja (n*), G’y G"".
En este tipo de ensayo oscilatorio las tres variables seleccionadas son medidas en
funcién de un incremento de la deformacion con una frecuencia fija. El objetivo es determinar el
punto critico en el cual G" y G"” se vuelven dependientes de la deformacién aplicada, es decir,
para determinar si en el rango de deformacion estudiado las muestras se encuentran en la region

viscoelastica lineal [117].
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Figura 37. Barrido de deformaciéon de CS/GP/NaF sin tratamiento previo (a), luego de 24 h
en un medio de pH 6 (b) y luego de 15 min en un medio de pH 2 (c).

Se realizd un ensayo de barrido de deformacién en el rango de 0,1 a 10 % a una
frecuencia de 1 Hz. Se observa que los tres geles se encuentran en la region viscoeldstica lineal,
en el rango de deformacién estudiado (Figura 37). En el caso de CS/GP/NaF-pH2 (Figura 37.c),
no se graficaron los resultados obtenidos para deformaciones menores a 0,7 % ya que no se
pudo obtener una respuesta del reémetro debido a que el torque minimo aplicado por el equipo
era demasiado grande, dando resultados erraticos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se realizd un andlisis de barrido de
frecuencia de 0,1 a 100 Hz con una deformacion constante del 2%. La Figura 38 muestra que a
bajas frecuencias todos los geles tienen un comportamiento de gel (G mayor que G"") [118].
Segun Schorsch y col. (1997) la categoria de “gel verdadero” puede asignarse a geles donde
relaciéon G’/G” es mayor a 10; tal condiciéon se cumple para CS/GP/NaF y CS/GP/NaF-pH6
(Figura 38.a y b) [119]. En contraposicién, aunque CS/GP/NaF-pH2 mostré un cardcter
predominantemente elastico, G’/G” fue menor que 10, por lo cual no puede categorizarse como
“gel verdadero” (Figura 38.c).

La viscosidad compleja en CS/GP/NaF y CS/GP/NaF-pH2 fue al menos un orden de

magnitud menor que en CS/GP/NaF-pH6. El GP puede actuar como plastificante o reducir las
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interacciones CS/CS [118,120]. Es por esto que el aumento de la viscosidad compleja puede
atribuirse a la disminuciéon del contenido de GP en geles, el cual migré al medio acuoso de
acondicionamiento de 24 h, lo que se observa en el analisis de FTIR.

A frecuencias mayores G y n* disminuyen mostrando un punto de inflexion luego del
cual las tres variables estudiadas aumentan. Este comportamiento puede estar relacionado a una
ruptura de la estructura del hidrogel y un posterior reacomodamiento de las cadenas
poliméricas conformando una nueva estructura. Es destacable que este punto de inflexion o
ruptura sucede a 10 Hz en CS/GP/NaF y CS/GP/NaF-pH6 mientras que en CS/GP/NaF-pH2
ocurre a aproximadamente 3 Hz. Si se analizan de manera conjunta los resultados obtenidos en
el estudio de la estabilidad y en los geles a distintos pH los barridos de deformacion y frecuencia
puede plantearse que la estructura del gel se debilita cuando es expuesta a un medio altamente

acido.

86



3
. a 10
10 E D'
O
D .
_10*4 O Al o
& ~a o AA %t e
s L O a - o
© 10° A Hao4 o -
10) ooooooM O 4
N O Pl ) E10'
A Q £
107 5 A e
O Q @)
elppealisiglele) O
‘ A
10" = T T
10° 10’
Frecuencia (Hz)
O
O 3
5 b O AF 10
1044 , A
&l DA%
A oA I
Ol
10° 4 = N i
= A N o k102
< Dooooo ~ ® ?
= 0O I [ N %)
N o .| O l 5 ©
100 = o =
) = *
o ﬁ o0 (=
~ O ! L 1
OO0 0000000 - 7 10
10”4 G
G
*
n
10" T - 10°
10° 10’ 10
Frecuencia (Hz)
OO
o 3
1C A Ab10
10" A O
3 O A
"o o
10°* o =i
= Al L 10
o ia A 0
. A - )
3 ﬁ o O ©
(91 5 A A 5 e,
© A o o b
DN O A 4
=] O g i 10
AL OoC G'
10° 9. i~ 0 QIO .,
0 0O O i G
*
n
10" =+ T - 10°
10° 10’ 107

Frecuencia (Hz)
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2.4.4 Microscopia electronica de barrido

Mediante microscopia electronica de barrido se puede observar la estructura superficial
de materiales inorganicos y organicos. Con el objeto de estudiar la morfologia de los geles en
diferentes condiciones, se realizaron micrografias de CS/GP con dos concentraciones distintas
de fluoruro de sodio y de éstos luego de ser expuestos a un medio acuoso por 24 h.

Las Figura 39.a y b muestran las imagenes obtenidas de geles con 2,5 % p/p y
0,625 % p/p de NaF respectivamente. Se denota en ambas imagenes la presencia de cristales de
aproximadamente 4 pm (detallados en la Figura 39.c), en mayor proporcién en los geles con
concentracion mas elevada de NaF. Mediante EDS se determind que estos cristales tienen una
concentracion de flior cercana al 30 % por lo cual se estima que esta estructura pertenece al
NaF.

Luego de ser sumergidos en un medio acuoso (Figura 39.d), no se observan los cristales
de NaF y los geles estan conformados por una matriz mads abierta que antes de ser expuestas al
medio acuoso. Esta diferencia puede atribuirse a la disolucién del NaF y, en mayor medida, al
GP presente en la matriz. Estos resultados apuntalan la hipétesis de que la matriz de los geles,

luego de exponerse a un medio acuoso, queda conformada solo por CS.
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Figura 39. Micrografias obtenidas por SEM de geles CS/GP-NaF con 2,5 % (a), 0,625 % p/p
de NaF (b y ¢) y CS/GP-NaF luego de ser expuestos a un medio acuoso por 24 h (d). En (c)
se resalta la presencia de cristales de aproximadamente 4 pm.

2.4.5 Estudios de difraccion de rayos X

Los estudios de difracciéon de rayos X brindan informacién que permite conocer las
estructuras cristalinas de los analitos. Para llevar a cabo estos ensayos en los geles desarrollados
en la presente tesis se opto por no secar muestra en el tratamiento previo a la determinacion, de
manera tal de conocer las estructuras cristalinas tal como se encuentran en los geles himedos.

Se analizaron geles sin la incorporacién de NaF (CS/GP) y con 0,625 y 2,5 % p/p del

principio activo (CS/GPNaF-0,625 y CS/GPNaF-2,5 respectivamente). El gel CS/GP puede
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considerarse como completamente amorfo debido al ancho halo que presenta y a la ausencia de
picos tipicos de estructuras cristalinas (Figura 40). Mientras que el patréon de difraccion
obtenido para CS/GPNaF-2,5 muestra un pico a un angulo 20 de 38°, el resultado obtenido para
CS/GPNaF-0,625 no muestra picos atribuibles a estructuras cristalinas. El pico observado en
CS/GPNaF-2,5, segtn la base de datos del software LOGIC puede relacionarse a estructuras
cristalinas pertenecientes a NaF. Estos resultados muestran que no hay evidencia de estructuras
cristalinas en CS/GPNaF-0,625, lo que puede ser atribuido a la baja concentraciéon de NaF en la

matriz.
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Figura 40. Difractograma de geles CS/GP con diferente
concentracion de NaF.

Modrzejewska y col. (2014) realizaron estudios de DRX en geles de CS-GP obteniendo
como resultado difractogramas muy diferentes a los mostrados en este trabajo [61]. Estas
diferencias se deben principalmente a que en la presente tesis los geles no fueron secados antes
de realizar el ensayo, mientras que en el trabajo citado los geles fueron liofilizados, lo cual

explica que tanto el GP como el CS formen estructuras cristalinas.

2.4.6 Ensayos de liberacion del principio activo
En el tracto gastrointestinal, el pH varia desde acido en el estbmago hasta neutro en el

tracto intestinal inferior. Ademas, estos valores cambian segtn el estado de alimentacion del
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individuo y su condicién de salud [121-123]. Con el fin de evaluar los hidrogeles de CS-GP
como una matriz para la liberacién controlada de farmacos en el tracto digestivo, se realizaron
ensayos de liberacion en medios de 4 valores diferentes de pH (4, 5, 6 y 7). Se estudiaron geles
con una concentracion de NaF de 0,625 y 2,5 % p/p (CS/GPNaF-0,625 y CS/GPNaF-2,5,
respectivamente).

Los geles CS/GPNaF-0,625 mostraron una liberacion sostenida de fluoruro durante al
menos 6 horas. En este periodo la liberacion fue menor al 70 %, exceptuando el perfil obtenido
cuando el pH fue de 5 donde la liberacion en ese lapso fue aproximadamente el 90 % (Figura
41.a). Similares resultados se obtuvieron para CS/GPNaF-2,5 aunque la fraccién del principio

activo liberado luego de 6 h fue sensiblemente menor (entre 40 % y 55 %) (Figura 41.b).
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Figura 41. Curvas de liberaciéon de fluoruro en medios de diferente
pH desde geles CS/GP con 0,625 % p/p (a) y 2,5 % p/p de NaF (b).

Estos resultados muestran que los hidrogeles estudiados en este trabajo lograron una
liberacién sostenida de fluoruro estudiado durante 6 h en un amplio rango de pH sin la
presencia de un marcado efecto burst. En contraste, matrices de CS desarrolladas en otros
trabajos obtuvieron un perfil de liberacion rapida en las primeras 3 h. Keegan y col. (2012)
desarrollaron particulas de CS mediante secado por aspersion (spray drying) obteniendo un
sistema con tiempos de liberaciéon mas cortos que los presentados en esta tesis [124]. Estos
autores proponen que las particulas secas se humectan rapidamente y que el fluoruro situado

cerca de la superficie se libera en un periodo corto de tiempo. Ademads, sostienen que el
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principio activo remanente migra de manera mas lenta debido a la formacién de un gel en la
capa externa de la matriz, lo cual reduce la hidratacién en el centro de la particula e incrementa
la longitud del camino de difusién. Una matriz nanoparticulada basada en CS para la liberacién
controlada de fluoruro fue estudiada por Nguyen y col (2017). Este sistema también mostr6 una
liberacion rapida la cual puede verse explicada por la alta relacion superficie/volumen de las
nanoparticulas [125].

La liberacion sostenida de CS/GP/NaF no podria atribuirse a la interaccion
electrostatica entre el CS y el fluoruro debido a que no se han podido observar los efectos de este
fendmeno en los estudios de FTIR realizados. Los hidrogeles de CS/GP/NaF no fueron secados
antes de la realizacion de las ensayos de liberacion, por eso no existe un hinchamiento marcado
cuando son sumergidos en un medio acuoso, por lo cual la tasa de liberacién no podria ser
explicada solo por el proceso de hidratacion.

Peng y col. (2013) estudiaron la liberacién de venlafaxina hidrocloruro, un principio
activo hidrosoluble (5,17 % p/v) y de peso molecular medio (277 g/mol), desde un gel de CS/GP
con una geometria de discos planos [65,126]. En ese trabajo se obtuvieron perfiles de liberacion
sostenida durante aproximadamente 30 horas, mayormente gobernada por procesos difusivos.

La liberacion sostenida lograda en los hidrogeles puede deberse a que, en comparacién a
los sistemas particulados presentados, los hidrogeles CS/GP/NaF poseen relacion
superficie/volumen menor y a que la velocidad de difusion a través de la matriz de los geles es
disminuida debido a la presencia de canales internos formados por la malla del gel que
aumentan su tortuosidad. Por otro lado, los tiempos de liberaciéon mas cortos en estos geles
comparados con los estudiados por Peng y col., pueden relacionarse a la diferencia en el tamano

de los principios activos estudiados y a la geometria de las matrices.

2.4.7 Cinética de la liberacion in vitro

Con el fin de estudiar la cinética y el mecanismo de liberacion del principio activo a partir
de los geles de CS/GP, se propusieron 3 modelos cinéticos semi-empiricos (orden cero,
Korsmeyer y primer orden) [65]. Los datos a ser ajustados por los modelos fueron obtenidos a
partir de un ensayo de liberacion de un gel CS/GP/NaF-0,625 en una solucién amortiguadora de
pH 7 llevado a cabo durante 24 h. La curva obtenida mostr6 que a las 14 h de ensayo se llegaba a

valores cercanos al 90 % de liberacion y luego se alcanzaba una asintota, por lo cual la regresién
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fue realizada utilizando solo los valores correspondientes al primer periodo. En la Tabla 15 se

muestran los parametros obtenidos para cada modelo utilizando el software OriginPro 8.0.

Tabla 15. Parametros de los modelos aplicados a las curvas de

liberacion del gel CS/GP/NaF-0,625

gel CS/GP/NaF-0,625
Orden cero Korsmeyer Primer orden
k 0,0669 0,1241 0,1318
n - 0,7303 -
4 0,9763 0,9795 0,9855
AlC -35,71 -50,06 -49,16

Se obtuvieron también dos pardmetros que definen la bondad de ajuste de cada modelo, r*

y el AIC. Para todos los modelos se obtuvo un coeficiente de determinacién alto (r*> 0,9). El

parametro AIC sirve para comparar diferentes modelos aplicados a un mismo set de datos, tal

que cuanto menor es el valor de AIC, mejor es el ajuste. El modelo de orden cero obtuvo un

valor mucho mayor a los otros dos modelos por lo cual puede considerarse que es el menos

apropiado de los tres, ademas esto se denota en la observacion de las curvas obtenidas a partir de

los modelos obtenidos (Figura 42). Los modelos predicen una liberacién constante en el tiempo

y no dependiente de la concentracion, lo cual no es el caso ya que la liberacion observada

presenta una asintota.
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Figura 42. Curva de liberaciéon de fluoruro a partir de un gel
CS/GP/NaF en una solucién amortiguadora de pH 7 y las curvas
predichas por los modelos de Orden cero, Korsmeyer y Primer orden.

Los modelos de primer orden y Korsmeyer tuvieron un desempefo similar (un valor de
AIC -49,16 y -50,16 respectivamente). Los modelos de primer orden tienen buen ajuste para los
casos de matrices porosas y principios activos de alta solubilidad en el medio estudiado, tal
como es el caso del API estudiado en este ensayo, cuya solubilidad es de aproximadamente
3 % p/p. Por otro lado observando el valor obtenido para el parametro # (0,7303) del modelo de
Korsmeyer se puede concluir que el mecanismo de liberacién no estd gobernado solamente por
un proceso Fickiano (n=0,45) ni por la relajacion de las cadenas poliméricas (n = 0,89), sino que

ambos fendmenos se ven involucrados [81,85].

2.4.8 Cinética de migracion de GP

Alternativamente se estudio la cinética de migracion del GP desde el gel hacia el medio
acuoso. Para tal fin se realizaron ensayos de liberacion de fosfato y sodio a partir de los
hidrogeles CS/GP.

Para la determinacién del contenido de fésforo se utilizé el método colorimétrico de Azul
de Molibdeno [127]. Los resultados obtenidos, si bien denotaban el aumento de la
concentracion de este ion en la solucidn con el paso del tiempo, presentaron un error grande
por lo cual no se muestran en la presente tesis. También se obtuvieron los espectros de FTIR de

geles CS/GP previamente sumergidos a un medio acuoso durante 1, 2, 4, 6, 8 y 10 horas. Se
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observa que la intensidad relativa del pico correspondiente al grupo fosfato (980 cm™) va
disminuyendo gradualmente en funcién del tiempo (Figura 43.a).

El analisis de la variacion de la concentracion de sodio se llevé a cabo teniendo en cuenta
que en los geles sin NaF el ion sodio es mayormente aportado por el GP, por lo cual un
seguimiento del aumento de la concentraciéon de sodio en el medio es por un lado un indicio de
la liberacion del GP, y por el otro también nos indica como es la liberacién de un API similar al
fluoruro (pequefio, hidrosoluble y de alta relacién carga/masa). Los resultados obtenidos
muestran que la migracion de este ion al medio es sostenida por al menos 6 h (Figura 43.b).

Estos resultados dan indicios de que el GP no forma parte de la estructura que consolida

el gel y que ademas la migracion de este compuesto hacia el medio es sostenida durante varias

horas.
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Figura 43. Espectros de FTIR de geles CS/GP con diferentes tiempos de exposicion al agua
(a). Curva de liberacion de sodio a partir de geles CS/GP (b).

El gel CS/GP demostré que logra perfiles de liberacion sostenida de iones de bajo peso
molecular, como fluoruro, sodio y glicerofosfato (19 g/mol, 22,9 g/mol y 170 g/mol
respectivamente), y de alta solubilidad acuosa.

Los geles de CS y GP han sido estudiados en la aplicaciéon de fairmacos de baja
solubilidad teniendo como objeto ser utilizados para la liberacién durante periodos largos (de
varios dias hasta meses) en aplicaciones parenterales. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en este capitulo, puede plantearse que este tipo de matriz puede aplicarse en la
liberacién controlada de farmacos de alta relacion carga/masa durante periodos mas cortos,

como los esperados para dosificaciones orales.
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2.5 Conclusiones parciales

En este capitulo se realizd la caracterizacion fisico-quimica de geles de CS y
glicerofosfato de sodio.

Estos geles demostraron ser estables en un amplio rango de pH, que abarcan desde
moderadamente acidos (pH 4) hasta neutros por mas de 48 h. En medios mas acidos los geles se
desintegraron en menos de 30 min.

Mediante espectroscopia infrarroja se logré observar que los geles antes de ser expuestos
a un medio acuoso presentaban los picos caracteristicos de CS y el GP y que la presencia de NaF
no modificé los espectros obtenidos. Ademas, con esta misma técnica se evidencié que el GP
migra de manera sostenida desde la matriz hacia el medio y que luego de 24 h no se observan los
picos caracteristicos de esta sustancia, por lo cual la matriz queda conformada solo por CS.

Los geles tuvieron un comportamiento viscoelastico en el rango de frecuencia y
deformacién ensayado. La exposicion a un medio acuoso modificé considerablemente sus
propiedades reoldgicas. Cuando los geles fueron expuestos a un medio de pH cercano a la
neutralidad (6) la viscosidad compleja aument6 luego de 24 h debido a la migraciéon del GP.

Los ensayos de barrido de frecuencia de los geles mostraron un decaimiento y
recomposicion tanto del modulo de almacenamiento como de la viscosidad compleja con el
aumento de la frecuencia. Este comportamiento se relaciona con una ruptura y posible
recomposicion de la estructura polimérica que conforma el gel. Este fenémeno ocurrié a
frecuencias menores en los geles expuestos a un medio de pH acido (2) durante 15 min,
mostrando que esta matriz se debilita en estas condiciones.

Los difractogramas muestran que los geles no presentaron fases cristalinas, a excepcién

de los cristales de NaF cuando la concentracion del principio activo fue de 2,5 %.

La liberacion del fluoruro desde los geles es sostenida por al menos durante 6 horas en
medios de diferente acidez y, segiin los modelos cinéticos semi-empiricos estudiados, este

fendmeno esta gobernado por procesos difusivos y de relajacion de las cadenas poliméricas.
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Capitulo 3 - Evaluacion in vivo
de los hidrogeles CS/GP/NaF

3.1 Introduccion

El fluoruro es la forma iénica del fltor, el elemento mas electronegativo, y es reconocido
por estimular la diferenciacion de osteoblastos y por sus propiedades anticariogénicas [75,128].
Este ion, al ser administrado por via oral es absorbido en el estdmago y en el intestino delgado.
Una vez en el torrente sanguineo, es incorporado en los tejidos mineralizados o excretado por
vias urinarias. En los niveles de ingesta habituales no se acumula en tejidos blandos [129].

La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por el incremento de la fragilidad
Osea y de la susceptibilidad a las fracturas de huesos debido a la pérdida de su densidad mineral.
El fluoruro, cuando es administrado en dosis adecuadas, incrementa la masa dsea reduciendo el
riesgo de fracturas vertebrales en pacientes con esta condicién [72]. El fluoruro en el tejido dseo
reemplaza el oxhidrilo en el cristal de la hidroxiapatita, formando fluorapatita que posee mayor
cristalinidad y estimula la proliferacion de células formadoras del tejido 6seo. La dosificacion
oral es la tinica via posible para lograr un efecto sistémico con fluoruro para el tratamiento de la
osteoporosis [79]. Sin embargo, se han reportado efectos negativos relacionados a este API
cuando es suministrado en altas dosis o de manera crdnica. La toxicidad del fluoruro puede
incluir desérdenes hormonales, alteraciones en el tejido 6seo y fluorosis dental [75-78].

En el desarrollo de este capitulo se compara la variacion de diversos parametros
bioldgicos como la excrecién de urinaria de fluoruro, la fluoremia, la fracciéon no absorbida a
nivel intestinal, la glucemia, la insulinemia y la fosfatemia en ratas luego de recibir una dosis de
fluoruro en un sistema de disponibilidad inmediata (solucién acuosa del principio activo) y en

una matriz de liberacién lenta (gel CS/GP/NaF).

3.2 Objetivos

Los objetivos planteados en este capitulo de la tesis fueron:
o Estudiar el efecto de la administracion oral de fluoruro en un gel CS/GP/NaF

en ratas.
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e Comparar la absorcion de fluoruro administrado oralmente en un gel
CS/GP/NaF y en una solucion acuosa en ratas.
e Estudiar la influencia de la dosificacion del fluoruro en un gel CS/GP/NaF en

los efecto negativos relacionados a las altas dosis de este principio activo.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Estudios in vivo

Los ensayos in vivo fueron realizados en el bioterio del Laboratorio de Biologia Osea de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario. Para realizar estos estudios
se emplearon ratas Sprague-Dawley hembras (100 - 150 g). Los animales se mantuvieron en
ayuno durante 12 h antes de la administracion del principio activo y luego fueron aislados en
cajas metabolicas con agua y comida ad libitum. Se recolectaron las heces y orina durante 24 h.
A todos se les suministr6 una dosis de fluoruro (entrampado en el gel CS/GP o en una solucion
acuosa) por una sonda orogastrica de pvc (medida k-35). Se tomaron muestras de sangre (100
uL) de la vena de la cola a diferentes intervalos de tiempo. La Figura 44 muestra una fotografia

del procedimiento de intubacidn orogastrica.

Figura 44. Imagen del proceso de intubado con una
sonda orogastrica.
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Se estudio el efecto de la forma de dosificacion del fluoruro en la fluoremia y el contenido
de fluoruro en heces y orina. Para esta determinacion se le suministr6é a 8 animales el NaF en
una solucién acuosa o en un hidrogel CS/GP. Ademas, se estudi6 el efecto del fluoruro en los
niveles plasmaticos de insulina, glucosa y fésforo. Para tal fin, a 5 animales se les dosifico el

principio activo en una solucién acuosa o en un hidrogel CS/GP.

3.3.2 Excrecion urinaria y fecal de fluoruro

La determinacion de la excrecion urinaria y fecal permite evaluar la farmacocinética y la
absorciéon gastrointestinal del fluoruro. Para ello se recolectaron durante 24 h ambos tipos de
excreciones de los animales tratados y se determind la masa de fluoruro contenida en ellas. Del
mismo modo, se determing el valor basal en animales no tratados.

La excrecién urinaria total fue obtenida utilizando los datos de concentracién de fluoruro
en orina y la diuresis en las 24 h posteriores a haberse efectuado el tratamiento. Las heces fueron
recolectadas durante las 24 h posteriores a la dosificacion del principio activo y la masa total de

fluoruro se determind por calcinacion-destilacion-potenciometria.

3.3.2 Fluoremia

Se sigui6 la evolucion de la concentracion del fluoruro en sangre (fluoremia) tomando
muestras de cada animal a diferentes intervalos de tiempo. Para cada determinacion se
extrajeron 100 pL sangre de vena de la cola y luego se determind la concentracién de fluoruro

por microdestilaciéon-potenciometria directa.

3.3.3 Determinacion de contenido de fluoruro en muestras

bioldgicas

En este trabajo la determinacién del contenido de fluoruro en las muestras bioldgicas
estudiadas se llevd a cabo siguiendo dos metodologias, potenciometria directa y
microdestilacion-potenciometria directa.

Para la determinaciéon por potenciometria directa cada muestra fue mezclada con una
solucion de ajuste de pH y fuerza idnica y luego se midi6 el potencial de la solucién con un

electrodo ion selectivo para fluoruro (ORION 94-09) y un electrodo de referencia Ag/AgCl.
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En la microdestilacién, una alicuota de muestra (100 puL para el caso de la sangre) fue
colocada en el fondo de tubo de 3 mL (camara de destilacion), tratandose luego con acido
fosforico concentrado durante 24 hs a 60 °C. El acido fluorhidrico desprendido de la muestra va
siendo atrapado sobre 5 pl de NaOH 1,65 N depositado en la tapa del tubo, durante el tiempo
que dura el proceso. Finalmente, la trampa de NaOH se ajusté a pH 5-5.5 con 60 pl de acido
acético glacial diluido 1/120 y se procedio a la determinacioén potenciométrica [93].

Para determinar el contenido de fluoruro en heces, éstas fueron previamente calcinadas a

600 °C durante 24 h y luego se realizd el proceso de destilacion-potenciometria.

3.3.4 Glucemia

La determinacion de glucosa se realizd con un kit comercial (Glucemia enzimatica
Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina). El método utiliza glucosa oxidasa y el color
desarrollado es proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra. La absorbancia se
midi6 a 505 nm con un espectrofotometro Perkin Elmer, lambda 11 y se procesaron
simultdneamente testigos de glucosa de 0,5, 1, 2 y 3 g/L. La determinacién se realiz6 por
duplicado y estuvo sujeta a control de calidad, repitiéndose las determinaciones si el coeficiente
de variacion de la determinacidn superara el 10%. En paralelo, se procesd una soluciéon control
de calidad de media y desvio estandar conocidos. Con el valor de la medicién se calcularon las
unidades de desvio estandar y si dicho valor estuvo fuera del intervalo [-2,2], se repitid el lote de

mediciones.

3.3.5 Insulinemia

La medida de la concentracién de insulina plasmatica se realiz6 con un contador de
centelleo solido Alfanuclear modelo Cmos utilizando un kit de radioinmunoensayo especifico
para insulina de rata (Rat insulin Millipore, USA). El ensayo se fundamenta en la competencia
entre la insulina de la muestra con hormona marcada con '*’I por anticuerpos especificos contra
insulina de rata. El manejo del material radiactivo se realiz6 de acuerdo a las normas
establecidas por la Autoridad Regulatoria Nuclear Argentina (norma ARN 10.1.1 de seguridad
radiolégica). La determinacidn se realizd por duplicado y estuvo sujeta a control de calidad,
repitiéndose las determinaciones si el coeficiente de variacién de la determinacién supera

el 10%.
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3.3.6 Fosfatemia

El fésforo inorganico se medié utilizando un kit comercial FOSFATEMIA UV AA
Wiener Lab, Rosario, Argentina. El método se fundamenta en la reaccién del fésforo con el
molibdato en medio acido y la formaciéon de un complejo fosfomolibdico. Para cada
determinacion se utilizé 5 uL de plasma o suero y simultaneamente se procesé una solucion
patron de 4 mg/dL de fosforo, con la que se construyd una curva de calibracion. La absorbancia
a 340 nm (medida en un espectrofotéometro Perkin Elmer Lambda 11) es proporcional a la
concentracion de fésforo inorganico en la muestra. La determinacién se realiz6 por duplicado y
estuvo sujeta a control de calidad, repitiéndose las determinaciones si el coeficiente de variacion
de la determinacion supera el 10%. Simultdneamente se proces6 una solucidn control de calidad
de media y desvio estandar conocidos. Con el valor de la medicién de esta solucién se calcularon
las unidades de desvio estandar y si dicho valor estuvo fuera del intervalo [-2,2], se repiti¢ el lote

de mediciones.
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3.4 Resultados

34.4.1 Farmacocinética del fluoruro

Las matrices farmacéuticas para dosificacion oral son expuestas a diferentes condiciones a
lo largo del tracto digestivo. Entre otros parametros se destaca la variacion del pH (desde entre 3
0 4 en el estémago hasta valores cercanos a la neutralidad en el intestino delgado y grueso). Otra
condiciéon cambiante a lo largo del tracto digestivo es el contenido enzimatico [122]. Los geles
CS/GP mostraron ser estables y sostener una liberacién controlada de NaF en el rango de pH de
4 a 7. De todos modos en los ensayos in vitro no se evaluaron variables como la degradacion
enzimatica del CS la cual puede modificar el desempenio de los geles.

En este capitulo se realizaron estudios in vivo para comparar farmacocinética del fluoruro
siendo administrado en un hidrogel CS/GP/NaF o en una solucidén acuosa. Se utilizaron ratas
hembras de la linea Sprague-Dawley en ayuno y la dosis suministrada a cada una fue de
0,84 mg de NaF/ 100 g de masa corporal. Teniendo en cuenta que los animales utilizados tenian
una masa de entre 100 y 150 g se opt6 por utilizar CS/GP/NaF-0,625, de esta forma las dosis de
hidrogel fueron entre 130 y 200 mg.

La concentracion de fluoruro en sangre de cada animal fue seguida durante 24 h luego de
suministrado cada tratamiento. Para cada animal se determind la fluoremia basal, es decir la
concentracion de fluoruro en sangre antes de recibir el principio activo. Este parametro era
esperable que fuese proximo a cero, pero se observaron valores superiores.

En las primeras 2 h posteriores a la aplicacion del principio activo, ambos tratamientos
mostraron resultados similares (Figura 45). Luego de 3 h de realizada la dosificacion, en el grupo
de animales tratados con una solucién acuosa de NaF se observo un aumento en la fluoremia,
por otro lado, este valor disminuy¢ en los animales tratados con CS/GP/NaF (3.62 + 1.49 ppm 'y
0.68 * 0.19 ppm respectivamente). Luego de 5 h la fluoremia en los animales sometidos a los dos
tratamientos decayd a niveles cercanos a 0 ppm y se mantuvo hasta el final del ensayo (24 h).
Estos resultados sugieren que la aplicacion del fluoruro en el gel CS/GP/NaF disminuye los picos
en la fluoremia observados cuando se dosifica el principio activo en una forma de disponibilidad
inmediata, por lo cual se puede suponer que el gel CS/GP/NaF actua como una matriz de

liberacidn sostenida in vivo.
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Figura 45. Variacion de la fluoremia en animales tratados con una
solucion acuosa de fluoruro de sodio (solucion NaF) y con un gel de
CS/GP/NaF (n = 8 por tratamiento).

3.4.2 Excrecion urinaria y fecal de fluoruro

Luego de la ingesta oral, el fluoruro puede ser absorbido en tracto gastrointestinal o
excretado en heces. El principio activo, una vez que alcanza el torrente sanguineo es removido
por dos mecanismos, por un lado puede ser incorporado por el tejido 6seo o bien excretado en
la orina. Es decir, que luego de su ingesta este ion puede tomar tres vias, la incorporacién en
tejido 6seo o la excrecion por via fecal o urinaria. Es por esto que se compard la fluoruria y la
excrecion fecal total de fluoruro luego de 24 h de comenzado cada tratamiento [74]. Los
resultados se expresaron como la relacion porcentual entre el contenido de fluoruro excretado y
la masa del ion suministrada a cada animal.

La Figura 46 muestra una grafica de cajas que representa los resultados obtenidos para la
excrecion urinaria. Los animales tratados con el gel CS/GP/NaF mostraron una excrecion del
principio activo por esta via significativamente inferior que los tratados con la soluciéon acuosa
(t de Student para datos no apareados, p<0,05). Ademas es destacable que la dispersion de los
valores de excrecion/dosis obtenidos en los animales tratados con el gel fue muy inferior al

obtenido para aquellos tratados con una solucidn acuosa (3,2 vs. 9,22; valor p < 0,05).
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Figura 46. Excrecion urinaria de fluoruro en animales tratados
con un hidrogel con NaF (CS/GP/NaF) y una soluciéon de
fluoruro de sodio (solucion NaF).

Los resultados obtenidos para la excrecion fecal de fluoruro (Figura 47) muestran que esta
variable fue similar para ambos tratamientos (t de Student de datos no apareados, p>0,05).

Tuleu y col. (1999) estudiaron el tiempo de residencia en el tracto gastrointestinal de
matrices inertes (particulas de vidrio y celulosa microcristalina y sin principios activos
farmacoldgicos) y no biodegradables [130]. Este trabajo reportd que, si bien la densidad y el
tamano de la matriz son influyentes, en todos los casos mas del 40 % del contenido ingerido no
fue excretado por via fecal después de 9 h. En el caso de los hidrogeles estudiados en este
capitulo existen otros factores que pueden tener influencia en este proceso, por ejemplo la
bioadhesividad en mucosas del CS o la degradacién enzimatica y microbiologica del
biopolimero. De todos modos, los resultados de excrecion fecal de fluoruro luego de 24 h de
administrado el principio activo no muestran diferencias significativas entre los tratamientos.
Esto puede atribuirse a que si bien la liberacion del fluoruro entrampado en el gel es lenta, el
largo tiempo de residencia en el tracto gastrointestinal derive en que la cantidad de fluoruro no
absorbido (o excretado) entre los tratamientos sea del mismo orden.

Por otro lado, es también destacable que la comparacion de la varianza en los valores de
relaciéon de excrecion fecal de fluoruro fue significativamente menor para el tratamiento

CS/GP/NaF (13,6 vs 49,63, valor p < 0,05).
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Figura 47. Excrecion fecal de fluoruro en animales tratados con
hidrogel con NaF (CS/GP/NaF) y una solucién acuosa de
fluoruro de sodio (solucion NaF).

De la observacién en conjunto de ambos parametros se puede concluir que la absorcién a
nivel intestinal es similar para ambos tratamiento y que la excrecién urinaria del principio activo
es menor cuando se dosifica en un gel CS/GP/NaF. Por lo tanto, puede postularse que la
inclusion del principio activo dentro de esta matriz mejora la biodisponibilidad del fluoruro
hacia el tejido dseo si es comparada con la dosificacion mediante una solucién acuosa. Por otra
parte, la menor dispersién de datos de excrecion urinaria y fecal cuando el fluoruro se halla
entrampado, indican que el comportamiento farmacocinético del fluoruro es mas predecible que

cuando se administra en solucién acuosa.

3.4.5 Insulinemia y glucemia
Se ha reportado que el fluoruro posee efectos en la regulaciéon de la glucosa sérica
mediante la inhibicidn de secrecidn de insulina. Estos efectos fueron estudiados comparando los
niveles en plasma de insulina (insulinemia) y glucosa (glucemia) antes y después de 1 h de la
administracion oral de fluoruro. Se observd que luego de este periodo la glucemia aument6
debido a la disminucién de los niveles plasmaticos de insulina relacionados a una inhibicién de
la secrecion de esta hormona en los islotes de Langerhans dependiente de la dosis de

fluoruro[78].
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En esta tesis se estudi6 si la inclusion del fluoruro dentro de un gel lograba disminuir este
efecto. Es por esto que se compararon los niveles de glucemia e insulinemia en ratas, antes y
después de 60 min de la dosificaciéon oral de fluoruro (2,5mg/100 g de masa corporal)
suministrado mediante los dos tratamientos estudiados a lo largo de este capitulo.

En la Figura 48 se representan los resultados obtenidos en cada animal estudiado. En 4 de
las 5 ratas tratadas con CS/GP/NaF, el nivel de insulina en sangre aumentd, mientras que en 4 de
las 5 animales tratados con una solucion acuosa este valor descendié (Figura 48.a). El andlisis
estadistico de los resultados (Tabla 16) indica que las variaciones obtenidas en ambos
tratamientos son significativas (t de Student para datos apareados, p<0,05).

Los resultados obtenidos para la evolucién de la glucosa en sangre (Figura 48.b) muestran
que este parametro disminuyd en al menos 3 de las 5 ratas que recibieron el principio activo en
un gel, en contraposicion, en todos los animales tratados con una solucién acuosa de fluoruro de
sodio aument¢ la glucosa en sangre. El aumento en la glucemia de los animales tratados con una
solucion de fluoruro fue estadisticamente significativo (t de Student para datos apareados,
p<0,05).

Estos resultados muestran que los parametros obtenidos en los animales tratados con una

solucion acuosa de fluoruro son concordantes con los reportados por Menoyo y col. (2005) [78].

Tabla 16. Variacion en la insulinemia, glucemia y fosfatemia en animales
tratados con CS/GP/NaF o con una solucion acuosa. d.s es desviacion estandar.

Tratamiento promedio d.s. valor p
insulinemia Solucidn acuosa -33,31 28,62 0,03*
(ng/L) CS/GP/NaF 53,83 39,88 0,02*
glucemia Solucidn acuosa 0,11 0,08 0,02*
(g/L) CS/GP/NaF 0,01 0,13 0,46
fosfatemia Solucidén acuosa 1,97 1,78 0,035*
(mg/dL) CS/GP/NaF -0,88 2,07 0,19

Los resultados fueron considerados estadisticamente (*) significante si p<0,05.
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Figura 48. Variacion de los valores de insulinemia (a) y glucemia (b) en
animales tratados con CS/GP/NaF (Gel) o una solucion acuosa (solucion).

3.4.6 Fosfatemia

Di Loreto y col. (2006) reportd que ratas sometidas a una dosis oral de fluoruro de sodio
de entre 1,26 y 3,40 mg/100 g de masa corporal incrementaron su nivel de fésforo en plasma
luego de una hora de haberse suministrado el principio activo[131]. Ademas, animales tratados
con dosis similares de fluoruro durante periodos mas largos (30 dias) mostraron una
disminucién en el contenido de fdésforo 6seo, lo cual se relaciona con el aumento de la
concentracién de fosforo en plasma.

Se estudio si la dosificacion del fluoruro en el gel CS/GP revertia el efecto agudo del
fluoruro en la fosfatemia. Para tal fin, se compararon las concentraciones de fosforo en sangre
en animales tratados con una solucién o un gel portador de fluoruro (2,5 mg/100 g de masa
corporal) antes y 60 min después de comenzado el tratamiento. Los resultados obtenidos para

cada animal se representan en la Figura 49.
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En los animales pertenecientes al grupo tratado con una solucién acuosa de fluoruro, este
parametro aumentd en el periodo estudiado (p<0,05), lo cual estd en concordancia con lo
reportado con Di Loreto y col. Contrariamente, la fosfatemia no vari¢ significativamente en este

lapso de tiempo en los animales tratados con el gel (Tabla 16).

Fosfatemia (mg/dL)
0
\
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© — * Solucion
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Figura 49. Variacion de los valores de fosfatemia en animales tratados
con CS/GP/NaF (Gel) o una solucion acuosa (Solucion).

Los resultados de glucemia, insulinemia y fosfatemia sugieren que los efectos negativos
del fluoruro previamente reportados, disminuyen cuando el fluoruro es administrado en un
hidrogel CS/GP. Probablemente esta diferencia entre tratamientos se deba a que el principio
activo estd entrampado en una matriz de liberacién controlada. En consecuencia, la tasa de
absorcion del principio activo es menor, lo que conlleva a la reducciéon de los valores de
fluoremia, los cuales son los responsables de la perturbacién en la glucemia, insulinemia y
fosfatemia.

Se destaca que durante los ensayos in vivo llevados a cabo en este trabajo no se observaron
cambios ni en el estado de salud general ni de comportamiento en los animales sometidos a

ambos tratamientos.

3.5 Conclusiones parciales

Se realizé el estudio del desempeiio in vivo de los geles CS/GP/NaF en ratas. Para tal fin se
observd la variacion de la fluoremia, fosfatemia, insulinemia y glucemia luego de la dosificacién

de una solucién acuosa de fluoruro y del gel CS/GP/NaF.
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De la comparacién de la evolucion de la fluoremia en el tiempo luego de la dosificacién
del principio activo se destaca que la aplicacion del fluoruro en un gel CS/GPNaF disminuia los
valores altos de fluoremia observados luego de 3 h de comenzado el ensayo.

Mientras la absorcion de fluoruro en el tracto gastrointestinal fue similar en ambos, la
excrecion urinaria fue significativamente inferior en los animales tratados con el gel
CS/GP/NaF, por lo cual se puede inferir que la incorporaciéon de fluoruro en el tejido dseo es
superior cuando es suministrado en un gel de CS-GP.

Se evaluo la influencia de la forma de dosificacién del fluoruro en alguno de los efectos
adversos relacionados a las altas dosis de fluoruro. En los tres parametros estudiados
(disminucion de la insulinemia e incremento en la glucemia y fosfatemia), cuando se administrd
el principio activo en un gel CS/GP/NaF no se manifestaron las perturbaciones previamente

reportadas en la bibliografia.
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Conclusiones
Capitulo 1 - Microparticulas de quitosano:

Se obtuvieron las condiciones experimentales que permitieron la inclusiéon de NaF en
particulas de CS utilizando la tecnologia de lecho fluido.

Se elaboraron particulas de CS-NaF variando los componentes de la formulacion y se
caracterizaron por FTIR, andlisis granulométrico, microscopia electronica de barrido y la
liberacion del fluoruro mediante métodos potenciométricos.

En primera instancia se utiliz6 el CS sin tratamiento previo y luego estudi6 la
incorporacion de un acido débil en la formulacion de las particulas para incrementar la
interaccion entre el CS y el fluoruro. Si bien las particulas se pudieron procesar sin
inconvenientes obteniéndose buenos valores de secado y eficiencia de inclusiéon del fluoruro de
sodio, los perfiles de liberaciéon obtenidos mostraron que durante los primeros 15 min la
mayoria del fluoruro incluido era liberado al medio.

También se estudio el efecto de separacion por tamaiio del CS antes de procesarlo en el
lecho fluido y se observd que las particulas de tamafio menor a 75 um presentaron grandes
aglomerados indeseados. Por otro lado, cuando la granulometria fue mas grande el
procedimiento pudo ser llevado a cabo sin ningtin inconveniente. Los perfiles de liberacion de
fluoruro también fueron rapidos en los primeros minutos.

Se ensay¢ la aplicacion de recubrimientos de PVP (soluble en agua) y EUDRAGIT® RS
(insoluble en agua) por lecho fluido sobre las particulas de quitosano-NaF. Los resultados de
FTIR y SEM muestran que se logré aplicar una pelicula polimérica pero la liberacién también
fue acelerada.

También se realizd un recubrimiento por EUDRAGIT® RS por inmersion. En estas
condiciones la liberacion de fluoruro fue lenta y la velocidad dependia del tiempo de exposicion
de las particulas a la solucion del polimero.

Finalmente se ajustaron los valores de la curva de liberacion el API obtenidos para las
particulas recubiertas por inmersiéon a modelos cinéticos de orden cero, Korsmeyer-Peppas y
primer orden. El modelo de Korsmeyer-Peppas fue el que mejor se ajusto a los valores medidos
y el exponente de este modelo corresponde a un efecto de liberacién mixto a través de la capa

polimérica y los poros de ésta.
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Capitulo 2 - Hidrogeles de CS-GP:

En este capitulo se realizd la caracterizacion fisico-quimica de geles de quitosano y
glicerofosfato de sodio.

Estos geles demostraron ser estables en un amplio rango pH, que abarcan desde
moderadamente acidos (pH 4) hasta neutros por mas de 48 h. En medios mas acidos los geles se
desintegraron en menos de 30 min.

Mediante espectroscopia infrarroja se logro observar que los geles antes de ser expuestos
a un medio acuoso presentaban los picos caracteristicos de quitosano y el GP y que la presencia
de NaF no modificé los espectros obtenidos. Ademas, con esta misma técnica se evidencio que el
GP migra de manera sostenida desde la matriz hacia el medio y que luego de 24 h no se
observan los picos caracteristicos de esta sustancia, por lo cual la matriz queda conformada solo
por quitosano.

Los geles tuvieron un comportamiento viscoeldstico en el rango de frecuencia y
deformacién ensayado. La exposicion a un medio acuoso modificé considerablemente sus
propiedades reoldgicas. Cuando los geles fueron expuestos a un medio de pH cercano a la
neutralidad (6) la viscosidad compleja aumenté luego de 24 h debido a la migracion del GP.

Los ensayos de barrido de frecuencia de los geles mostraron un decaimiento y
recomposicion tanto del médulo de almacenamiento como de la viscosidad compleja con el
aumento de la frecuencia Este comportamiento se relaciona con una ruptura y posible
recomposicion de la estructura polimérica que conforma el gel. Este fenémeno ocurrié a
frecuencias menores en los geles expuestos a un medio de pH dacido (2) durante 15 min,
mostrando que esta matriz se debilita en estas condiciones.

Los difractogramas muestran que los geles no presentaron fases cristalinas, a excepcion
de los cristales de NaF cuando la concentracion del principio activo fue de 2,5 %.

La liberacion del fluoruro desde los geles es sostenida por al menos durante 6 horas en
medios de diferente acidez y, segin los modelos cinéticos semi-empiricos estudiados, este

fendmeno esta gobernado por procesos difusivos y de relajacion de las cadenas poliméricas.
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Capitulo 3 - Evaluacion in vivo de Ilos
hidrogeles CS/GP/NakF:

Se realizé el estudio del desempefio in vivo de los geles CS/GP/NaF en ratas. Para tal fin se
observd la variacioén de la fluoremia, fosfatemia, insulinemia y glucemia luego de la dosificacién
de una solucién acuosa de fluoruro y del gel CS/GP/NaF.

De la comparacion de la evolucion de la fluoremia en el tiempo luego de la dosificacion
del principio activo se destaca que la aplicacion del fluoruro en un gel CS/GPNaF disminuia los
valores altos de fluoremia observados luego de 3 h de comenzado el ensayo.

Mientras la absorcion de fluoruro en el tracto gastrointestinal fue similar en ambos, la
excrecion urinaria fue significativamente inferior en los animales tratados con el gel
CS/GP/NaF, por lo cual se puede inferir que la incorporaciéon de fluoruro en el tejido dseo es
superior cuando es suministrado en un gel de CS-GP.

Se evaluo la influencia de la forma de dosificacién del fluoruro en alguno de los efectos
adversos relacionados a las altas dosis de fluoruro. En los tres parametros estudiados
(disminucion de la insulinemia e incremento en la glucemia y fosfatemia), cuando se administrd
el principio activo en un gel CS/GP/NaF no se manifestaron las perturbaciones previamente

reportadas en la bibliografia.

Conclusiones generales:

En esta tesis se desarrollaron diferentes matrices basadas en quitosano para la liberacion
controlada de fluoruro de sodio. Dentro de todas las formulaciones estudiadas se destacan las
particulas recubiertas por inmersién con EUDRAGIT® y los geles de quitosano-glicerofosfato.
En ambos casos se lograron tiempos de liberacion prolongados (mayores a 3 horas). Ademas, los
geles mostraron mejorar la absorcion del fluoruro y contrarrestar algunos de los efectos
secundarios tipicos presentes en el principio activo estudiado cuando fueron administrados in

vivo.
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