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RESUMEN

La CH esta indicada en el manejo de la hipertensién sola o en combinacién con otros
farmacos, pero presenta una baja solubilidad y estabilidad, limitando su uso en el desarrollo
de nuevas alternativas farmacéuticas. Se utilizaron tecnologias de secado por aspersion de
emulsiones dobles (SDE) para mejorar la estabilidad de CH utilizando Eudragit L30D-55
(EUD), Opadry Il (OPA) o Kaollicoat IR (KIR) como materiales de pared. Las microcipsulas de
SDE que contenian CH se evaluaron en cuanto al tamafio de particula, morfologia, perfiles de
liberacion, almacenamiento acelerado y estabilidad termo-oxidativa. Las microcapsulas
mostraron mayor solubilidad (> 80% en 15 min), menor degradacion (<2%) en condiciones de
almacenamiento acelerado y menor degradacion termo-oxidativa que el CH. La confirmacién
de la estabilidad quimica de las sustancias por las técnicas convencionales no tiene en cuenta
las variaciones en la energia de activacién (Ea) de las microcapsulas, que pueden influir en el
desempefo de los productos farmacéuticos. Se empled el estudio de estabilidad térmica
oxidativa para CH cuya estabilidad es critica, fue util para discriminar entre las formulaciones
y evaluar las formulaciones que presenten mayores valores de Ea comparado con un estudio
de estabilidad acelerada con éxito. En solidos orales, es indispensable evaluar la liberacién
del farmaco de la formulacién y su biodisponibilidad. La disolucién y la permeabilidad
gastrointestinal son parametros fundamentales que describen la velocidad y el nivel de
absorcion. Estos andlisis permiten evaluar los procesos de absorcién por via oral y son
empleados como criterios para el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica. En este proyecto,
se trabajo con el modelo cinético continuo de disolucion y permeabilidad in vitro para evaluar
el efecto de la formulacion sobre la absorcibn de CH microencpsulada de liberaciéon
inmediata. El andlisis de resultados de la disolucion y permeabilidad revelan que la
microencapsulacion ha mejorado la solubilidad del farmaco y por ende el paso a través de las
membranas del epitelio intestinal. El tamafio promedio de las microcapsulas fue de 5 ym. El
perfil de disolucién de la CH microencapsulada con respecto al farmaco mejor6 en un 80%, la
cantidad permeada (ABCy°) y la velocidad de permeacion (kp) fue 7.35 pg/mL y 0.345 min,
respectivamente. Basado en los resultados anteriores la técnica de microencapsulacion puede
ser un candidato potencial para mejorar la absorcion oral de la CH en los seres humanos.

Palabras clave: Clortalidona, emulsiones dobles, microcapsulas, secado por aspersion,
estabilidad.
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ABSTRACT

Chlorthalidone (CH) is indicated in the management of hypertension either alone or in
combination with other antihypertensive drugs, but it displays poor solubility and stability limiting
its use in the development of new pharmaceutical alternatives. Spray-drying of double
emulsions (SDE) technologies were used for enhancing the stability of CH by using Eudragit
L30D-55 (EUD), Opadry Il (OPA), or Kollicoat IR (KIR) as wall materials. SDE microcapsules
containing CH were evaluated for particle size, morphology, release profiles, accelerated
storage, and thermo-oxidative stability. Both types of microcapsules showed higher solubility
(>80% in 15 min), lower degradation (<2%) under accelerated storage condition, and lower
thermo-oxidative degradation than pure CH. However, SDE microcapsules showed smaller
particle sizes (<16 ym), which widens the opportunity of incorporating microcapsules to dosage
forms requiring different particle sizes for achieving their functionality. Confirmation of the
chemical stability of the substances by conventional techniques does not consider the
variations in Ea of the microcapsules, which may influence the performance of the
pharmaceutical products. A study of oxidative thermal stability for drugs whose stability is
critical, so that it can be discriminated between the formulations in a shorter time and only
evaluate the formulations that present higher values of Ea, by an accelerated stability study
with a high probability of success. In the development of solid oral dosage forms, it is
indispensable to assess the release of the drug from the formulation and its bioavailability.
Gastrointestinal dissolution and permeability are fundamental parameters that describe the rate
and level of absorption. These analyzes allow the evaluation of oral absorption processes and
are used as criteria for the Biopharmaceutical Classification System. In this project, we worked
with the continuous kinetic model of in vitro dissolution and permeability to evaluate the effect
of the formulation on the absorption of immediate release microencapsulated CH. Analysis of
dissolution and permeability results reveal that microencapsulation has improved the solubility
of the drug and thus the passage through the membranes of the intestinal epithelium. The
average size of the microcapsules was 5 u. The dissolution profile of the microencapsulated
CH with the drug was improved by 80%, the permeated amount (ABC,°) and the permeation
rate (kp) was 7.35 pg / mL and 0.345 min respectively. Based on the above results the
microencapsulation technique may be a potential candidate to improve oral absorption of CH

in humans.

Keywords: Chlorthalidone; double emulsions; microcapsules; spray-drying; stability
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABCy = Area bajo la curva de cero a infinito
[ = Concentracion

uL = Microlitros.

pum = Micrémetro.

ACN = Acetonitrilo

CIVIV = Correlaciones in vitro-in vivo

cm = Centimetros.

cv = Coeficiente de variacion.

DE = Desviacion estandar.

Ea = Energia de activacion

EUD = Eudragit L30D-55

HPLC = Cromatografia de liquidos de alta resolucion.
Iny = Inyeccion.

K = Factor de capacidad

KIR = Kollicoat IR

Kp = Velocidad de permeacion

mg = Miligramos.

min = Minutos

mL / min Mililitro por minuto

mL = Mililitros.

mm = Milimetro.

mtas = Muestras.

nm = Nanometros.

NOM = Norma Oficial Mexicana.

NPT = NUmero de platos tedricos

OPA = Opadry Il

r = Coeficiente de correlacion.

r? = Coeficiente de determinacion.

SCB = Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica
SDE = Secado por aspersion de emulsiones dobles
Vol = Volumen.

A = Longitud de onda.
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1. INTRODUCCION
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El proceso de absorciébn de farmacos comprende el paso desde el lugar de
administracién hasta la circulacion sistémica. Existen multiples factores que no solo
condicionan el proceso de absorcién, sino que también factores que pueden alterar el normal
desarrollo del proceso. La tasa de absorcion depende de los siguientes pardmetros:
caracteristicas fisicoquimicas de la molécula, forma farmacéutica, lugar de absorcion y

eliminacion pre-sistémica del farmaco.

Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas, la solubilidad y permeabilidad de
farmacos juega un papel muy importante en el desarrollo de formas farmacéuticas sélidas
orales que garanticen dicha absorcion y para ello se ha estudiado a los farmacos mediante el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) que es un marco cientifico para clasificar a
los farmacos en base de su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal, considerando tres
factores: disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal que gobiernan la velocidad y
cantidad de absorcién del principio activo desde una forma farmacéutica soélida oral de

liberacion inmediata.

Conforme a dicha clasificacion los farmacos caracterizados como baja solubilidad, baja
permeabilidad (Clase V) presentan poco interés en los procesos de desarrollo de
medicamentos ya que resulta complicado caracterizar su absorcién presentando problemas
significativos para una liberacién oral efectiva y por otro lado en la formulacion de
medicamentos genéricos la correlacion in vitro-in vivo es limitada o simplemente puede no

existir.

Otra caracteristica importante en la investigacién con farmacos es la estabilidad, ya
gue la calidad de las moléculas o medicamentos varia conforme el tiempo por la influencia de
diferentes factores ambientales, tales como la temperatura, la humedad y la luz, entre otros
(radiaciones electromagnéticas, etc.). Para lo cual se han desarrollado estudios de estabilidad
donde se incluye la evaluacion de los factores relacionados con el producto mismo que influyen
en su calidad, como, por ejemplo, la interaccion del farmaco con los componentes del
excipiente, con el sistema de envase y cierre y los materiales de empaque, asi como la
incompatibilidad entre diferentes farmacos dentro de una misma formulacién, como por

ejemplo entre las vitaminas de un producto multivitaminico.
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Como una alternativa tecnologica para modificar la solubilidad, permeabilidad y
estabilidad de farmacos, la microencapsulacion que es aplicada para preservar y/o proteger
(de la oxidacion, interaccién con otros compuestos, enmascaramiento de sabor, etc.)
numerosos ingredientes comerciales se pueden emplear en la industria farmacéutica. La
microencapsulacién se compone de dos tipos de materiales, el que es cubierto refiere a la fase
interna y el que recubre es llamado pared y se busca que no reaccione con el material a

encapsular.

Las microcapsulas presentan una amplia variedad de estructuras, algunas son de
geometria esférica con una fase interna y pared continua (estructura de particula simple),
mientras que otras pueden tener una geometria irregular y con fase interna distribuida en una
matriz de material de pared (estructuras agregadas) y aunque hay diversas opiniones del

intervalo de tamano al que pertenecen, la mayoria se encuentran entre 0.2 a 5000 um.

Para preparar las microcipsulas, hay numerosas técnicas y se ha sugerido que podrian
identificarse mas de 200 métodos en la literatura de patentes. No obstante, algunos autores
clasifican a los métodos de encapsulacién en: quimicos y fisicos. Como métodos quimicos
pueden citarse: coacervacién compleja, polimerizacion interfacial, gelificaciébn idnica,
incompatibilidad polimérica y atrapamiento en liposomas, entre los métodos fisicos se
encuentran: secado por aspersion y encapsulacion por granulacién. La seleccion del método
estara en funcién del presupuesto, los costos, las propiedades del material a encapsular, el

tamafio deseado de las microcépsulas, la aplicacion y los mecanismos de liberacion.

Por tal motivo el interés de este trabajo fue: (1) Microencapsular farmacos tipo 1V del
sistema de clasificacién biofarmacéutica (Clortalidona) mediante las técnicas de secado por
aspersion, evaluando liberacion in vitro, estabilidad, biodisponibilidad y optimizacion de la
formulacion y (2) Determinar y comparar el perfil cinético de permeabilidad en un modelo de

intestino de rata de los microencapsulados de Clortalidona con respecto al farmaco cristalino.
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Cuando un paciente se dirige a una farmacia y presenta una receta recibe a cambio de
ésta medicamentos que se presentan en diferentes formas farmacéuticas. Estas diferentes
formas o medios de transporte influirdn en la actividad terapéutica de dichas substancias
(Alfonso R, 2007). Las formas farmacéuticas pueden ser preparadas por un farmaceéutico
conforme a la formula prescrita por un médico (férmulas magistrales), preparadas de acuerdo
con las reglas de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (formulaciones oficiales) y
elaboradas con formulas autorizadas por la Secretaria de Salud en establecimientos de la

industria farmacéutica (especialidades farmacéuticas) (Salud, 2008).

La elaboracién de las formas farmacéuticas es de suma importancia para garantizar
una utilizacion racional de los farmacos adaptandolos a la via de administracion adecuada,
tiene ademas otros objetivos importantes tales como: favorecer la conservacién de los
farmacos y protegerlos contra factores de alteracion (estabilidad), enmascarar y corregir las
caracteristicas organolépticas (olores o sabores desagradables, reacciones dolorosas, etc.),
modificar su solubilidad, permeabilidad entre otras muchas otras funcionalidades (Lieberman
y col., 1989).

2.1. Caracteristicas en la absorcién de farmacos

La accién de cualquier farmaco requiere que haya una concentracion adecuada de este
en el medio que bafia el 6rgano diana, para la mayoria de los farmacos el efecto se relaciona

con el tiempo entre el aumento y la disminucién en la concentracién en el tejido diana.

El proceso de absorcion comprende los procesos de liberacion del farmaco de su forma
farmacéutica, su disolucion, la entrada de los farmacos en el organismo desde el lugar de
administracién, los mecanismos de transporte y la eliminacién pre-sistémica, asi como las
caracteristicas de cada via de administracion, la velocidad y la cantidad con que el farmaco
accede a la circulacion sistémica y los factores que pueden alterarla. El conocimiento de las
caracteristicas de absorcion de un farmaco es util para seleccionar la via de administracion y
la forma farmacéutica 6ptimas para cada caso, asi como para conocer las repercusiones que
pueden tener sobre la respuesta la existencia de factores que alteran la velocidad de absorcidon

o la cantidad absorbida.
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La absorcién de un farmaco depende de las siguientes caracteristicas:

a) Caracteristicas fisicoquimicas del farmaco. Comprenden el peso molecular que
condiciona el tamafio de la molécula, la liposolubilidad y su caracter &cido o alcalino, que, junto
con su pKa, condicionan el grado de ionizacién. De estos factores depende el mecanismo por
el cual se produce la absorcion (difusion pasiva, filtracion y transporte activo) y la velocidad a

la que se realiza.

b) Caracteristicas de la preparacion farmacéutica. Para que el farmaco se absorba,
debe estar disuelto. La preparacion farmacéutica condiciona la velocidad con que el farmaco
se libera, se disgrega y se disuelve. Algunas caracteristicas son: la formulacion (solucion,
polvo, cdpsulas o comprimidos), el tamafio de las particulas, la presencia de aditivos y
excipientes y el propio proceso de fabricacion.

c) Caracteristicas del lugar de absorcién. Dependen de la via de administracién (oral,
intramuscular o subcutanea). En general, la absorcién sera tanto mas rapida cuanto mayor y
mas prolongado sea el contacto con la superficie de absorcién. Algunas de estas
caracteristicas son: la superficie y el espesor de la membrana, el flujo sanguineo que mantiene
el gradiente de concentracién; en la administracion oral, el pH del medio y la motilidad

gastrointestinal y en la administracion intramuscular o subcutanea, los espacios intercelulares.

d) Eliminacion presistémica y fendmeno «primer paso». Por cualquier via que no sea
la intravenosa puede haber absorcion incompleta porque parte del farmaco administrado sea
eliminado o destruido antes de llegar a la circulacion sistémica. Por ejemplo, por via oral, un
farmaco puede eliminarse por las heces antes que se complete su absorcién, puede ser
quelado, degradado por la accion del pH acido del estbmago o de las enzimas digestivas y
metabolizado por las bacterias de la luz intestinal; una vez absorbido, puede metabolizarse en
el epitelio intestinal en el higado (primer paso hepatico) o en los pulmones antes de llegar a la

circulacién sistémica.

Se entiende por primer paso hepatico la metabolizacion del farmaco absorbido en el
tracto gastrointestinal que llega al higado a través de la vena porta y que se metaboliza en él
antes de llegar a la circulacién sistémica. La fraccion de extraccion hepética es la fraccion del

farmaco que hay en el cuerpo que se metaboliza en un solo paso por el higado. Los farmacos
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con primer paso hepatico (Tabla 1) poseen una fraccidon de extraccion alta, mayor de 0,7, lo
gue significa que menos del 30% de la dosis absorbida alcanzar la circulacion sistémica. El
primer paso hepético explica que la biodisponibilidad de algunos 3-bloqueantes sea inferior al
30% a pesar de que su absorcidn gastrointestinal es completa; también explica que la dosis

por via oral deba ser notablemente mayor que aquélla por via intravenosa.

Tabla 1. Ejemplos de farmacos cuya absorcién se ve afectada por primer paso hepatico.

Amitriptilina Citarabina Metilfenidato
Clorpromazina Morfina Dextropropoxifeno
Naloxona Isosorbida Nifedipino
5-Fluorouracilo Hidralazina Imipramina
Propranolol Ketamina Labetalol
Verapamilo Lidocaina Clortalidona

2.2. Caracteristicas fisicoquimicas de farmacos

Siendo el proceso de absorcion el componente fundamental para la formulacién de
nuevos e innovadores sistemas de trasporte para farmacos es necesario considerar lo que le
sucede al medicamento cuando es administrado por via oral. Una vez ingerida la forma
farmacéutica, el farmaco sufre diferentes procesos hasta llegar a disolverse en el fluido del
tracto gastrointestinal (TGI) y posteriormente ser absorbido como se presenta en la Figura 1.
El medicamento, en primer lugar, se desintegra en granulos o agregados; a continuacion, estos
granulos se rompen y originan particulas individuales, en las cuales posteriormente entran en
solucion las del farmaco. Estando en solucidn, el farmaco esta en posibilidad de ser absorbido,
para lo que debe sufrir un proceso de permeaciéon y posterior conduccion hacia la sangre
(Amidon y col., 1995; El-Kattan Ay col., 2011; Guerra P, 2005).
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Figura 1. Mecanismo y distribucién de farmacos.

(Contribucién de https://sandt.wikispaces.com/ are licensed under a Creative Commons Attribution Share-Alike 3.0 License).

La disolucion representa el Ultimo paso de la liberacion del farmaco a partir del sistema
de entrega, estado que se requiere para que pueda ser absorbido y asi ejerza su efecto
farmacologico (la excepcién serian aquellos farmacos que no requieren ser absorbidos por
tener una accién local) (Guerra P, 2005). Cada uno de estos procesos involucra diferentes
propiedades fisicoquimicas del farmaco que determinan la velocidad a la que estos eventos
ocurren y por ende definen la velocidad de absorcién. En el caso de la disolucién, la solubilidad
es la propiedad fundamental que la define, sin dejar de lado otros factores como la superficie
y el coeficiente de difusion (El-Kattan Ay col., 2011; Guerra P, 2005).

La permeacion esta determinada por el coeficiente de permeabilidad, el cual a su vez
depende del coeficiente de reparto del principio activo. Sin embargo, no es el coeficiente de
reparto una de las propiedades que permite la clasificacién del farmaco, porque en términos
generales, la permeabilidad refleja mejor el comportamiento in vivo ya que esta considera,
ademas del coeficiente de reparto, al coeficiente de difusion y al espesor de la membrana
(Guerra P, 2005).

La estimacion de la permeabilidad a través del epitelio intestinal es una herramienta
valiosa para determinar los factores que limitan el potencial de absorcion y la biodisponibilidad,
la cual esta intimamente relacionada con la estructura molecular del farmaco, las propiedades
fisicas y bioquimicas de la membrana celular. Los niveles de complejidad para estos estudios

son variados; en general, los métodos utilizados se dividen en biologicos (técnicas que
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emplean organos y tejidos aislados y cultivos celulares) y no biologicos (técnicas
computacionales basados en parametros fisicoquimicos) (Mahajan y col., 2012).

2.3. Sistema de clasificacion biofarmaceutica (SCB)

El SCB es un marco cientifico para clasificar un farmaco considerando su solubilidad
acuosa y su permeabilidad intestinal y en combinacion con la disolucién del medicamento,
considera los tres factores mas importantes que modulan la velocidad y cantidad absorbida de
un principio activo, a partir de formas farmacéuticas solidas de administracion oral (Guerra P,
2005). Para entender el papel que desempefia cada una de estas propiedades en el proceso
de absorcion y con objeto de desarrollar un modelo cuantitativo y predictivo de dicho proceso,

a continuacion, se presenta la fundamentacion relacionada con este tema.

La biodisponibilidad sistémica de un farmaco depende de la fraccion absorbida y del
metabolismo intestinal o hepatico que pueda darse (Liu Y y col., 2010; Reynoso M, 2003). Esta
fraccion absorbida corresponde a la cantidad de farmaco que pasa del lumen intestinal al
torrente sanguineo y que puede ser obtenida a partir de las concentraciones plasméaticas por
diferentes métodos matematicos como los de Wagner-Nelson, Loo-Riegelman y de
deconvolucion (Reynoso M, 2003) o estimadas a partir de valores de permeabilidad
(Stavchansky S, 2006; Velicky M y col.,, 2011). Este paso del farmaco del sitio de
administracién a la sangre involucra su absorcion, definida a su vez por los procesos de
disolucién y permeacion de este. Existen muchos factores del TGl que limitan tanto la
velocidad de disolucion de un farmaco como su velocidad de permeacion. Esto es
especialmente critico para farmacos poco solubles en agua, para los cuales la solubilidad
puede verse influida por variables como el volumen de los fluidos gastrointestinales, el pH y la
presencia de sales biliares y alimentos. Incluso el vaciado gastrico y el transito gastrointestinal
son aspectos importantes que se han de considerar al hablar de la absorcién de farmacos
(Reynoso M, 2003; Stavchansky S, 2006; Velicky M y col., 2011).

De acuerdo con el SCB, los farmacos se pueden clasificar en cuatro categorias,
basados en su solubilidad y permeabilidad, como se presenta en la Tabla 2 (Parrott N y Lave
T, 2008; Amidon y col., 1995).

Marco Antonio Salazar-Miranda (2018). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia UAM-I 11



“Desarrollo de Sistema de Transporte Microencapsulante como Alternativa para la Solubilidad y Estabilidad de Farmacos Clase IV del SCB”

Tabla 2. Clasificacion de los farmacos de acuerdo con el SCB.

Clase Solubilidad Permeabilidad
I Alta Alta
Il Baja Alta
1 Alta Baja
[\ Baja Baja

Segun sea la solubilidad o la permeabilidad del farmaco el factor limitante, se define
cual de ellas determina el proceso de absorcion, lo cual permite relacionar la clasificacion del
farmaco con la posibilidad de establecer correlaciones in vitro-in vivo (CIVIV) (Amidon y col.,
1995; Katneni Ky col., 2006).

Al momento de realizar la clasificacion se deben conocer los limites a los que se hace
referencia en cada uno de los casos, tanto para la solubilidad como para la permeabilidad y
gue se encuentran establecidos en las guias de la FDA y en el anexo 7 del informe 40 de la
OMS (WHO, 2006):

- Solubilidad: se considera de alta solubilidad, cuando el farmaco en su mayor dosis
(recomendada por la OMS o disponible en el mercado como forma soélida oral) es
soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en un rango de pH de 1,2 - 7,5, segln la
FDAyde 1,2 - 6,8, segun la OMS.

- Permeabilidad: se clasifica como altamente permeable, si la cantidad absorbida en

humanos es mayor al 85%, segun la OMS y 90%, segun la FDA.

Es posible determinar la solubilidad por el método clasico (Avdeef A, 2003; Chitneni M
y col., 2011) en el rango de pH establecido y a la temperatura de 37 °C. La permeabilidad se
puede conocer a partir de la fraccibn absorbida, obtenida mediante parametros
farmacocinéticos in vivo en humanos, mediante estudios de perfusion en humanos o en
animales (in situ o ex vivo) (Abrahamsson B. y Lennernas, 2003; Avdeef A, 2003; Baenay col.,
2004) y evaluandola en cultivos celulares (Caco-2) (Artursson P y col., 2001), en membranas
artificiales (Corti G y col., 2006; Kansy My col., 1998) o mediante prediccion in silico (Bermejo
My Amidon G. L., 2003; Malkid A y col., 2004). Los ultimos dos métodos son objeto de varias
investigaciones en los ultimos afios para evaluar su posible empleo futuro como métodos

predictivos, por lo que aun se encuentran en fase de estudio.
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Una vez clasificado el farmaco de acuerdo con estas propiedades, se evalla la
posibilidad de emplear los estudios de disolucion in vitro como predictores del comportamiento
in vivo del medicamento, siempre y cuando se puedan establecer las correlaciones requeridas,

lo cual se ilustra en la Tabla 3.

Tabla 3. Correlaciones in vitro-in vivo esperada para productos de liberacion inmediata,
sobre la base de la clasificacion biofarmacéutica (Amidon y col., 1995).

Clase Correlacion CIVIV esperada

I CIVIV si la velocidad de disolucién es menor que la velocidad de vaciamiento gastrico.
De lo contrario la correlacion es limitada* o puede no existir.

Il Se espera CIVIV si la velocidad de disolucién in vitro es similar a la velocidad in vivo,
exceptuando los casos en que la dosis sea muy elevada.

i La absorcién (permeabilidad) es el paso determinante y la CIVIV limitada* o no por la
etapa de disolucién.

v La CIVIV es limitada*, o simplemente puede no existir.

* Una correlacion limitada significa que la velocidad de disolucién, mientras no esté controlada, puede ser similar a la velocidad
de absorcion y el grado de la correlaciéon dependera de las velocidades relativas.

Solamente cuando el proceso de absorcién esta limitado por la velocidad de disolucion
se pueden obtener correlaciones in vitro-in vivo. El objetivo final del SCB es tener la posibilidad
de utilizar estas correlaciones para predecir el comportamiento de medicamentos de liberacion
inmediata de administracion peroral (Abrahamsson B y Lennernas, 2003; Polli J. E. y col.,
1996).

Con el fin de explicar la Tabla 2, es necesario aclarar los limites definidos para la
disolucién y los establecidos para la solubilidad, la permeabilidad y los tipos de CIVIV
existentes.

- Medicamento de disolucién muy rapida: se considera como tal, cuando no menos del
85% de la cantidad etiquetada del farmaco se ha disuelto en 15 min, a pH 1,2, 45y
6,8, en las condiciones establecidas (WHO, 2006).

- Medicamento de disolucion rapida: se considera tal, si no menos del 85% de la
cantidad etiquetada del farmaco se ha disuelto en 30 min, a pH 1,2, 4,5y 6,8, en las
condiciones establecidas (WHO, 2006).

Las CIVIV se definen como un modelo matematico predictivo que describe la relacion

entre una caracteristica in vitro de la forma de dosificacion y una variable respuesta in vivo. La
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caracteristica in vitro méas utilizada es la fraccion disuelta (Fd) a un determinado tiempo y la
variable respuesta in vivo es la fraccion absorbida (Fa) al mismo tiempo. Se han definido tres
niveles diferentes de correlacion: A, By C (USP-NF, 2012; Sirisuth N. y Eddington N. D.).

Correlacion nivel A; Representa una relacion punto a punto entre la disolucion in vitro
y la fraccion absorbida in vivo (Fa Vs. Fd). En general las correlaciones son lineales pero las
no lineales, aunque menos habituales, también pueden ser apropiadas. Cualquiera que sea el
método utilizado para establecer un nivel A, el modelo debe predecir los niveles plasmaticos a
partir de los datos in vitro. Esta correlacién es la que brinda mas informacion en comparacion
con las demas y es la Unica posible de emplear para predecir el comportamiento de un farmaco

in vivo a partir de los estudios de disolucion in vitro.

Correlacion nivel B; Utiliza la teoria de analisis de los momentos estadisticos. El tiempo
medio de disolucién in vitro (TMD) se compara, por ejemplo, con el tiempo medio de residencia
in vivo (TMR). En este tipo de correlacién, como en la de nivel A, se utilizan todos los datos,
pero en este caso no se considera una correlaciéon punto a punto. La correlacion de nivel B no

es Unica, porque diferentes curvas in vivo pueden producir valores similares de TMR.

Correlacion nivel C; Establece la relacién entre un parametro de disolucién in vitro y
uno farmacocinético (ABC, Cmax, Tmax) para cada velocidad de disolucion. Este tipo de

correlacion no refleja la forma completa de la curva plasmatica.

Tanto las correlaciones de nivel B como las de nivel C se emplean en el campo de

disefio de medicamentos como herramientas Utiles para mejorar formulaciones.

La relacion existente entre la clasificacion dada al farmaco y la posibilidad de tener

CIVIV se explica de la siguiente manera para cada caso (Amidon y col., 1995):

Clase |. Farmacos de alta solubilidad y alta permeabilidad; En este caso el principio
activo se absorbe bien y el paso limitante de la velocidad de absorcion es la velocidad de
disolucién o el vaciamiento gastrico, si la disolucién es muy rapida. Controlando la velocidad
de disolucion es posible obtener CIVIV de nivel A. Para formas farmacéuticas de liberacion
inmediata que se disuelven muy rapidamente, la velocidad de absorcion estara controlada por
la velocidad del vaciamiento gastrico y en este caso no se espera que se presente correlacion

con la velocidad de disolucion.
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Clase Il. Farmacos de baja solubilidad y alta permeabilidad; En esta clase la velocidad
de absorcion es mayor que la de disolucion y es ésta la que controla la velocidad de absorcion
in vivo (con excepcién de medicamentos con dosis muy elevadas). Para este grupo de
farmacos, la absorcion normalmente es mas baja que para los de la clase I. Ya que los cambios
de los contenidos luminales y de las membranas a lo largo del intestino y a que mayor porcion
de éste se encuentra expuesto al farmaco, el perfil de disolucion determina el perfil de
concentracion a lo largo del intestino, durante un tiempo mucho mayor. Por tanto, el proceso
de absorcién ocurre durante un tiempo mas prolongado. Los perfiles obtenidos son mas
dependientes del tipo de formulacion que se tenga y de las condiciones in vivo, por lo que
estos factores son incidentes a la hora de obtener una buena correlacion. Para los
medicamentos con esta clase de farmacos es posible obtener CIVIV lineales de nivel A, con

medios biorrelevantes.

Clase lll. Farmacos de alta solubilidad y baja permeabilidad; Para este tipo de principios
activos, la permeabilidad es el paso limitante de la absorcién. En este caso, tanto la velocidad
como la cantidad absorbida del farmaco pueden ser muy variables, pero si la disolucién es
rapida esta fluctuacion se deberd a la variabilidad en el TGI, los contenidos luminales y a la
permeabilidad de la membrana, mas que a factores dependientes de la forma farmacéutica.

Es posible obtener CIVIV, segln la velocidad de disolucion.

Clase IV. Farmacos de baja solubilidad y baja permeabilidad; Los principios activos
pertenecientes a esta clase presentan problemas significativos para una liberacion oral

efectiva. Dificilmente se pueden obtener CIVIV.

Considerando lo explicado, finalmente es importante definir cuando un farmaco
formulado en una forma farmacéutica de liberacién inmediata, de administracion peroral,
puede ser eximido de los estudios in vivo (bioexencion). Esto es deseable, por ejemplo, cuando
se quiere establecer una bioequivalencia o cuando se quiere demostrar que algun cambio
realizado a la formulacion o al proceso de manufactura no tiene marcada incidencia en la

biodisponibilidad, evaluada inicialmente in vivo (Lindenberg M. y col., 2004).

Al clasificar un farmaco en el SCB, se tiene la posibilidad de acceder a una bioexencion,
de acuerdo con su clasificacion. Actualmente, segun lo establecido en el anexo 7 del informe

40 de la OMS, se puede solicitar bioexencién en los siguientes casos (WHO, 2006):
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- Farmacos clasificados en la categoria 1.

- Farmacos clasificados en la categoria 2: para aquellos que son &cidos débiles, que
requieran 250 mL o menos para disolver la dosis a pH 6,8, el medicamento debe ser
de disolucién réapida y los perfiles de disolucion entre el comparador y el comparado,
muy similares en el intervalo de pH establecido.

- Farmacos clasificados en la categoria 3, siempre y cuando la velocidad de disolucion
del medicamento (tanto el comparado como el comparador) sea muy rapida.

En el inicio del SCB solamente podian ser eximidos de estudios in vivo los farmacos
incluidos en la clase 1 (Lindenberg M. y col., 2004). Hoy dia, después de numerosas
discusiones cientificas y publicaciones realizadas respecto al tema (Polli J. E. y col., 2004), la

bioexencién se ha ampliado a las categorias explicadas anteriormente.
2.4. Clortalidona

Como modelos de evaluacion se considera a el farmaco CH una bencenosulfonamida
gque tautomeriza a una forma benzofenona y es considerado un agente antihipertensivo y
diurético clasificado como de baja solubilidad (120 mg/L a 20 °C) y baja permeabilidad por lo
que pertenece ala clase IV del SCB. Dentro de sus caracteristicas principales, comportamiento
de fusién, aproximadamente a 239 °C, con descomposicion (vira a naranja) y desprendimiento
de gas, absorbe a la luz ultravioleta UV a 220 nm, pKa 9.4 y férmula quimica C14H11CIN204S
por lo que se considera una molécula organica acida de peso molecular 338.762, en la

actualidad se dosifica en Tabletas orales de 15, 25, 50 y 100 mg.
2.5. Alternativas en la formulacién de farmacos

El objetivo principal de los estudios de formulacién es proporcionar la informacion para
poder desarrollar formas de dosificacion seguras, eficaces y estables, con la finalidad de
obtener una alta biodisponibilidad, es decir la eficacia comprobada in vivo o bien disponibilidad

o eficacia in vitro.

Dentro de las principales propiedades a considerar dentro de la formulacion, es
necesario establecer la relacion entre las propiedades farmacolédgicas del farmaco antes y

después del disefio de la forma farmacéutica, asi como antes y después de la formulacion
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considerando el efecto biolégico para ello es necesario conocer las propiedades fisicoquimicas
del farmaco en estudio.

La disposicion externa que se da a la formulacion puede estar formada por una o mas
sustancias medicamentosas, excipientes y aditivos para facilitar la administracién, aunque en
algunos casos servira para modificar la accion, esto se consigue modificando la estructura del
farmaco, al no tener una accién totalmente definida no se pueden excluir los efectos
secundarios tanto a corto como a largo plazo. La forma de dosificacion también conocida como
forma de aplicacién, forma farmacéutica, forma medicamentosa o forma de administracion

puede ser de tres maneras:
Via oral: Sdlidos: capsulas, comprimidos, granulos, granulados, microcipsulas.

Liquidos: jarabes, gotas orales, pociones, emulsiones, suspensiones,
soluciones, inyectables bebibles.

Via parenteral: Inyectables: intradérmica, subcutanea, intramuscular, intravenosa.

Otras vias: Piel y mucosas: cremas, pomadas, unguentos, supositorios, évulos,

comprimidos ginecolégicos, colirios, aerosoles.

Interesa en primer lugar conocer las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y de
todos los componentes de la formulacion, el farmaco indicara la pauta para el resto de los
componentes de la formulacion. El farmaco y los excipientes son los componentes principales
mientras que los aditivos seran secundarios. El excipiente sera el encargado de dar la forma
farmacéutica. Es importante conocer los datos farmacocinéticos obtenidos a partir de ensayos
en fase preclinica y clinica. De la administracion en animales, se detectaran problemas de
biodisponibilidad del medicamento y de absorcion en la forma farmacéutica elegida. En
ocasiones, la absorcion de una forma soélida es menor que la liquida, quiza no en magnitud
sino en tiempo ya que la forma sélida debe disgregarse previamente, mientras que la liquida
se solubiliza mayoritariamente en el fluido biolégico. Para alcanzar la méaxima
biodisponibilidad, es necesario determinar previamente las propiedades del farmaco, como:
Propiedades fisicoquimicas, descripcion del medicamento, estructura quimica: sal, acido,
base, punto de fusién, pureza, grupo terapéutico al que pertenece, técnicas analiticas para
identidad, disolucion, contenido, uniformidad, adecuadas para el estudio del medicamento,

bibliografia sobre el farmaco, entre otros.
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Por lo que es necesario plantear inicialmente la caracterizacion del farmaco que debe
ser convertido en medicamento, desarrollar preceptivos estudios de formulacion, disefiar
formulaciones base a partir de las cuales se pueda definir una formulacion final, establecer la
tecnologia de fabricacién 6ptimay los controles en proceso a efectuar para asegurar la calidad
del producto, validar dicha tecnologia, establecer controles de producto terminado con sus
correspondientes especificaciones y, finalmente desarrollar estudios de estabilidad del
medicamento que den a conocer el periodo de caducidad del mismo.

Asi, un tema de investigacion en curso es el desarrollo de recubrimientos protectores
para aislar y proteger farmacos contra ambientes nocivos que pueden causar su degradacion,
con la finalidad de mantener sus caracteristicas fisicoquimicas, estabilidad y funcionalidad.
Existen diversas técnicas que proporcionan recubrimientos protectores a compuestos
bioactivos, sin embargo dos de ellas satisfacen las necesidades del presente trabajo, las
cuales son: obtencion de microcapsulas por SDE (Rodriguez-Huezo y col., 2004) a partir de la
formacion de emulsiones dobles del tipo agua/aceite/agua (W1/O/W,) (Carrillo-Navas y col.,
2012; Pimentel-Gonzélez y col., 2009) y la granulacion por fusion apoyado de procesos de

recubrimiento (Shitara y Sugiyama, 2006; Varmay col., 2011).
2.6. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica con una fuerte implantacion en diversos ambitos
industriales, como el farmacéutico y alimentario, es una tecnologia emergente en el desarrollo
de polifarmacos, cuya introduccion total supondra la apertura de nuevas oportunidades para

la obtencion de nuevos tratamientos con amplias posibilidades funcionales (Hu y col., 2006).

Una microcapsula posee una estructura morfolégica relativamente simple, esta
compuesta por dos elementos claramente diferenciados, el nucleo activo y un delgado
armazon polimérico que envuelve al primero (Fredenberg y col., 2011; Ré, 2006) con el
objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de reacciones con otros compuestos y para
incrementar su estabilidad a condiciones ambientales (Fu y col., 2011). Pero, el proceso de
obtencion es un procedimiento complejo por el cual ciertas sustancias activas (olores, aceites,
aromas, farmacos, bactericidas, etc.) son introducidas en una matriz o sistema barrera de
naturaleza polimérica que no sélo brinde proteccion, sino que ademas provea una liberacion
inmediata o gradual de estos agentes activos en funcion de los requerimientos concretos de
aplicacion (Lim y col., 2010; Swarbrick, 2007).

Marco Antonio Salazar-Miranda (2018). Tesis de Doctorado. Departamento de Biotecnologia UAM-I 18



“Desarrollo de Sistema de Transporte Microencapsulante como Alternativa para la Solubilidad y Estabilidad de Farmacos Clase IV del SCB”

El nlcleo de las microcapsulas puede estar compuesto por sustancias de naturaleza
tanto liquida como soélida. En el primer caso se trata de una pequefia gota que contiene a un
agente activo de naturaleza soluble. Por otra parte, si el agente es insoluble el nucleo esta
compuesto por una suspension, emulsion o dispersion del dicho nucleo en el liquido portador.
Ambos sistemas pueden modificarse o formularse en funcién del uso al que vaya a ser

destinada (Siwale y col., 2009).

Los materiales formadores de pared para el nacleo pueden ser tanto de origen natural
como sintético, el tipo de material tendra influencia en la estabilidad, tamafio de particula,
propiedades de flujo y en la vida util de las microcapsulas (Rodriguez-Huezo y col., 2004) y
presentan la ventaja que de acuerdo a una seleccion especifica pueden controlar las
propiedades organolépticas eliminando la adicibn de saborizantes, asi como reducir
volatilidad, higroscopicidad y reactividad incrementando la estabilidad de los productos

microencapsulados bajo condiciones ambientales adversas (Favaro y col., 2010).

En una primera fase, el material de pared se presenta en estado liquido por efecto de
haber sido sometido a una fusién o disolucion en un disolvente. Por su parte, la sustancia a
encapsular se encuentra en este momento en forma de pequefias particulas (en el caso de
agentes de naturaleza sélida) o gotas (en caso de liquido) en el medio apropiado, que puede
estar en fase liquida o gaseosa, atendiendo a las propiedades del agente a encapsular (Lim y
col., 2010). En una fase posterior y por diversas técnicas, el material de pared se deposita

sobre la substancia a encapsular y en algunos casos finalmente se produce la solidificacion.

Para la formacién de las microcapsulas existen diferentes técnicas tanto fisicas como
guimicas (Tabla 4), pero siempre el resultado final es una suspension de microcapsulas con
tamafios que oscilan entre uno a varios cientos de micrémetros (Lim y col., 2010; Wang y col.,
2009). El proceso de microencapsulacion depende de diversos factores y a pesar de existir
varios métodos, el principio basicamente se fundamenta en la deposicion por etapas del
material de pared sobre el agente a ser encapsulado (Murua y col., 2008; Rabanel y col., 2009;
Van-Zanten y De-Vos, 2010).

En general estas técnicas pueden ser agrupadas atendiendo a su naturaleza, en tres
grupos, a continuacion, se enuncian las técnicas méas representativas de cada uno:
(McClements, 2007; Swarbrick, 2007).
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Tabla 4. Técnicas de microencapsulacion

Procesos fisicos

Procesos quimicos Procesos fisico-quimicos

Secado por aspersion

Extrusion

Recubrimiento por aspersién

Coacervacion simple Polimerizacién interfacial

Coacervacion compleja Inclusién molecular

Atrapamiento en liposomas

En el caso de farmacos, el secado por aspersion y la granulacion por fusiéon han sido

desarrollados y utilizados con éxito en la industria (Borini y col., 2009; Sollohub y Cal, 2010;

Vajna y col., 2009).

2.6.1. Materiales de pared utilizados en microencapsulacion

Independientemente del método elegido para preparar las microcapsulas, el primer

paso en la encapsulacion sera la seleccion de una matriz de encapsulaciéon adecuada. Ver
Tabla 5 (Wang y col., 2009).

Tabla 5. Materiales de pared utilizados en microencapsulacion.

Tipo de material

Cobertura especifica

Gomas
Carbohidratos

Celulosas

Lipidos

Proteinas

Materiales inorganicos
Grasas

Polimeros naturales

Semisintéticos

Sintéticos

Agar, alginato de sodio, carragenina, goma arabiga.
Almidoén, dextranos, sacarosa, jarabes de maiz.
nitrocelulosa,

Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa,

carboximetil-celulosa.

Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, aceites, grasas,
acido estearico, trisetearina.

Gelatina, gluten, caseina, albumina.

Sulfato de calcio, silicatos.

Cera de carnauba, alcohol estearilico.

Polisacéaridos animales y vegetales, dextrano, quitosano.

Derivados celulésicos, acetobutirato de celulosa (insolubles en
agua), acetoftalato de celulosa (soluble en funcion pH).

Derivados acrilicos (solubilidad en funcién del pH), Poliésteres:
polilactico, polilacticoglicélico (biodegradables).
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Estos materiales de pared no son téxicos y se degradan bajo condiciones fisiolégicas
normales (Borini y col., 2009; Hu y col., 2006; Siwale y col., 2009; Swarbrick, 2007). Como
materiales de pared utilizados para microencapsulacién, podemos citar al alcohol polivinilico
(polimero hidrofilico) (Leiman y col., 2009), también membranas de nylon han sido utilizadas
para encapsular y atrapar enzimas como: la pepsina, pectina esterasa, invertasa para la
inversion de sacarosa. Otro agente utilizado en la microencapsulacion es el quitosano, su uso
es bastante amplio en la industria, se destaca como antioxidante, antimicrobiano, recuperador

de proteinas solubles, cubiertas (Marcuzzo y col., 2010).

Los copolimeros de esteres acrilicos (Eudragit) son un grupo de polimeros derivados
del acido metacrilico que estan disponibles en diferentes formas i6nicas. Son altamente
solubles debido a su valor de pH alcalino y por la neutralizacién de los grupos carboxilo con la
respectiva formacién de la sal y por lo tanto, exhibiendo el caracter de polielectrolito aniénico
en solucién. Diferentes tipos de Eudragit se han utilizado en la elaboracion de micropatrticulas,
permitiendo la liberacién de principios activos a nivel intestinal, evitando la inactivacién de
farmacos en el estbmago, por ejemplo, en la preparaciéon de microparticulas que permiten la

administracién oral de péptidos y proteinas (Villamizar y Martinez, 2008).

Lipidos: dentro de los principales agentes encapsulantes de caracter lipidico estan:
grasa lactea, lecitinas, ceras, acido estearico, monoglicéridos, diglicéridos, parafinas, aceites
hidrogenados como el aceite de palma, algodén y soya; son excelentes formadores de
peliculas capaces de cubrir las particulas individuales, proporcionando una encapsulacién

uniforme (Yafiez y col., 2002).

Carbohidratos: son extensivamente empleados en la encapsulacion, se utiliza la
técnica de secado por aspersion como soporte de encapsulamiento, dentro de este amplio
grupo se encuentran los almidones, maltodextrinas y gomas (Madene y col., 2006; Murua y
col., 2009).

Almidon: almidones basados en ingredientes (almidones modificados, maltodextrinas,
B-ciclodextrinas) son muy utilizados (Madene y col., 2006; Murua y col., 2009); dentro de los
almidones mas importantes se destacan el de papa (Solanum tuberosum), maiz (Zea mays),
trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), tapioca (Manihot esculenta) (Fuchsy col., 2006;

Yafiez y col., 2002) e inulina (Saenz y col., 2009).
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Maltodextrinas: se elaboran por métodos de hidrolisis acida o enzimética de los
almidones. En la seleccion de materiales de pared para encapsular, la maltodextrina es una
buena solucion entre el costo y la efectividad; tiene baja viscosidad a alta proporcién de
sélidos, son inodoras, incoloras y de baja viscosidad a altas concentraciones, ademas
permiten la formacién de polvos de libre flujo sin enmascarar el sabor original, esté disponible
en diferentes pesos moleculares y son extensivamente utilizados en la industria (Madene y
col., 2006; Séenz y col., 2009).

Gomas: son generalmente insipidas, pero pueden tener un efecto pronunciado en el
gusto y sabor de moléculas con problemas organolépticos, son solubles, de baja viscosidad,
poseen caracteristicas de emulsificacion y es muy versatil para la mayoria de los métodos de
encapsulacion (Madene y col., 2006; Murua y col., 2009). Como ejemplos se tienen goma de
algarrobo, guar, goma de tamarindo, goma gelana y xantana (Morkhade y Joshi, 2007); una
aplicabilidad ha sido en inmovilizacion de células bacterianas, para lo cual se han utilizado
alginatos y carragenina (McMaster y col., 2005). Mezclas de goma arabiga y maltodextrinas
también han mostrado promesa como transportadores de sélidos, proporcionando viscosidad
por ejemplo en la microencapsulacion de aceite de cardamomo por secado por aspersion
(Madene y col., 2006; McMaster y col., 2005).

Los alginatos han sido empleados como agentes espesantes, gelificantes y
estabilizantes coloidales en la industria y gracias a sus propiedades, también se han podido
aplicar en la contencién y liberacién de farmacos y microorganismos. Estas propiedades son
(Das y Maurya, 2009):

a). Permitir que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente.

b). No requerir solventes organicos toxicos

C). Elevado grado de porosidad

d). Permitir una alta velocidad de difusion para macromoléculas y la posibilidad de

controlar dicha difusion.

e). Disolucion y degradacion bajo condiciones fisiolégicas normales.

Proteinas:  alimentos  hidrocoloides son ampliamente utilizados como
microencapsulantes, por ejemplo: proteinas alimenticias como caseinato de sodio, proteina de

lactosuero, aislados de proteina de soya (Madene y col., 2006; Murua y col., 2009), ceras
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(Fuchs y col., 2006), gluten, grenetina (Yafiez y col., 2002), caseina, soya, trigo (Saenz y col.,
2009) y gelatina (Kwak y col., 2001), este ultimo utilizado por sus buenas propiedades de
emulsificacién, formacion de peliculas, solubilidad de agua y biodegradabilidad (Favaro y col.,
2010).

Antioxidantes: vitaminas liposolubles (por ejemplo, vitamina A, D, E, K y carotenos) y
vitaminas hidrosolubles como vitamina C pueden ser encapsuladas utilizando varias
tecnologias. Para la encapsulacién de vitamina C, la aspersion por enfriamiento, por
congelamiento o recubrimiento de lecho frio, pueden ser utilizada, para posteriormente ser

afadida a so6lidos (Schrooyen y col., 2001).

2.6.2. Emulsiones

Las emulsiones son sistemas dispersos, termodinamicamente inestables, de un liquido
(fase interna o dispersa) dentro de otro (fase externa o continua), ambos liquidos mutuamente
inmiscibles (Becher, 2001). La fase dispersa esta presente en forma de gotas pequefias
suspendidas en una fase continua. Dependiendo del proceso de emulsificacién, el diametro
de la gota puede variar entre 0.1 ym y 0.1 mm (McClements, 2007). El comportamiento de las
emulsiones esta determinado por las tres fases existentes en el sistema: la fase oleosa, la fase
acuosa y la interface. La fase oleosa puede ser parcial o totalmente cristalizada dependiendo
de la temperatura. La fase acuosa puede contener iones, biomoléculas tales como
polisacéaridos y/o proteinas, polimeros biodegradables, etc., las cuales pueden tener un efecto
estabilizante o desestabilizante. La interfase puede estar constituida de proteinas o de
pequefios emulsifionantes como monoglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos o alguna mezcla
de ellos (Dickinson, 2009; Garti, 1997). Aunque las emulsiones se traten de dispersiones
termodindmicamente inestables, se pueden convertir en cinéticamente estables gracias a la
presencia de agentes tensoactivos o emulsionantes que tienen la capacidad de adsorcién en

la superficie de las gotas (Huang y col., 2001).

Existen dos tipos importantes de emulsiones, simples y dobles, las cuales son
ampliamente usadas tanto en preparaciones farmacéuticas, cosméticos, alimentos, entre otros
(McClements, 2005) ver Figura 2 y 3.
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Las emulsiones simples se clasifican en dos tipos: 1) Emulsién aceite en agua (O/W,
por sus siglas en inglés: oil-in-water) en este tipo de emulsion las gotas de aceite son
dispersadas en una fase acuosa continua. Estas emulsiones son las mas versatiles y se
pueden encontrar en diversos tipos de medicamentos (cremas ligeras, shampoo, productos
dermatolégicos, antibitticos, etc.) (McClements, 2005). 2) En las emulsiones agua en aceite
(W/O, por sus siglas en inglés: water-in-oil) las gotas pequefas de la fase dispersa son de
agua y la fase continua son de aceite, algunos ejemplos caracteristicos de medicamentos
elaborados con este tipo de emulsiones son vacunas, vitaminas, cremas, pomadas y en

general, todos los productos untables elaborados a base de grasas (Becher, 2001).
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Figura 2. Preparacién en dos pasos de una emulsion doble del tipo W1/O/W; (Jiménez-
Alvarado y col., 2009).
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Tipo A Tipo B

Fase interna
primaria

Fase continua
final

Figura 3. Diagrama de clasificacion de las emulsiones dobles (Garti y Bisperink, 1998)

El tipo de emulsiones que se tiende a formar depende del balance entre las
propiedades hidrofilicas e hidrofobas del agente emulsionante. Generalmente, se suele
cumplir la regla de Brancroft: la fase continua es aquella que solubiliza al agente emulsionante
(Garti, 1997).

Las emulsiones dobles (Figura 3) son también llamadas emulsiones multiples o
emulsién de emulsiones, en las cuales las gotas de la fase dispersa contienen dentro de ellas
mismas pequefias gotas dispersas (Lobato-Calleros y col., 2006). Cada glébulo en la emulsion
multiple esta separado de la fase acuosa por una capa de la fase oleosa. Las emulsiones se
clasifican como: emulsién agua en aceite en agua (W/O/W, por sus siglas en inglés: water-in-
oil-in-water), en la cual una emulsion W/O es dispersada en forma de gotas dentro de una fase
acuosa y como emulsién aceite en agua en aceite (O/W/O, por sus siglas en inglés: oil-in-
water-in-oil), en la cual una emulsién O/W es dispersada en una fase oleosa (Vlaia y col.,
2009). Debido a que la fase interna y externa de las emulsiones multiples estan separadas por
una capa liquida inmiscible, son conocidas también como “membranas liquidas”. Las
emulsiones W/O/W son las mas comunes, pero para algunas aplicaciones especificas las

emulsiones O1/W/O, también pueden ser preparadas (Pérez-Orozco y col., 2011). (Figura 2).

En la mayoria de los casos las emulsiones dobles son preparadas en dos pasos, como

se muestra en la Figura 2, utilizando dos tensoactivos; uno hidrofébico designado para
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estabilizar la interface de la emulsién interna W/O y uno hidrofilico para la interface interna de
los globulos de grasa para una emulsion W1/O/W.. La emulsion primaria W/O es preparada
dentro de condiciones de homogenizacion a altas velocidades de cizalla para la obtencion de
gotas pequefias, mientras que la emulsion secundaria es llevada a cabo bajo condiciones de
menor velocidad de homogenizacion para evitar la ruptura de las gotas internas. El tamafio de

gota de una emulsién doble puede variar entre 10 a 50 ym (Garti y Bisperink, 1998).

Las emulsiones dobles pueden tener numerosas aplicaciones en la industria
farmacéutica, alimentaria y cosmética, debido a la capacidad que presentan para encapsular,
proteger y liberar gradualmente compuestos activos, labiles y volatiles. (Jiménez-Alvarado y
col., 2009; Rodriguez-Huezo y col., 2004).

Las emulsiones dobles se caracterizan por tener fases acuosas interna y externa
guimicamente similares y una fase intermedia de lipidos inmiscible, que separa en dos las
fases acuosas (Rodriguez-Huezo y col., 2004) y presentan muchas posibilidades interesantes
para la liberacion controlada de farmacos a dosis bajas inicialmente atrapado en las gotas
internas (Leal-Calderén y col., 2007 cita no incluida en las referencias). El area principal de
aplicacion es en el campo de los productos farmacéuticos humanos de compuestos solubles
y sensibles al agua, tales como proteinas, péptidos, vacunas, u otras macromoléculas (Kissel
y col., 2005), también han sido propuestas como posibles formulaciones para mejorar la
biodisponibilidad oral de los farmacos poco absorbibles (Qi y col., 2011) y para controlar los
perfiles de difusibn de medicamentos a través de membranas sintéticas en la fase acuosa
externa (W2) hechas por macromoléculas hidréfilas (polisacaridos, proteinas, o mezclas de
ambos) (Pulido y Beristain, 2010; Vlaia y col., 2009).

Las emulsiones mudltiples se clasifican como tipo A, B y C. Esta clasificacién es de
acuerdo con la distribucién y tamafio de gota presentes dentro de la emulsién. Como se
representa en la Figura 3, las emulsiones multiples de tipo A contienen una sola gota grande
dentro de la fase interna, mientras que, las del tipo B contienen algunas gotas en la fase interna

y en las de tipo C su fase interna contiene una gran cantidad de gotas (Garti y Bisperink, 1998).
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2.6.3. Emulsionantes

La gran tension interfacial entre el agua y el aceite junto con una gran area interfacial
implica que la emulsion tiene una energia de Gibbs alta en comparacion con la de las fases
por separado. La adiciobn de un agente emulsionantes disminuye de forma considerable la
tension interfacial. De este modo puede disminuirse el requerimiento de energia de Gibbs para
la formacion de la emulsiéon. La tension interfacial disminuye debido a la adsorcion en la
interface del agente emulsionantes, con el extremo polar en el agua y el extremo

hidrocarbonado en el aceite.

Los emulsionantes son compuestos anfipaticos, estas moléculas estan constituidas por
dos partes de naturaleza opuesta, hidrofilica (polar) e hidrofébica (no polar). La parte polar o
hidréfila es la que lleva la carga positiva 0 negativa y esta parte define al agente emulsionante
como catidnico o anionico. Los agentes tensoactivos sin carga ibnica son conocidos como no-
ibnicos (McClements, 2005). Cada material puede tener su balance hidrofilico-lipofilico (HLB).
Los valores del HLB estan asociados con la solubilidad que tiene el emulsionante, a valores
menores de 8 es soluble en aceite, por otra parte, a valores de 10 6 mas grandes es soluble
en agua. Como una regla general, los emulsionantes de bajo y alto HLB son usados para
formar emulsiones de tipo W/O y O/W, respectivamente (Becher, 2001). En la Figura 4 se

muestra la estructura caracteristica de un agente emulsionante.

Incremento del valor de HLLB

Figura 4. Estructura tipica de un emulsionante (Becher, 2001).
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2.6.4. Biopolimeros como agentes emulsionantes

Los biopolimeros, proteinas y polisacaridos, juegan un papel importante como
emulsionantes macromoleculares en las emulsiones. Las propiedades funcionales de las
proteinas y los polisacaridos estan determinadas por sus caracteristicas moleculares, tales
como su peso molecular, conformacion, flexibilidad, polaridad e interacciones. Las proteinas y
los polisacaridos son ampliamente usados en la industria alimentaria debido a sus propiedades
funcionales. Existen varios estudios reportados en la literatura sobre emulsiones estabilizadas
con polisacaridos como pectina, goma arabiga, entre otros (Garti y Reichman, 1993; Huang y
col., 2001). Las proteinas derivadas de la leche y el huevo son las mas comunmente usadas
como agentes emulsionantes (Dickinson, 2009). Las proteinas pueden ser superficies activas
debido a la existencia de residuos de aminoacidos hidrofobicos en su estructura tales como el
triptéfano, la fenilalanina, leucina e isoleucina. Los grupos hidrofébicos de las superficies de
las proteinas penetran dentro de la gota de aceite, mientras que la porcion hidrofilica de la
cadena se extiende dentro de la fase acuosa.

La carga de las proteinas puede estabilizar las emulsiones debido a la repulsion entre
las gotas cargadas, mientras que las proteinas pueden estabilizar a las emulsiones O/W, por

otra parte, desestabilizan a las de tipo W/O, causando una inversion de la emulsion.

Las proteinas y los polisacaridos forman complejos electrostaticos dentro de
condiciones donde pueden tener cargas eléctricas opuestas. Las cargas eléctricas en las
moléculas de proteinas cambian de carga positiva a negativa cuando el pH del medio es

alterado por abajo y encima de su punto isoeléctrico.

2.6.5. Mecanismos de inestabilidad en emulsiones

La concentracion de surfactante requerida para la formaciéon de una emulsion estable
se determina en funcién del tamafio del glébulo, su distribucién unimodal y su permanencia en
el tiempo. En afios recientes, se ha demostrado que, altas concentraciones del emulsificante
hidrofilico desestabilizan las emulsiones multiples y altas concentraciones de emulsificante
lipofilico estabilizan las emulsiones mudltiples, debido al incremento de sus propiedades

reoldgicas (Jager-Lezery col., 1996; Jiao y Burgess, 2003; Wen y Papadopoulus, 2001).
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P

La inestabilidad de las emulsiones mdultiples se debe a la migraciéon de los
emulsificantes de bajo peso molecular de una interfase a otra. La obtencion de emulsiones
multiples de mayor estabilidad se ha conseguido reemplazando el emulsificador hidrofilico de
bajo peso molecular en la fase acuosa externa con emulsificantes biopoliméricos (Dickinson y

McClements, 1996). NUmero o nombres, homogenizar

La incorporacion de biopolimeros en la interfase externa, aumentada
considerablemente la estabilidad de las emulsiones mudltiples, debido a potenciales de

repulsién estéricos y/o electrostatico (Dickinson y McClements, 1996).

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables debido a que el contacto
entre las moléculas de agua y aceite no es favorable energéticamente, es decir, el estado de
menor energia corresponde al sistema que presenta las dos fases separadas, sin embargo,
es posible formar emulsiones que son cinéticamente estables (metaestables) por un periodo
razonable de tiempo (dias, semanas, meses o0 afios) mediante la incorporacion de sustancias

conocidas como agentes tensoactivos y/o emulsificantes (McClements, 2005).

Para una emulsion sencilla, los principales mecanismos de desestabilizacion son

(Figura 5y 6):
Emulsion

cinéticamente estable

Ostwald
ripening

Inversion
de fases

Cremado Sedimentacién  Floculacion ~ Coalescencia
Figura 5. Mecanismos que favorecen a la inestabilidad de las emulsiones (McClements,
2005).
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Figura 6. Representacion global de los diferentes mecanismos de desestabilizacion de las
emulsiones multiples (McClements, 2005).

a. La sedimentacion y el cremado son dos formas de separaciones gravitatorias. El
cremado describe el movimiento de las gotas hacia la parte superior del sistema,
debido a que, la densidad de la fase dispersa es menor que la de la fase continGa.
Mientras que en la sedimentacion ocurre un proceso inverso. En ninguna de estas
situaciones, las gotas pierden su individualidad y el proceso es reversible.

b. La floculacién ocurre cuando dos o mas globulos se agregan sin que éstos pierdan
su individualidad y sin cambio en el didmetro promedio de los mismos, debido a las
colisiones provocadas por el movimiento Browniano.

c. La coalescencia es un proceso irreversible, que implica la unién de varias gotas para
formar otras mas grandes, lo que finalmente conduce a la separacion de las fases.
La coalescencia es descrita por un incremento linear del logaritmo del radio
promedio de glébulo con el tiempo

d. Lainversion de fases es el proceso mediante el cual una emulsion W/O se convierte
en una emulsion O/W, o viceversa. La inversién puede ser promovida por varios
factores entre los cuales destacan la temperatura, cambios en la formulacion del

sistema y efectos de tipo mecénico, por mencionar algunos.

En una emulsibn mdltiple la variedad de mecanismos de desestabilizacion se
incrementa, pues ademas de presentar los ya mencionados, existen otros que se

esquematizan en la Figura 6.

En donde, por ejemplo, en el proceso (a) los glébulos de la fase acuosa externa

coalescen; el proceso (b-c-d-e) representa un mecanismo mediante el cual las gotas acuosas
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internas son expulsadas de los globulos en forma individual y secuencial. También puede
haber expulsiones simultdneas como los procesos (g) y (f). Pueden presentarse procesos
donde dos o mas gldbulos internos coalescen, como por ejemplo en (h), (j) y (p). Por otro lado,
debido a la diferencia de presion osmatica entre la fase acuosa interna y externa, puede haber
migracion de agua de la fase interna a la externa, proceso (I-m-n), o viceversa, proceso (b-o-
p-q), dependiendo la direccion del gradiente de presion. Ademas, pueden presentarse
combinaciones de los mecanismos ya descritos (Florence y Whitehill, 1981). Numero o

nombres, homogenizar

El éxito de la formulacién depende del bloqueo de cada una de estas rutas, por ejemplo:
la seleccion adecuada de los emulsificantes (Rosano y col, 1981; Sajjadi y col, 2004), la
reduccion del tamafo de la emulsion interna, el incremento de la viscosidad de la fase acuosa
interna (Rodriguez-Huezo y col., 2004; McClements, 2005) y la estabilizacién de las
emulsiones interna y/o externa empleando materiales (biopolimeros) que formen peliculas

fuertes y rigidas en la interface (Pérez-Alonso y col., 2003).
2.7. Secado por aspersion

El secado por aspersién (SD) constituye una técnica relativamente sencilla donde se
convierten soluciones o dispersiones liquidas en polvo (Sollohub y Cal, 2010), en una etapa
operacional continua, el cual puede ser utilizado directamente en la fabricacién de diversas
formas farmacéuticas. Consiste en lograr la disminucién del contenido de humedad de un
producto en un tiempo minimo, de tal manera que no se produce deterioro. El producto es
pulverizado por medio de un atomizador (presion, dos fluidos o centrifugo) y en forma
simultdnea entra en contacto con una corriente de aire caliente (medio convectivo); las
particulas caen por gravedad y se secan en el trayecto de la camara de secado donde
posteriormente llegan al ciclén (se produce la separacion del aire saturado con humedad y el
producto seco) y se recolectan en forma de polvo (Pérez-Alonso y col., 2009; Souza y col.,
2009).

Entre las caracteristicas de este método esta el producir particulas esféricas con un
estrecho rango de distribucion de tamafio y la versatilidad, ya que se puede trabajar con
sustancias termosensibles por los bajos tiempos de residencia y el efecto refrigerante que se

consigue a través de la evaporacion y por ultimo, su bajo costo (Sollohub y Cal, 2010).
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Dependiendo de las propiedades fisicas y quimicas del material y del disefio y operacion del
secador, puede obtenerse un producto en polvo, en granulos o en aglomerados (Sollohub y
Cal, 2010). La velocidad de secado es critica para la calidad y estabilidad del producto. Si es
muy rapido puede generar particulas deformes, por el contrario, si es muy lento puede producir
particulas humedas (Collings y Schneider, 1970).

Esta velocidad estd influenciada por varios factores como el caudal de alimentacion
(solucién, suspension, emulsion, etc.), presion de atomizacion, temperatura de entrada y
temperatura de salida (Lobato-Calleros y col., 2008; McClements y col., 2007). Cada vez que
se quiere emplear esta metodologia es necesario estudiar como estos parametros y la
naturaleza del material a secar afectan las caracteristicas de las particulas (porcentaje de
humedad, forma y tamafio).

El secado por aspersion consiste en cuatro etapas principales: atomizacion del fluido
para rociarlo, el contacto del producto con el aire, deshidratacion y separacion del producto
seco. El material por encapsular es homogeneizado con el agente encapsulante, cuya mezcla
es alimentada al secador por aspersién y se atomiza por medio de una boquilla o disco.
Posteriormente, la mezcla se vierte en la camara de secado que generalmente se encuentra
en un intervalo de temperatura entre 120 y 270 °C para obtener de manera instantanea
macroparticulas con una distribucion de tamafio de particula entre 1 y 100 um (Pérez-Alonso
y col., 2009; Sollohub y Cal, 2010; Souza y col., 2009).

Una parte importante dentro del proceso de microencapsulacién mediante secado por
aspersion es la formulacion de la emulsién, esta suele ser de naturaleza compleja y depende
de las caracteristicas requeridas del producto a obtener; para ello, se desarrollan emulsiones
simples y/o dobles del tipo agua-aceite-agua (W1/O/W>) o aceite-agua-aceite (O1/W/O,) (Garti,
1997; Lobato-Calleros y col., 2008; McClements y col., 2007).

2.8. Métodos de liberacién

Existe una amplia variedad de materiales que pueden ser usados para fase externa en
encapsulacion y en algunos casos se puede modificar el mecanismo de liberacion de los
farmacos ya sea por la concentraciéon empleada y/o por la combinacion sinérgica de estos,

donde se incluyen aceites hidrogenados, ceras, maltodextrinas, almidones, gomas y proteinas.
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Por otro lado, resulta de interés los nuevos sistemas poliméricos empleados en el
recubrimiento de soélidos orales, los cuales permiten disefiar barreras contra cambios
ambientales, modificar la liberacién de farmacos, evitar interacciones y son maleables, estos
ya se han empleado en la tecnologia de microencapsulacién con buenos resultados, tanto para
liberacion inmediata como para liberacion modificada (Murua y col., 2008).

La liberacion del contenido de microcdpsulas se puede llevar a cabo por disolucion en
agua, esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y enzimaticas o por cambios en
la presién osmotica. No obstante, esta liberacion puede controlarse por difusién a través de la
pared de la microcipsula o bien por medio de una membrana que recubra la pared (Shamma
y col., 2011).

La permeabilidad a través de la matriz y la solubilidad de los componentes de la pared
de la cépsula influyen en la velocidad de difusién. Por todo esto, la seleccién de una matriz o
membrana es importante, tiene también especial relevancia, la naturaleza quimica,
morfoldgica, la temperatura de transicion, el grado de hinchamiento y de entrecruzamiento de
los componentes de la cubierta, ya que pueden disminuir la velocidad de liberacién (Apuy col.,
2009; Collings y Schneider, 1970).

Vistas las caracteristicas de las diferentes técnicas de microencapsulacion y
conociendo las propiedades de nuestro material (PS), la eleccién del método de encapsulaciéon

depende de varios factores. En el caso de la encapsulacion de farmacos son:

a). Tamafo de particula: El tamafio deseado oscila entre 100-900 uym, las
microcapsulas mayores a 100 um son detectables en la boca y las inferiores a
15 um no dan la suficiente proteccion frente a los agentes externos.

b). La técnica no debe emplear agentes externos agresivos que pudieran limitar la
estabilidad de los farmacos.

C). Se requerira, ademas, un bajo consumo energético, de forma que los costos de
la técnica sean rentables industrialmente (Hu y col., 2006; Sollohub y col.,
2010).

De acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, el secado por aspersion y la

granulacion por fusién, se perfilan como las mejores técnicas para la microencapsulacion de
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farmacos ya que son técnicas sencillas y econdmicas, que se puede emplear para
producciones a gran escala. Los trabajos de diversos autores han demostrado que los
farmacos microencapsulados con materiales de pared incrementan su estabilidad hasta en un

80-95%, frente a los no encapsulados.

2.9. Disolucién

La disolucion es un método para medir la liberacién de un farmaco (Bai y col., 2011;
Han y col., 2011), a partir de la forma farmacéutica que lo contiene y la disolucién de éste, en
el medio de prueba. En base a esta consideracion, se utilizan las pruebas de disolucion in vitro

en formas farmacéuticas orales sélidas para:

a). Evaluar la calidad de un producto farmacéutico lote a lote.
b). Guiar el desarrollo de nuevas formulaciones.
C). Asegurar la calidad y el rendimiento del producto después de ciertos cambios

como en la formulacion, el proceso y sitio de fabricacion y el aumento en escala

del proceso.

En un perfil de disolucién se consideran diversos tiempos de muestreo, lo que permite
establecer la velocidad de disolucién. En estudios previos se demuestra que, si se obtienen
similitudes al comparar las velocidades de disolucién entre medicamentos, probablemente
tendran también una biodisponibilidad comparable (Bai y col., 2011; Han y col., 2011). De
acuerdo con la “Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que
deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas” (Secretaria de Salud,
1998), se define un perfil de disolucién como: “La determinacion experimental de la cantidad
de farmaco disuelto a diferentes tiempos, en condiciones experimentales controladas, a partir
de la forma farmacéutica”. Las condiciones experimentales para realizar el perfil de disolucion
se encuentran establecidas en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)
(Salud, 2008). Entre ellas se tiene:

a).Seleccionarse por lo menos 5 tiempos de muestreo (excepto el tiempo cero) que

permitan caracterizar apropiadamente la curva ascendente y la fase de meseta.
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Unicamente dos puntos estaran en la meseta de la curva y los otros tres distribuidos
entre la fase ascendente y de inflexion.

b).Cuando el 85% del farmaco se disuelve en un tiempo menor o igual a 15 minutos, no
es necesario caracterizar la curva ascendente, pero los tiempos de muestreo deben

estar suficientemente espaciados a lo largo del perfil de disolucién.

c¢). Durante la realizacion del perfil de disolucion, los muestreos deben realizarse dentro
de los tiempos establecidos en el método de evaluacion con una variacion que no

afecte los resultados de la prueba.

d).Utilizar una curva de calibracién de la sustancia de referencia para calcular por

interpolacion la concentracion del farmaco disuelto.

e).El volumen extraido puede o no remplazarse. Cuando no se sustituya el volumen, no
se debe extraer mas del 10% del medio de disolucion. En cualquier caso, para el célculo
de porcentaje disuelto se debe considerar el volumen de la alicuota y la cantidad

extraida en cada muestreo.
f). El porcentaje disuelto debe calcularse con respecto a la dosis nominal del farmaco.

g). Se deben reportar los porcentajes disueltos a cada tiempo de muestreo en cada unidad
de dosificacién, asi como los porcentajes disueltos promedio, los coeficientes de

variacion y los valores maximo y minimo.

h).Se deben graficar los porcentajes disueltos promedio y los de cada unidad de

dosificacién contra el tiempo.

El factor de similitud f2 es un valor puntual que proviene de un modelo matematico y
permite relacionar a través de una transformacion logaritmica la semejanza entre los dos
perfiles; puede tener valores de 0 a 100. Si el valor de f2 > 50, los perfiles son similares (Han
y col., 2011).

Debido a que la prueba de f2 es sensible al nimero de puntos de disolucion, se
recomienda que un solo punto se incluya después que se ha disuelto el 85% del farmaco (Bai

y col., 2011). Cuando el 85% del farmaco se ha disuelto de manera muy rapida no es posible
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realizar el calculo de f2, como en el caso de las presentaciones orodispersables y algunos
farmacos de liberacion inmediata que presentan altas tasas de liberacion por debajo de los 15

min.
2.10. Evaluacién de la estabilidad de sistemas microencapsulantes

Un aspecto importante en todo estudio de formulacion de productos y/o coprocesados
es garantizar que desde el disefio el producto final cumpla con criterios de estabilidad durante
todo el proceso de fabricacion y en la administracion al paciente, por lo tanto durante todo el
periodo de validez del producto deben cumplir con las especificaciones técnicas y
farmacologicas establecidas, esto es que los excipientes, procesos y condiciones de
almacenamiento no tengan alguna incompatibilidad con el farmaco y este pueda sufrir algin
cambio estructural y/o funcional. Una manera de lograr lo anterior es exponer los sistemas
microencapsulantes a condiciones de estrés acelerado (temperatura, luz y humedad) para

evaluar los cambios fisicos del farmaco (Hu y col., 2006).

Los estudios de estabilidad comprenden las pruebas que se efectian para determinar
el periodo de caducidad y las condiciones de almacenamiento para los medicamentos en que
sus caracteristicas fisicas, quimicas, microbiol6gicas y bioldégicas permanecen dentro de
limites especificados, bajo la influencia de diversos factores ambientales como temperatura,

humedad y luz.

Los principales motivos para realizar los estudios de estabilidad son por requerimientos
establecidos por las autoridades de salud para establecer el periodo de vida Gtil del producto
(Legales), porque los productos de degradacion del principio activo y/o excipientes no siempre
suelen ser inocuos (Sanitarias) y si el producto sufre degradacion fisica que afecten su

presentacion comercial, este ya no es aceptado por parte del consumidor (Econémicas).

La inestabilidad de microcapsulas se produce cuando se alteran las propiedades fisicas
(separacion de fases, permeacion), quimicas (hidrolisis) y microbiol6gicas (presencia de
microrganismos) del mismo. Entre las principales causas para que las microcapsulas se

vuelvan inestables estén las siguientes:

a). Temperatura. - Esta es una de las principales causas de alteracion ya que las

reacciones de degradacion se incrementan al aumentar la temperatura. De manera
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general, por cada 10 °C de incremento de temperatura, la velocidad de reaccion
se duplica, esto depende del orden de la reaccion.

b). Humedad. - Es un factor que se puede encontrar tanto en la formulacion de las
microcapsulas, como en el almacenamiento de este, por ejemplo, humedad en
materia prima, o ambiental. La principal consecuencia es una reaccion de

hidrdlisis.

c). Oxigeno y otros gases. - La presencia de oxigeno el cual esta en contacto con el
farmaco, puede producir reacciones de oxidacion degradando de esta manera a
los compuestos de la formulacién, el CO; en contacto con un medicamento puede

causar alteraciones en el pH de este.

d). Radiaciones. - Un farmaco expuesto a radiaciones puede causar lesiones
fotoliticas generando productos de degradacién los cuales puede catalizar otros

procesos secundarios, como son oxidacion, polimerizacion etc.

e). Incompatibilidades. - Esto se produce cuando dos componentes de la formulacion
reaccionan generando una modificacion de las propiedades fisicas y quimicas de

la microcapsula.
Dentro de los estudios de estabilidad tenemos dos tipos:

a). Estudios normales, los cuales consisten en someter la muestra a condiciones de
temperatura y humedad de almacenamiento, determinando de forma periédica la
degradacion del farmaco, nos permite determinar una forma mas exacta la vida util
de las microcapsulas, sin embargo, el gran inconveniente es el tiempo que demora

el estudio.

b). Estudio acelerado, basandose en el efecto de la temperatura sobre la velocidad de
reaccion, consistiendo en someter la muestra a condiciones extremas de
almacenamiento (Temperatura y humedad relativa), con el fin de acelerar a
degradacion quimica y modificacion fisica se determina en forma periddica la

concentracion del farmaco.
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Métodos para realizar el estudio de estabilidad

Existen métodos cualitativos y cuantitativos que permiten evaluar la estabilidad de
sistemas microencapsulantes obtenidos por diferentes técnicas. Entre los métodos cualitativos
se encuentran las determinaciones analiticas (identidad y valoraciones), fisicas (reologia de
sélidos, viscosidad, etc.) y organolépticas simples (color, sabor, aroma); estas
determinaciones no logran establecer de manera directa la mayor estabilidad del producto,

solo reduce las alternativas de microencapsulacion.

Una técnica cualitativa que infiere la estabilidad de los sistemas microencapsulantes
es la microscopia electronica de barrido, ya que permite evaluar la topologia externa de las
macroparticulas, mediante la descripcion de la superficie, homogeneidad e integridad de las
capsulas (Xu y col., 2011).

Entre los métodos cuantitativos que se emplean para caracterizar las microcapsulas es
la distribucién del tamafio de particula, densidad, volumen y propiedades de flujo, de acuerdo
con ensayos que aseguran su calidad y homogeneidad, asi como su comportamiento

biofarmacéutico (Suny col., 2009).

Uno de los métodos cuantitativos que en los ultimos afios ha tomado auge es el analisis
térmico, el cual se caracteriza por ser simple y directo, se emplea para seguir el curso de una
reaccion mediante el monitoreo continuo de los efectos térmicos totales. La calorimetria
diferencial de barrido es una técnica que permite determinar la pureza, temperatura de
transicion, reacciones degradativas (oxidacion), interacciones, etc. (Al-Haj y Rasedee, 2009;
Das y Maurya, 2009; Nicoleti y Telis, 2009).

Se han realizado estudios para determinar la cinética de oxidacion de diversos
materiales mediante el método iso-conversional, Pérez-Alonso y col. (2008) describieron la
propuesta de Flynn, Wall and Ozawa para evaluar matrices biopoliméricas en encapsulacion.
Adicionalmente, los pardmetros cinéticos se describen en la Norma ASTM E698 (1984). El
método de Arrhenius es muy utilizado en estudios de estabilidad, se basa: en una reaccion
guimica de las moléculas que tienen energia en exceso sobre un determinado nivel de energia
denominada energia de activacion; son las que intervienen en la reaccién quimica y la

magnitud de dicha energia depende de la naturaleza del proceso y el nimero de moléculas
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activas varia de una reaccién a otra, para que una molécula pueda adquirir energia adicional

para reaccionar necesita de choque o intercambio entre las mismas.

La posibilidad de que una molécula tenga energia en exceso esta dada por el factor de
Boltzman:

Eq

k=Ze rr (Ec. 1)
En donde:

k = Constante de velocidad

Z = Frecuencia de colision entre las moléculas.
Ea = Energia de activacion

R = Constante de los gases (0.008314 kJ/kmol)

T = Temperatura absoluta en Kelvin

La DSC es una técnica en la cual la diferencia en el flujo de calor aplicado a una
muestra y a una referencia es monitoreada contra el tiempo o temperatura, mientras la
temperatura de la muestra, en una atmésfera, es programada (Hines, 1995). La energia
requerida para mantener esta pequefa diferencia de temperaturas es una medida de los
cambios en la entalpia o0 en la capacidad calorifica de la muestra con respecto a la referencia.
Paralelamente se grafica el flujo de calor aplicado con respecto al incremento de la
temperatura; a partir de este termograma se pueden calcular las temperaturas de transicion y
las transiciones cristalinas de diversos componentes, incluyendo los farmacos (Ulkowski y col.,
2005).

La investigacion sobre la oxidacién requiere de mediciones altamente precisas de la
cantidad de calor emitido. La técnica de DSC ofrece la ventaja de que se puede utilizar en
régimen no isotérmico para evaluar la estabilidad térmica de sustancias quimicas y para
determinar pardmetros cinéticos de reacciones simples o complejas (Pérez-Alonso y col.,
2008; Smith y col., 2005).
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3. JUSTIFICACION
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La finalidad primordial de todo farmaco es la de alcanzar una eficacia terapéutica
Optima, por lo que el sector farmacéutico tiene la mision fundamental de producir
medicamentos con alta estabilidad y biodisponibilidad adecuada ofreciendo con ello eficacia y
seguridad. Por lo que es necesario en todo proceso de investigacion y desarrollo, la
implementacion de estudios rigurosos en las fases tempranas para descartas candidatos con

caracteristicas desfavorables.

Para el caso de farmacos clase IV del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB),
baja solubilidad, baja permeabilidad, se evalla la microencapsulacién como una alternativa
para robustecer su estabilidad y aumentar su biodisponibilidad. Por lo anterior, en el presente
proyecto se evalla el efecto de encapsular farmacos con problemas de estabilidad,
incompatibilidad quimica, solubilidad y su capacidad para atravesar el epitelio intestinal murino
(permeabilidad), con la finalidad de predecir la absorcién y biodisponibilidad en el ser humano
sin presentar los problemas de hidrélisis e inestabilidad quimica, caracteristicas de los
farmacos clase V.
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4. HIPOTESIS
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Si los microencapsulados proporcionan un ambiente tanto hidrofébico como hidrofilico
a los farmacos tipo IV del SCB, entonces aumentara su estabilidad y velocidad de disolucién

y como consecuencia su biodisponibilidad sera mayor a la forma cristalina del farmaco.
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5. OBJETIVOS
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P

Objetivo general

Microencapsular farmacos tipo IV del sistema de clasificacion biofarmacéutica
mediante la técnica de secado por aspersion, evaluando liberaciéon in vitro, estabilidad,
biodisponibilidad y optimizacion de la formulacién.

Objetivos particulares

o Optimizar la formulacién de emulsiones dobles cinéticamente estables como vehiculo

para el farmaco.

o Caracterizar fisica y de estabilidad de las emulsiones dobles.

o Obtener microcapsulas mediante secado por aspersién de las emulsiones dobles.

o Caracterizar los sistemas microencapsulados.

o Evaluar la dosificacion, liberacion in vitro y estabilidad de las microcapsulas.

o Determinar y comparar el perfil cinético de permeabilidad en un modelo de intestino de

rata de los microencapsulados de CH con respecto al farmaco cristalino.
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6. MATERIALES Y METODOS
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Este trabajo esta dividido en tres fases experimentales. En la primera se optimizo la
formulacion y evaluaran los pardmetros de calidad de las microcapsulas de CH asi como su
estabilidad. En la segunda se establecié la metodologia analitica para la cuantificacion del
farmaco permeado y en la tercera se evalud el perfil de disolucion y permeabilidad de las
microcapsulas de CH y se comparo usando el farmaco libre (cristales de CH) como control.

6.1. Materiales

Se utilizo cristales de CH como modelo de farmaco, el cual es donado por la compafiia
Zhejiang Jingxin Pharmaceutical Co. Ltd., (Xinchang, China). En la formulacién se emplearon
los siguientes materiales: Aceite mineral (MO) como diluyente lip6filo, de Sigma Chemical Co.
(Poole, Reino Unido); Monoestearato de sorbitan (Span 60; SPA) y Monooleato de sorbitan y
polioxietileno (Tween 80; TWE) se utilizaron como tensoactivos en la emulsiéon interna de EtOH
en MO (Danisco Cultor Mexicana, SA de CV, Guadalajara, Jalisco, México); se manejé como
material de pared: Kollicoat® IR (KIR), una mezcla de alcohol polivinilico y polietilenglicol
(BASF, Mont Olive, Nueva Jersey, E.U.A.).

Las formulaciones fueron envasadas en capsulas de gelatina dura N° 1 (Capsugel,
Bornem, Bélgica) como un sistema de contenedor. Se utilizé agua bidestilada en todos los
experimentos y fue proporcionado por el Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica
UAM-Iztapalapa. (Ciudad de México).

Se utilizan los siguientes materiales, un matraz aforado de 50 mL, marca Duran®, 12
matraces aforados de 100 mL, marca Duran®, 1 matraz aforado de 500 mL, marca Duran®, 1
matraz aforado de 1000 mL, marca Duran®, Viales y tapones de cromatografia Waters de 1
mL, Tubos de vidrio de 15 cm x 2 cm, Canulas de muestreo de acero inoxidables, 2 Pipetas
volumétrica de 15 mL, marca Duran®, Sistema de recirculacién, Tubo de vidrio de 13 cm x 3.5
cm, 2 Vasos de precipitado de 1 L, marca Pyrex, 2 Vasos de precipitado de 500 mL, marca
Pyrex, Termometros, de -10 a 110°C, Parrillas de calentamiento con agitacion magnética,

Soporte universal, Pinzas de tres dedos, Barras de agitacion magnética.
6.2. Reactivos

Los reactivos utilizados para la estandarizacion de la metodologia analitica y la

cuantificacién de CH fueron los siguientes: Acetonitrilo grado cromatogréfico, Acido clorhidrico
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concentrado, Acido fosférico concentrado, Bicarbonato de sodio, Cloruro de calcio, Cloruro de
magnesio, Cloruro de potasio, Cloruro de sodio, Eter etilico, Fosfato de potasio monobaésico,
Fosfato de sodio dibasico anhidro, Fosfato monobasico de amonio, Hidréxido de sodio, Lauril
sulfato de sodio, Metanol grado cromatografico (todos marca JT. Baker), Agua purificada grado
Milli-Q, D-glucosa, marca Sigma Aldrichs, Gas carbdgeno (Oxigeno — Bidxido de carbono
(95:5).

6.3. Infraestructura

6.3.1. Laboratorios:

Laboratorio del Departamento de Biotecnologia, Universidad Autdnoma Metropolitana-
Iztapalapa, San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, C.P. 09340, Ciudad de México, México.

Laboratorio del Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica, Universidad
Autébnoma Metropolitana-lztapalapa, San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, C.P. 09340,

Ciudad de México, México.

Laboratorio del Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Quimica,
Universidad Autbnoma del Estado de México, Paseo Col6n esq. Paseo Tollocan s/n, Col.

Residencial Colén, C.P. 50120, Toluca, Estado de México, México.

Laboratorio y Bioterio del Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica,
Universidad Autbnoma del Estado de México, Paseo Colén esq. Paseo Tollocan s/n, Col.
Residencial Colén, C.P. 50120, Toluca, Estado de México, México.

6.3.2. Equipos:

Los equipos e instrumentos fueron facilitados por el Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (Ciudad de México, México) y por el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de México,
Facultad de Quimica (Toluca, Estado de México, México) el Bioterio y las instalaciones para
el manejo de animales de laboratorio (Ratas Wistar de ambos sexos con un peso comprendido
entre 250 + 50 g y 3 meses de edad) y las muestras biolégicas fueron facilitadas por el
Departamento de Biofarmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de México, Facultad de

Quimica (Toluca, Estado de México, México).
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6.4. Disefio del estudio

Se utilizaron tecnologias de secado por aspersion de emulsiones dobles (SDE)
utilizando Eudragit L30D-55 (EUD), Opadry Il (OPA) o Kollicoat IR (KIR) como materiales de
pared. Las microcéapsulas se evaluaron en cuanto al tamafio de particula, morfologia, perfiles
de liberacion, almacenamiento acelerado y estabilidad termo-oxidativa. Se emple6 el estudio
de estabilidad térmica oxidativa comparado con un estudio de estabilidad acelerada, por ultimo
se evalud la liberacion del farmaco de la formulacion y su biodisponibilidad.

En este proyecto, se trabaj6 con el modelo cinético continuo de disolucién y
permeabilidad in vitro para evaluar el efecto de la formulacién sobre la absorcién de CH

microencdpsulada de liberacién inmediata.
6.5. Métodos para formulacion y caracterizacion:
6.5.1. Formulacion de emulsiones dobles

Tres emulsiones dobles etanol-aceite mineral- agua (EtOH/MO/Wx) se prepararon a
temperatura ambiente (~25 °C) utilizando un procedimiento de dos etapas de emulsificacién
(Pérez-Orozco y col, 2011; Pimentel- Gonzélez y col., 2009). En la primera etapa, la emulsién
interna EtOH / MO se formul6 con una fraccion de masa de 0.15 de la fase dispersa
(OEtOH/MO). La concentracion total de agentes emulsionantes en EtOH/MO fue 2.62% (w/w),
con una relacién PAN:GRI de 1:4.5. La fase interior EtOH contiene CH y PAN, mientras que la
fase oleosa contiene MO y GRI, en los porcentajes en peso que se muestran en la Tabla 6. La
fase EtOH se afiadié gota a gota a la fase MO utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T50
(IKA ®-WERKE Works Inc., Wilmington, NC, EE.UU.) a 5200 rpm durante 8 minutos. En la
segunda etapa la emulsion interna EtOH/MO fue re-emulsionada en diferentes materiales de
pared en solucion acuosa (Wx, donde X representa el material de pared EUD, OPA o KIR) a
una concentracion de 15% (w/w). En todos los casos la relacion de EtOH/MO con los
materiales de pared sélidos fue de 1:1, de modo que en las emulsiones dobles habia una
fraccion de la fase dispersa en masa ¢EtOH/MO/Wx de 0.3. La dispersién de la emulsion de
EtOH/MO en el Wx se hizo utilizando el homogeneizador Ultra-Turrax T50 a 7600 rpm durante
5 min. Las emulsiones dobles resultantes fueron codificadas como EtOH/MO/WEUD,
EtOH/MO/WOPA y EtOH/MO/WKIR, respectivamente.
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Tabla 6. Formulacion de microcdpsulas por SDE.

SDE
Fase Material % (wiw)
Fase interna CH 3.00
(EtOH)
EtOH 2.52
PAN 0.48
Fase intermedia MO 6.86
(MO)
GRI 2.14
Fase externa EUD, OPA 6 KIR 15.00
(Wx)
H,O 70.00
(EtOH/MO/Wy) Emulsion Total 100.00
Solidos Totales 30.00

SDE = Secado por aspersién de emulsiones dobles, CH = Clortalidona; EtOH = Etanol; PAN = Panodan SDK; MO = Aceite
mineral; Wx = Fase acuosa externa; GRI = Grinsted PGPR; EUD = Eudragit ® L30D-55, OPA = Opadry ® II; KIR = Kollicoat ® IR;.
CSD = Dioxido de silicio, Gre = Grenetina; LAC = Lactosa, CEL = Celulosa; TAL = Talco.
* El material de la pared se afiadié en 3% como una ganancia en peso (w/w) en el proceso de recubrimiento.

6.5.2. Tamafio de gota y morfologia de las emulsiones dobles

Las caracteristicas morfolégicas de las emulsiones dobles y el diametro promedio de
longitud de gota (d1,0) de la emulsion interna y doble se determiné utilizando un microscopio
optico (Leica DMLB 100S, Leica, Nueva York, NY, E.U.A.) acoplado a un analizador de
iméagenes (Moticam 2300 Filmless Zoom Camera, Moticam, Xiamen, China e Image Pro-Plus
version de software 7.0, Media Cybernetics, Maryland, E.U.A.).

Adicionalmente, como una medida de estabilidad, la longitud en didmetro medio de
volumen (ds3) de las emulsiones dobles se determinaron en un Malvern Mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido), utilizando agua bidestilada
como dispersante (indice de refraccion = 1,333). Las mediciones se realizaron inmediatamente
después de la preparacion de emulsiones y en intervalos de 24 horas durante 7 dias (Lobato-
Calleros y col., 2008).

6.5.3. Microencapsulacion mediante secado por aspersion

La emulsion doble fue alimentada en un secador por aspersién Nichols/Niro Turbo
(EPL, mod I, Nueva York, NY, E.U.A.) a una velocidad de 40 mL/min y 4 bares de presion de

aire, con temperatura de entrada y salida de aire de ~150 + 5 °C y ~85 + 5 °C respectivamente
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(Fuy col., 2011), para producir las microcapsulas codificadas como SDEx donde el subindice
X denota el polimero (EUD, la OPA o KIR) que constituyen el material de la pared.

6.5.4. Tamafio y morfologia de microcapsulas

El diametro de las microcipsulas dss de SDEx, se determiné con un analizador de
tamafio de particula de laser de difraccion 320 LS13 (Beckman Coulter Inc., Miami, FL, E.U.A.).
Las microcapsulas se dispersaron utilizando aire como medio en el sistema Tornado Dry

Powder System.

La morfologia superficial (topologia) de las microcapsulas se determind por
microscopia electrénica de barrido (SEM). Las microcapsulas se adhieren utilizando una cinta
adhesiva de dos caras (Ted Pella, Redding, CA, E.U.A.) para el examen de su estructura
externa. Las muestras fueron posteriormente recubiertas de oro (Lobato-Calleros y col., 2006)
con una fina capa de iones Sputter JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japén). Se analiz6 al alto
vacio en un microscopio electrénico de barrido Jeol JISM-6510LV (Jeol Ltd., Akishima, Japon),

a 20 kV, con una ampliacién de 110 x y 5000 x.
6.5.5. Rendimiento de microencapsulacion

Las microcapsulas se pesaron para calcular el porcentaje del rendimiento mediante la
siguiente ecuacion (Naeem y col., 2011):

Peso total de microcapsulas resultantes

Peso total de sélidos iniciales
utilizados en la formulacion

Rendimiento (%) =

#100 (Ec. 2)

6.5.6. Eficiencia de microencapsulacion

La eficiencia de microencapsulacién se calculé como el porcentaje de CH detectado en
relacion con la dosis inicial teérico de 50 mg en las formulaciones. Una cantidad apropiada de
microcapsulas (cantidad de masa que disponga de una dosis de 50 mg te6rico CH), se disolvié
en metanol para obtener 0.2 mg/mL de CH. La cantidad de CH atrapado en microcapsulas se
determiné por HPLC. Las muestras se inyectaron en un sistema cromatografico Agilent
Tecnologias 1100 (Agilent, Waldbronn, Alemania), utilizando una columna Zorbax SB-C18
columna, 50 mm x 4,6 mm id, de tamafio de particula de 1.8 um (Agilent Technologies,

Newport, DE, E.U.A.), a 30 + 2 °C. La fase mdvil consistié en una mezcla de 0.08 M de acido
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fosférico (pH 5,5) con Acetonitrilo (80:20) bajo condiciones isocraticas a una velocidad de flujo
de 1 mL/min. La deteccion por UV se realiz6 a 220 nm. La concentracion analitica de CH se
determin6é a partir de una curva estandar realizada con CH (r2 = 0.999). La eficiencia de
farmaco de carga se determiné como la relacion entre la concentracion de CH analitica y la
tedrica mediante la siguiente ecuacion:

Am P CH mg microencépsulada

o= x 0.1%P*PP = ( = ) * 20 * 100 = %CH (Ec. 3)

En donde: Am: Area del pico de CH obtenido en el cromatograma de la solucién de la
muestra; Ar: Area del pico de CH obtenidos en los cromatogramas de las soluciones de
referencia; Pr. peso de CH , sustancia de referencia, en mg, Pm: peso de la muestra en mg,
0,1: factor de dilucién, P: sustancia pura referencia CH / 100, PP: Promedio del peso de las
capsulas en mg; 20: el contenido tedrico de CH y 100: factor de conversion a porcentaje. Los
resultados se expresaron como porciento de CH.

6.5.7. Dosificacion de las microcapsulas en capsulas de gelatina

Las microcapsulas y CH se acondicionaron en capsulas de gelatina # 1 a dosis tedéricas
de 166.7 mg de CH, basado en el contenido tedrico de CH en la formulacién propuesta. Estas

capsulas se utilizaron para la liberacion in vitro y prueba de estabilidad en almacenamiento.
6.6. Estudios de estabilidad
6.6.1. Estabilidad acelerada

Las cépsulas acondicionadas en diferentes contenedores con CH y microcépsulas
fueron almacenadas a 40 °C y 75% de humedad relativa (Estabilidad acelerada). La estabilidad
quimica (contenido de la droga) se monitoreo por 3 meses para la estabilidad acelerada, como
se describe en la guia de la Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH, 2006) y se
analizé por HPLC cada mes, siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente en la

seccion de eficiencia de microencapsulacion.
6.6.2. Estabilidad térmica-oxidativa

De 4 a 5 mg del farmaco, material de la pared, CH y las microcipsulas se colocaron en el

horno de un calorimetro diferencial de barrido TA Instruments DSC Q1000 (TA Instruments,
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New Castle, DE, E.U.A.). Las muestras fueron sometidas a velocidades de calentamiento de
(B) 2.5, 5, 7.5 y 10 °C/min desde 50 °C hasta 400 °C, utilizando una velocidad de flujo de
oxigeno de 100 cm®min. Por otro lado, se analiz6 un blanco utilizando N, con el fin de
determinar si los picos exotérmicos de las muestras fueron causados por su oxidacion. La
estabilidad térmica de las microcdpsulas se realizé utilizando un régimen dindmico no
isotérmico por la técnica de DSC. Los parametros cinéticos de oxidacion de las microcdpsulas
se calcularon como se informé por (ASTM 1984, Pérez-Alonso y col.,2008).

6.7. Liberacidn in vitro de las microcapsulas de CH

Se llevaron a cabo pruebas de disolucién in vitro para estimar la liberacion de CH de
las microcapsulas, utilizando el aparato USP 2 (paletas) (Pharmatest, Steinheim, Alemania) a
50 rpm. Se usaron 900 mL de agua bidestilada como medio de disoluciéon a 37 + 0.5 °C. Las
capsulas de CH y las microcapsulas se afiadiran al medio de disolucion asegurando
condiciones de inmersion (C <0.2 C). Las soluciones se filtraron a través de una membrana de
0.45 um de didmetro de corte (Cameo filtro de acetato, Millipore Co., Bedford MA, E.U.A.) y
bombeada continuamente a un flujo de 12.5 mL/min a un espectrofotdmetro de flujo Varian
Cary 50 UV-visible (Varian Palo Alto, CA, E.U.A)). La absorbancia de CH estandar o muestra
se midié a 220 nm. El porcentaje de farmaco liberado se calculé con la cantidad de CH valorada

en relacion con la cantidad total de CH vs el tiempo.
6.8. Métodos para evaluacion de Permeabilidad de CH Microencépsulada

En este proyecto se trabaj6é con un modelo biolégico in vitro que consiste en un
segmento de intestino no evertido de rata (en el cual se considera la absorcion constante),
técnica que presenta ventajas con respecto a otros modelos, en cuanto a tiempo de
evaluacion, implementacion sencilla, costos bajos por ensayo; asi mismo, el tejido intestinal
se obtiene de animales de laboratorio que proliferan muy rapidamente y se adaptan facilmente
a la vida de bioterio, lo que permite controlar las variables ambientales en la experimentacion,
ademas al utilizar un mamifero como la rata, gran parte de sus procesos bioquimicos son

similares al humano (Mahomoodally y col., 2007, Dixit y col., 2012).

Se emplearan 12 ratas Wistar de ambos sexos con un peso comprendido entre 250 +

50 g y 3 meses de edad, que seran acondicionadas durante una semana en un cuarto cerrado
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bajo temperatura de 22 + 1° C y humedad relativa de 50 + 10%, se mantuvieron bajo ciclos de
luz-obscuridad de 12 horas (NOM 062 Z00-1999). Fueron alimentadas con pellets de alimento
comercial (Lab Rodent Diet 5001) acorde con los requerimientos nutricionales de la rata. Se
les proporcioné agua y el alimento ad-libitum. Al término de este periodo, se distribuyeron
aleatoriamente en 2 grupos, cada grupo constituido por 6 ratas. En el primer grupo de animales
se evaluo la permeabilidad de la CH microencapsulada y en el grupo restante la permeabilidad
del farmaco de CH.

La evaluacién de la permeabilidad se realiz6 por sextuplicado para cada muestra

(fArmaco y microencapsulado), utilizando segmento de intestino fresco.
6.8.1. Preparacién de soluciones.
Solucion buffer de fosfato pH 7.80

Se pesaron 0.58 g de fosfato de potasio monobasico y 8.86 g de fosfato de sodio
dibasico anhidro, se transfirieron a un vaso de precipitados de 1000 mL con agua purificada y
se agitaron hasta completa disolucion. Se ajustd el pH a 7.80 + 0.05 con &cido fosférico

concentrado.
Soluciéon de Lauril sulfato de sodio al 0.2 % en metanol

Se pesaron 2.0 g de Lauril sulfato de sodio y se transfirieron a un matraz volumétrico

de 1000 mL, se disolvieron y llevaron a volumen con metanol grado cromatografico.
Solucion de Tyrode pH 6.80 + 0.05

Se pesaron 1.0 g de D-glucosa, 1.0 g de bicarbonato de sodio, 0.05 g fosfato de potasio
monobasico, 0.20 g de cloruro de calcio, 0.20 g de cloruro de potasio, 0.10 g de cloruro de
magnesio y 8.00 g de cloruro de sodio. Se transfirieron a un vaso de precipitado de 1 L, se
disolvieron con 900 mL de agua purificada, se mezclaron hasta completa disolucién (no
calentar). Se ajusto el pH a 6.80 + 0.05 con hidroxido de sodio 0.1 N o &cido clorhidrico 0.1 N.
Finalmente, se llevd a volumen con agua purificada. Se filtra a través de una membrana
Millipore de 0.22 um de tamafio de poro. Finalmente, se almacena en refrigeracion y se protege

de la luz.
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6.8.2. Diseccioén del intestino de rata.

En la campana de extraccion, se anestesian las ratas por saturacion con éter etilico y
luego de realizar una incisién desde el abdomen hasta el térax extraer la sangre por puncién
cardiaca, posteriormente se disecta una fraccion de intestino de aproximadamente 10 cm de
longitud correspondientes a la zona del duodeno, descartando los primeros 5 cm préximos al

piloro.

Se mantiene sumergido el intestino aislado en solucién de Tyrode pH 6.80 + 0.05 a 37
°C y aireada con gas carbégeno para evitar muerte celular. Se remueven los vasos
mesentéricos y la grasa adherida al intestino, con ayuda de una canula lavar con solucién de
Tyrode pH 6.80 £ 0.05 a 37 °C la parte interna y externa del trozo de intestino aislado, cuidar

de no provocar desprendimiento del tejido mucosal y/o romper el intestino mismo.

Se ata uno de los extremos al dispositivo de entrada del farmaco y el otro extremo al
dispositivo de salida del farmaco del Sistema de Permeabilidad Intestinal. Finalmente, se
sumerge el intestino en el compartimento serosal, el cual previamente contiene 50 mL de una
solucion de Tyrode pH 6.80 + 0.05 a 37 °C aireada con gas carbégeno de acuerdo con lo

descrito en la Figura 7.
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N
l .

Figura 7. Sistema de Permeabilidad Intestinal.

Donde A: Aireacion con carbogeno; B: tubo de vidrio de 50 mL, C: Intestino no
evertido, D: entrada del farmaco disuelto, E: salida del farmaco disuelto, F: compartimento

serosal, G: parrilla de agitacion
6.8.3. Soluciones muestra de la permeabilidad

Se colocd en un vaso de disolutor (aparato 1) 900 mL de la Solucién buffer de fosfato
pH 7.80 a 37 °C y una canastilla japonesa con una capsula que contenga CH
microencépsulada equivalente a 13.5 mg de CH y se realiza la disolucién a una velocidad de
agitacion de 75 rpm durante 90 minutos. Se introduce la entrada y salida del Sistema de
Permeabilidad Intestinal y recircular la CH disuelta a un flujo aproximado de 1.3 mL por min,
tal como se muestra en el Disefio del Sistema Continuo para la Disolucion y Permabilidad,
(Figura 8).
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Figura 8. Disefio del Sistema Continto para Disolucion y Permeabilidad.

Los tiempos que se evaltan, son: (0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos), se toman de
forma manual 15 mL de solucién muestra del compartimento serosal con ayuda de una pipeta

volumétrica de 15 mL y se repone el volumen con solucién de Tyrode pH 6.80 + 0.05 a 37 °C.

Se transfieren las muestras por separado a un vaso de precipitado de 50 mL y se
evaporan hasta sequedad en parrila de calentamiento a una temperatura de
aproximadamente 180 °C, se deja que las muestras alcancen la temperatura ambiente y
posteriormente reconstituir con 1.5 mL de solucién de Lauril sulfato de sodio al 0.2% en

metanol, sonicar por 10 minutos y finalmente mezclar en Vortex. Ver nota 1

Nota 1. Se filtran las soluciones de referencia y soluciones muestra a través de filtros
Millex de PVDF 0.45 pum, eliminando los primeros mililitros del filtrado y se reciben el filtrado

en viales.

6.8.4. Soluciones de referencia

Se pesan por duplicado 10 mg de CH, sustancia de referencia y se adiciona por
separado a matraces volumétricos de 100 mL, disolver y se llevan a volumen con Lauril sulfato

de sodio al 0.2% en metanol, mezclar.
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Se transfiere de manera independiente alicuotas de 1 mL de las soluciones anteriores

a matraces volumeétricos de 200 mL, diluir y llevar a volumen con el mismo diluente, mezclar.

(Soluciones R3 y R4, concentracién + 0.5 uyg/mL de CH). Ver nota 1.

6.8.5. Condiciones cromatograficas:

Fase movil:

Columna:

Velocidad de flujo:

Temperatura de
columna:

Detector:

Vol. de inyeccion:

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA pH 2.4:

Se pesan 1.44 g de fosfato monobasico de amonio y se
transfieren a un matraz volumétrico de 500 mL, disolver y se llevan a
volumen con agua purificada. Se verifica que el pH se encuentre en
un valor de 4.50 + 0.05, si es necesario, se ajusta el pH con solucién

de hidréxido de amonio 0.1 N o acido fosforico concentrado.

PREPARACION DE LA FASE MOVIL:

Se transfiere a un vaso de precipitado de 1000 mL, 400 mL
de la solucién amortiguadora y 600 mL de acetonitriio grado
cromatografico medidos de forma independiente y se mezclan. Se
filtra la solucion a través de membrana Millipore de 0.45 pym de

tamafio de poro y se desgasifica por ultrasonido.

De acero inoxidable, de 15 cm de longitud por 3.9 mm de
diametro interno, empacada con particulas de silica de 5 um de
diametro recubiertas con grupos octadecilsilano (C18), tipo

Symmetry marca Waters.
1.0 mL / min

25°C

UV a 220 nm

20 pL
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Tiempo de retenciéon:  Aproximadamente 3.8 minutos.

Tiempo de corrida: 6.0 minutos aproximadamente
6.8.6. Metodologia:

Adecuabilidad: Se inyecta una vez 20 pL de solucion blanco (solucién diluente),
posteriormente inyectar por quintuplicado 20 uL de la solucion de referencia (R3) y se obtienen

los correspondientes cromatogramas, el coeficiente de variacién no debe ser mayor de 2.00%

Se inyectan por duplicado 20 uL de las soluciones de referencia (R3 y R4) al inicio de
la corrida y a menos una vez al final. El coeficiente de variacion entre todas las inyecciones de
las dos soluciones de referencia no debe ser mayor de 2.00 % vy el factor de coleo debe ser

menor a 2.0
6.8.7. Procedimiento.

Ajustados los parametros de operacion, se inyectan una vez las soluciones muestra
obtenidas en cada tiempo de muestreo (P1 a P7) y obtener los correspondientes

cromatogramas.

Terminado el andlisis, se lava el sistema cromatogréfico con flujo de 1.0 mL/min de

acuerdo con lo establecido en la siguiente tabla 7:

Tabla 7. Composicion de fase para lavado del equipo.

Mezcla Proporcion Volumen
Agua purificada / Acetonitrilo grado cromatografica 40:60 15 mL
Agua purificada / Acetonitrilo grado cromatografica 50:50 15 mL
Agua purificada / Acetonitrilo grado cromatografica 60:40 15 mL

6.8.8. Calculos

Se determind con exactitud la respuesta en area de los picos de las soluciones de
referencia y de las soluciones muestra. Se report6 para cada inyeccion el factor de capacidad
(K’), Coleo (USP-NF, 2012) y Numero de platos te6ricos (NPT).

Se calcularon los microgramos de CH permeada en cada tiempo de muestro, mediante

la siguiente formula:
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':—7: * Prx 0.000075 * P * 1000 = ug de CH en los 15 mL (Ec. 4)

pg enlos15mlx50mL _ ug de CH en los 50 mL (Ec. 5)
15mL

ug enlos 50 mL + Y, A;_1 = ug Totales de CH permeada (Ec. 6)

donde:

Am = Area del pico de la CH obtenido en el cromatograma de la solucion muestra

Ar = Area promedio del pico de la CH obtenido en los cromatogramas de las
soluciones de referencia
Pr = Peso de CH sustancia de referencia, en mg

0.000075 = Factor de dilucién
P = Pureza de la CH sustancia de referencia / 100
1000 = Factor de conversiéon a microgramos
Ain1 = Microgramos de CH permeada en los tiempos de muestreo anteriores

Con los datos obtenidos, se graficé el promedio de los miligramos permeados de CH
(y) contra el tiempo evaluado (x) para cada caso (CH microencpsulada como del farmaco

puro).

Se determiné y comparo el perfil cinético de permeabilidad en un modelo de intestino
de rata no evertido de los microencapsulados de CH con respecto al farmaco puro. El sistema
para evaluar la permeabilidad intestinal se basa en la técnica descrita por Marano y Lufrano
en 1991. Para ello, se emplean ratas Wistar hembra con peso de 250 g = 50 g de peso,
alimentadas ad libitum, las cuales se sacrificaran por saturacién con éter etilico y luego se
realiz6 una incision abdominal aislando un trozo de intestino de la zona del duodeno de 10 cm
de longitud, descartandose previamente los primeros 5 cm préximos al piloro. Se lavd con
solucion de Tyrode pH 6.8 a 37°C. Posteriormente se ligo uno de los extremos del intestino y
se adiciono en el interior (sitio mucosal) 1 mL de la solucién muestra (equivalente a 20 pg de
CH disuelta en 1 mL de medio de disolucion). Finalmente se cierra e introdujo el intestino al
dispositivo de permeabilidad, que previamente contiene 50 mL de la soluciéon de Tyrode pH

6.8, a 37°C, con burbujeo constante de gas carb6geno, O./CO; 95:5 y agitaciébn magnética.

Se muestreo 15 mL de la solucion serosal con reposicion del volumen a los 0, 2.5, 5,

10, 15, 25, 35, 45, 60, 75 y 90 minutos, las muestras se colocaron en un vaso de precipitado
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de 50 mL y se evaporo hasta sequedad. Posteriormente se reconstituyo con 1.5 mL de lauril
sulfato de sodio al 0.2% en metanol. Después de sonicar por 5 minutos se homogenizo para
su posterior cuantificacion por HPLC/UV, las condiciones cromatograficas son las mismas que
para la prueba de eficiencia de microencapsulacion. Se determiné la respuesta de los picos
de los cromatogramas y se calculé la cantidad de CH permeada de acuerdo con las siguientes

formulas:
‘;—T * Pr+ FD * P x 1000 = ug de PS en los 15 mL muestreado (Ec. 7)

Doénde:

Am = Area del pico de CH obtenido en la solucién muestra

Ar = Area promedio del pico de CH obtenido en las soluciones de referencia
Pr = Peso de CH, sustancia de referencia, en mg

FD = Factos de dilucion, 0.006

P = Pureza de la CH sustancia de referencia /100

1000 = Factor de conversién a microgramos

ug enlos 15 mL*50 mL

oL = ug de PS en los 50 mL (Ec. 8)
Si + Y Ain~! = Microgramos totales de PS permeada (Ec. 9)
Donde:
Si = Microgramos de CH en los 50 mL de la solucion serosal

Ain! = Microgramos de CH permeada en los tiempos de muestreo anteriores

La disolucién y permeabilidad simultanea se evalu6 en base a la metodologia descrita
por Lala y Nandgaonkar, 2011. Para ello se mont6 un perfil de disolucién con un solo vaso de
disolutor bajo las condiciones descritas en la prueba de liberacion in vitro de las microcdpsulas
de CH y por medio de una bomba de recirculacién se paso la CH disuelta por el sistema de

permeabilidad.
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6.8.9. Andlisis estadistico

Todas las mediciones se llevaron a cabo en repeticiones por triplicado. Todos los datos
cuantitativos se expresaron como media + desviacién estandar. El analisis estadistico se
realizé mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y una comparacién de medias a
través de la prueba de Tukey utilizando el software estadistico SPSS Statistics 19.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nueva York, E.U.A.) con una significancia estadistica de p <0.05.
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/. RESULTADOS
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7.1. Caracterizacion de CH

En el desarrollo de nuevos procesos tecnolégicos es importante conocer las
caracteristicas de los materiales que se van a trabajar, asi que en el caso de la CH, las
muestras proporcionadas se describen como; polvo cristalino blanco o blanco amarillento;
inodoro o casi inodoro y temperatura eutéctica, con diciandiamida R, aproximadamente 174
°C, es practicamente insoluble en agua (12 mg/100 mL a 20 °C), cloroformo o éter, ligeramente
soluble en alcohol, soluble en metanol y soluble en carbonatos alcalinos o soluciones bésicas,
con punto de fusion cercano a 239 °C. El farmaco no present6 incompatibilidad a temperatura
ambiente en ausencia y presencia de luz, pero a 60°C y 60°C/85% H.R., se detecta cambio
fisico aparente con los excipientes por efecto de la temperatura y humedad por lo que los
cambios observados corresponden al farmaco y no a incompatibilidad farmaco-excipiente. Los
resultados se presentan en la Tabla 8 y se respaldan por los termogramas obtenidos por
calorimetria diferencial de barrido donde sélo para el caso de la celulosa (CEL) se podria
presentar incompatibilidad ya que no se define una sola respuesta para cada componente
(Datos no mostrados), los demas excipientes presentan cambio de estado a diferente
temperatura. En el andlisis de tamafio de particula por el método de difraccion de rayos laser
se obtuvo un tamafio promedio de 10.65 um para CH con una distribucion en la que el 100%
de la muestra es menor a 15 um (Figura 9). La forma de la particula del farmaco se observé
con objetivo 40x obteniendo que CH presenta particulas de forma columnar y acicular, ver
Figura 10. Con las caracteristicas anteriores se logré plantear una estrategia adecuada en la
seleccién de procesos y componentes que nos ayudo a colocar en practica la fabricacion de
microcapsulas que fomenten la conservacion y caracteristicas de solubilidad de la molécula,
que es una base irrefutable de la necesidad de nuevas alternativas tecnolégicas para
proteccion contra su inestabilidad, que desde el punto de vista estructural presenta centros
reactivos -SO2- que sugiere la posible formacién de benceno sulfonato dependiendo de las
condiciones, por lo que es necesario proporcionar una proteccion para promover la estabilidad

de la molécula activa.
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Tabla 8. Interaccion de CH con los excipientes.

Muestras: Punto Temperatura Temperatura 60°C 60°C/85%H.R.
Principio activo / de Ambiente Ambiente (2 mes) (Ames)
Excipiente (1:1) fusién sin luz con luz
(°C) (1 mes) (Imes)
CH 239.0 Polvo color grisaceo

CH + OPA 193.4 Mezcla homogénea de polvos de color ligeramente
grisacea

CH + CSD Mezcla homogénea de polvos de color ligeramente
grisacea

CH + GRE 36.6 Mezcla homogénea de polvos de color amarillo ligeramente
grisacea

CH + LAC 203.0 Sin cambio Mezcla homogénea de polvos de color ligeramente
grisacea

CH + CEL 148.0 Mezcla homogénea de polvos de color ligeramente
grisacea

CH + TAL Mezcla homogénea de polvos de color ligeramente
grisacea

CH + EtOH El liquido cambié a color gris oscuro

CH + PAN 263.1 El liquido cambi6 a color amarillo-gris

CH + oM 221.5 El liquido cambi6 a color gris claro

CH + GRI 249.9 El liquido cambié a color amarillo-gris

CH + EUD 212.7 El liguido cambi6 a color gris muy claro

CH + KIR 396.6 El liguido cambi6 a color gris claro

CH = Clortalidona; EtOH = Etanol; PAN = Panodan SDK; MO = Aceite mineral; Wx = Fase acuosa externa; GRI = Grinsted
PGPR; EUD = Eudragit ® L30D-55, OPA = Opadry ® II; KIR = Kollicoat ® IR; CSD = Diéxido de silicio, GRE = Grenetina; LAC =
Lactosa, CEL = Celulosa; TAL = Talco.
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Figura 9. Distribucion de Tamafio de Figura 10. Microscopia 6ptica de CH en
particula de CH. objetivo 40x.
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7.2. Tamafo de gota, morfologia y estabilidad de las emulsiones dobles.

Todas las emulsiones dobles estaban formadas por gotitas de MO esféricas que
contenian dentro de ellas un gran numero de gotas de EtOH (d1o = 0,12 um, conocida como
morfologia de tipo C (figura 12b, 12c, 12d; Garti, 1997). Las emulsiones dobles recién
fabricadas (EtOH; / MO / Wir, EtOH1 / MO / Wopa y EtOH; / MO / Weup) mostraron diferencias
no significativas dio = 5,6 £ 0,66 um, lo que indica que la composicion del material de pared
no afect6 a el tamafio de gota inicial, Ver Figura 11. La estabilidad de las microcapsulas
obtenidas por secado por aspersion depende en gran medida de la estabilidad de las
emulsiones dobles alimentada por secador por aspersién. La Figura 13 muestra la variaciéon
de tamafio en volumen ds3 con el tiempo de fabricacion para la emulsion interna de EtOH /
MO y para las emulsiones dobles de EtOH / MO / Wx. Todas las emulsiones mostraron muy
poca variacion en tamafio de volumen da 3 hasta 120 h. En tiempos de fabricacion mas largos,
todas las emulsiones mostraron un fuerte aumento en el tamafo de gota. Por lo tanto, si el
secado por aspersion de las EtOH / MO / Wy se realiza dentro de las 120 h de la formacion de
las emulsiones dobles, ningun efecto adverso deberia afectar al SDE promovido por la
inestabilidad de las emulsiones dobles.

CH+EtOH/MO/Wx

Temperatura _ » <16pm o ¢
\\ \ /i\_ -~ 2

/ “
CH ‘0 éi & CH

CH CcH CH éncn CH

CH = Clortalidona; EtOH = Ethanol; MO = Aceite Mineral; W = Fase acuosa
externa; X = Eudragit® L30D-55, Opadry® II o Kollicoat® IR.

Figura 11. Formulacién de microcapsulas por SDE.
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Figura 12. Micrografias de emulsiones simple y doble recién preparadas de CH: (a)
EtOH1/MO, (b) EtOH1/MO/Wkir, (€) EtOH1/MO/Wopa y (d) EtOH1/MO/WEeup.
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Figura 13. Variaciéon del tamafio de gota volumétrico promedio (d4,3) con respecto al tiempo
después de la fabricacion: EtOH1/MO/Weup (-o-), EtOH1/ MO/Wopa (-O-), EtOH1/MO/Wkr (-
A-) y EtOH1/MO (-o-).
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7.3. Tamafio y morfologia de microcdpsulas

La Figura 14 muestra la topografia de las microcapsulas SDEx (figuras x3a-c). Las
microcapsulas SDEx se caracterizaron por mostrar una forma esférica definida, con una
superficie homogénea y lisa, sin evidencia de agujeros y/o fracturas. Tampoco mostraron
diferencias significativas en el tamafo de particula que fue de 16.50 + 0.21 um para SDEeup
(figura 14a), 16.14 + 0.32 um para SDEopa (figura 14b) y 16.42 + 0.32 um para SDEkr (Figura
14c). Los tamafios de particulas de SDEx fueron significativamente mayores que el tamafio de
gota de las emulsiones de EtOH; / MO / Wx de las que se originaron. Esto se debe a la
naturaleza del proceso de secado por aspersién. La combinacién de altas temperaturas que
exceden el punto de ebullicion del agua, EtOH y del aire atrapado provoca una expansion en
forma de globo de las gotas en la emulsién, impulsadas por el aumento de la presién parcial
de los gases disueltos al aumentar la temperatura. Esta expansion continda hasta que se
alcanza y excede un umbral de presién parcial de los gases y en este punto, la difusion
selectiva de los gases atrapados ocurre a través de la red de material de la pared viscosa
(Rodriguez-Huezo et al., 2004).

Se determind la morfologia de las microcapsulas mediante SEM encontrando
estructuras simétricas con poca influencia del material de pared en la descripcién de la pared,
ver Figura 14.

Figura 14. Micrografias de microcapsulas de CH: a) SDEeup, b) SDEopa, €) SDEkir.
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7.4. Rendimiento y eficiencia de microencapsulacion

Al variar el tipo de material de pared utilizada en la produccion de microcdpsulas, se
observaron diferencias en la morfologia y tamafio de las particulas, pero no se encontrd
diferencia en el rendimiento del proceso (> 85%) y la prueba de contenido (> 98%) para los
materiales de pared, ver Tabla 9.

Como puede observarse en la Tabla 9, el proceso de microencapsulacion logro un alto
rendimiento del producto y una eficacia de encapsulacion de CH. El rendimiento del producto
fue superior al 86% para SDEx, lo que indica que el proceso de microencapsulacién tienen un
rendimiento de producto eficiente. Las pérdidas de material se pueden atribuir a lo que ocurre
normalmente en el secado por aspersion (adherencia a las paredes del secador). Estas
pérdidas de materiales influyeron en los resultados de eficiencia de microencapsulacion. En
este punto, debe afirmarse que los cristales de CH tenian una pureza del 98,52%. La eficacia
de encapsulacion de CH fue superior al 98% (p / p) en todas las microcapsulas y en el caso
particular de SDEx se encontrd que era superior al 100%. Estos resultados sugieren que la CH
estaba bien integrada en la mayor parte de los ingredientes de la formulacién y que las
pérdidas de masa durante el procesamiento fueron sufridas principalmente por ingredientes
de formulacion distintos de la CH. Los rendimientos obtenidos por ambos procesos de
microencapsulaciéon fueron mas altos que los reportados para otras técnicas de
microencapsulacién. Hu et al. (2006) informaron un rendimiento del 70% para Simvastatin
encapsulado por el método de cristalizacién usando Eudragit® como material de pared. Alhnan
et al. (2011) informaron rendimientos de 87% a 100% cuando encapsulaban prednisolona
mediante secado por aspersién usando como materiales de pared el tipo S o L de Eudragit.

Tabla 9. Rendimientos de Proceso y eficiencia de microencapsulacion.

- Eficienci Microen laciéon par
Rendimiento ciencia de Microencapsulacion para

Cdédigo CH
(%) Ci (%)

CH 98.52 + 0.49%¢
SDEeup 86.43 £ 1.24* 102.55 + 0.33'
SDEopa 92.49 + 1.60Y 102.18 + 0.70M
SDEkir 87.23 £ 0.83* 102.50 + 0.44'
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7.5. Estabilidad

La estabilidad de CH contenida en microcdpsulas obtenidas mediante secado por
aspersion de emulsiones dobles se mejor6 significativamente en comparacion con la de CH
cristalina, con el material de la pared evaluado. Se ha establecido que el secado por aspersion
de emulsién doble usando etanol en lugar de agua en la fase interna es una buena alternativa
a las técnicas de encapsulacion estandar para la proteccidon y para conseguir la liberacién
inmediata de CH.

El farmaco no presentd incompatibilidad a temperatura ambiente en ausencia y
presencia de luz, pero a 60 °C y 60°C/85% H.R. se detectaron cambios fisicos aparentes con
los excipientes por efecto de la temperatura y humedad por lo que los cambios observados
corresponden al farmaco y no a incompatibilidad farmaco-excipiente. Con las caracteristicas
anteriores se logré plantear una estrategia adecuada en la selecciobn de procesos y
componentes que nos ayudé a colocar en practica la fabricacion de microcapsulas que

fomenten la conservacion de la molécula.
7.5.1. Estabilidad acelerada

Las muestras de degradacion fueron obtenidas bajo condiciones de estrés por
temperatura (40 °C) y humedad (75%) y se observa que las microcdpsulas tienen mayores
ventajas en la estabilidad que la forma cristalina de la CH, las muestras fueron analizadas de
igual forma que la muestra control (inicial, 1 mes, 2 meses y 3 meses), tanto la forma cristalina
de la CH y cada formulacién propuesta demostraron que en 3 meses de estrés la maxima
degradacion se presentd en la muestra de CH sin tratamiento previo pero en el caso de las
microcapsulas la muestra obtenida por secado por aspersion con KIR fue la que presento el
porcentaje de degradacion mas alto (1.76%) ver resultados en la Tabla 10, que en

comparacion con la forma cristalina que muestra un grado de degradacion de mas del 20.50%.
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Tabla 10. Estudio de estabilidad acelerada 40°C/75% H.R.

Estabilidad acelerada (40°C/75% R.H.)
Eficiencia de
Microencapsulacion

Cédigo )
para CH Perdida de CH
Ci (%) 1 mes 2 meses 3 meses Cf - Ci
Cum (%) Cam (%) Cf (%) %)

CH 98.52 + 0.49%¢ 92.34 £ 0.65 85.32+1.21 78.02 £ 1.81% -20.50
SDEeup 102.55 + 0.33' 101.98+0.18 101.45+0.24 101.22 + 0.86%" -1.33
SDEopa 102.18 + 0.70™ 101.67 £ 0.06 100.87 +0.43 100.42 + 0.34"e" -1.76
SDEkr 102.50 + 0.44' 102.08 £ 0.21 102.10 £ 0.32 101.55 + 0.39" -0.95

7.5.2. Termooxidacion DSC

La Figura 15a muestra los termogramas de flujo de calor como funciéon de la
temperatura de un blanco de N y cristales de CH. La respuesta de fondo lineal corresponde
a el gas N., mostrando sélo pequefias fluctuaciones sin efectos exo-y endotérmico. Los
cristales de CH presentaron fluctuaciones bien definidas de forma exotérmicas que
corresponden a las temperaturas reportadas en la Tabla 8 para las diferentes tasas de
calentamiento (B’s) 2,5, 5,0, 7,5 y 10 °C min‘l, respectivamente, lo que indica que estos picos
son debidos a el proceso de oxidacion. La figura 15b muestra el termograma del material de
pared EUD a las mismas tasas de calentamiento (B’s), donde se reportan fluctuaciones
exotérmicas mucho mas altas (Tabla 11) que los descritos para los cristales de CH. Estos
resultados indican que las fluctuaciones exotérmicas mostradas por dicho material de pared
pueden ayudar a la estabilizacién de CH ya que presenta mayor energia de descompaosicion.
Las temperaturas maximas exotérmicas (TMP) para las microcapsulas obtenidas con procesos
de encapsulacion (Tabla 11 y la figura 15c¢) se llevé a cabo entre 260 y 295 °C, estos intervalos
estan por encima los datos obtenidos para los cristales de CH, lo que indica que CH sin

encapsular es menos estable que cuando esta microencapsulada.
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Tabla 11. Estabilidad térmica oxidativa.

5 CH SDEeuwp SDEopa SDEkr
(°C min?)
Twe(°C) Twe(°C) Twr(°C) Twe(°C)
2.5 225.0 £ 0.23 280.1 £0.31 245.1 + 0.56 250.4 £0.18
5 230.6 £ 0.28 285.0 £ 0.54 250.9 +0.38 255.7 £0.20
7.5 235.7+0.12 290.3+0.32 255.1+0.28 260.2 +0.28
10 240.1+0.34 295.6 +0.43 260.3 £ 0.47 265.3+0.04
Parametros cinéticos
E, (kd/mol)= 186.1 £ 0.102 228.7 +0.08¢ 201.1+0.12° 204.9 + 0.09°
r? 0.96 0.98 0.95 0.97
10 T T T T
a T T T T
AR b
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Figura 15. Termogramas de: a) N2 blanco y CH, b) EUD y ¢) SDEgup.
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La energia de activacién (Ea) del proceso de oxidacion para los cristales de CH y las
SDEx microcpsulas se presentan en la Tabla 11. Hay amplia evidencia que corrobora la
idoneidad de KIR para la proteccién de los farmacos contra la degradacién (Schoubben y col.,
2009). Se ha reportado que el material de pared KIR presenta una buena proteccién contra la
degradacion de Simvastatina (familia de las estatinas) en condiciones de estrés (40 °C/75%
H.R.) durante 3 meses (Hu y col., 2006). Del mismo modo, materiales derivados de celulosas
y esteres acrilicos se consideran como agentes de barrera muy eficaces contra la humedad y
su empleo dependerd de la solubilidad deseada en el producto final (Jeong y Park, 2008;

Hamedelniel y col, 2011).

A partir de estos resultados se infiere que las microcdpsulas con KIR como material de
pared dificulta la difusidn de oxigeno en la microcapsula y proporciona una mejor estabilidad

frente a la oxidacion para CH.

7.6. Liberacién in vitro de las microcapsulas de CH

Una caracteristica importante que se espera de las microcipsulas que contienen CH
es su capacidad para liberar rapidamente el farmaco. Por lo tanto, los perfiles de disolucion in
vitro de CH de las microcapsulas SDEx (figura 16) se determinaron y compararon con los de
CH y se contrastaron con el valor deseado para CH > 80% en 20 min, (Oster y Kissel, 2005).
El perfil de disolucion de CH alcanzé 80% de solubilidad en 15 minutos. Todas las
microcapsulas SDEx liberaron al menos un 80% de CH en 10 minutos. Estos perfiles de
liberacion indican que todas las microcapsulas formuladas cumplieron con la especificacién
deseada de CH 80% liberador en 20 min, y presentaron perfiles de liberacion equivalentes o
superiores que CH, independientemente del material de la pared y el proceso de
microencapsulacion utilizado. En el caso de las microcdpsulas SDEy, las creadas con EUD
mostraron una liberacién de CH significativamente mayor (~ 93%), que cuando se usaron OPA
(~ 86%) o KIR (~ 83%) como materiales de pared después de 10 minutos. Estos resultados
indican que la microencapsulacion mediante secado por aspersion de emulsiones dobles

mejoran eficazmente la solubilidad de CH.

La disolucién completa (100%) se obtuvo en aproximadamente 20 minutos para todas
las formulaciones. La Figura 16 muestra los perfiles de disolucién de las formulaciones de

secado por aspersion para los diferentes polimeros. Independientemente del tipo de polimero
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(EUD, OPA o KIR), la disolucion o grado de liberacion de CH en los procesos no se encontrd
afectada.

El tiempo para alcanzar la concentracibn maxima de la solucion (Tmax) para
formulaciones con 15% (w/w) del polimero estuvo dentro de los 20 min, ver Figura 16,
independientemente del tipo de polimero usado. La liberaciébn del farmaco de las
microcépsulas del polimero fue controlada por la formacién de una suspensién que favorecio
la difusion de la droga a través de la capa limite cerca de la superficie de disolucién. Dado que
la velocidad de disolucién de CH fue similar que, en los procesos realizados, es razonable
sugerir que la liberacion inmediata fue el resultado de la formulacién. Mezclando el farmaco
con los polimeros (emulsién solida) y el desarrollo de las interacciones entre ellos puede

también tomar lugar un rol en controlar la liberacion del farmaco de las formulaciones.

100" ¢ % & & #
A . "
1 = CH 7 g .
90| © SDE.,’ : .
a SDEM$
v SDE
SRR :
= i
k=]
g 70
g | J 1
-
60 A
J ¥
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— .
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Figura 16. Perfil de disolucion para CH y CH microencépsulada: CH (-m-), SDEeup (-O-),
SDEopA (-A-) and SDEK|R (-V-).

7.7. Evaluacién de la permeabilidad

La biodisponibilidad de farmacos administrados via oral depende de su absorcién y de
su metabolismo. Entre los factores que determinan la absorcion de un compuesto se

encuentran la permeabilidad y las caracteristicas de su transporte a través de la mucosa
intestinal.
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Antes de evaluar la cantidad de CH permeada se vio la necesidad de estandarizar la
metodologia de cuantificacion debido a que las concentraciones trabajadas son a nivel de
trazas, encontrando que el método es suficientemente sensible para su aplicacién en la
deteccion y cuantificacion de CH permeada por la técnica de intestino de rata no evertido. La
Tabla 12, muestra que los parametros evaluados cumplen con las especificaciones para la
estandarizacion de métodos con concentraciones < a 1 ug/mL recomendadas en las guias de

validacion.

Tabla 12. Resultados de los parametros de la estandarizacion.

Parametro Resultado Criterios de aceptaciéon

Linealidad r?=0.9988 r’>0.995

L L Menor a la concentracion del
Limite de deteccion 0.01169 pg/mL primer muestreo
Menor a la concentracion del

Limite de cuantificacion ~ 0.03541 ug/mL primer muestreo

r2>0.9986 r2>0.995
Eficiencia de recobro CV: 2.46% CV: 8.0%
X: 102.66% 70% a 120%
Reproducibilidad CV<5.95% CV < 8.0%
101.6% 70% a 120%
Estabilidad de la muestra CV: 6.5% CV < 8.0%
1dil:1.62 1dil<2

El método para la determinacibn de CH permeada por HPLC/UV fue lineal y
reproducible con un limite de cuantificacion menor a 0.1 pyg/mL (concentracion del primer
muestreo). El método analitico fue suficientemente sensible para su aplicacion en estudios

farmacocinéticos de CH.

Una vez corroborado que el método de cuantificacion es confiable, se procedi6 a la
evaluacion de la permeabilidad in vitro en intestino de rata no evertido tanto de la CH
microencapsulada, como de la CH y los resultados se observan en la Figura 17. La CH
derivada de los sistemas especializados de microcapsulas atraviesan el epitelio intestinal
murino en mayor magnitud (45.7 ug en 15 min) y en un menor tiempo a diferencia del farmaco

libre (5.7 pg en 15 minutos).

La microencapsulacion mostré importantes mejoras en la solubilidad que se vio refleja

en la magnitud de la CH permeada.
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Figura 17. Perfil de permeabilidad en intestino de rata de CH vs microcéapsulas de CH.

7.7.1. Perfiles de Disolucion y Permeabilidad

La disolucion y la permeabilidad gastrointestinal son parametros fundamentales que
describen la velocidad y el nivel de absorcién. Estos analisis permiten evaluar los procesos de
absorcion por via oral y son empleados como criterios para el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica. En este proyecto, se trabajé con el modelo cinético continuo de disolucion y
permeabilidad in vitro para evaluar el efecto de la formulaciéon sobre la absorcién de CH
microencapsulada de liberacién inmediata.

El andlisis de resultados de la disolucion y permeabilidad revelan que la
microencapsulacion ha mejorado la solubilidad del farmaco (Figura 16) y por ende el paso a

través de las membranas del epitelio intestinal, ver Figura 17.
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8. RECOMENDACIONES
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Los resultados obtenidos de esta investigacion reflejan que la tecnologia de
microencapsulacién por secado por aspersion presenta gran impacto en la estabilidad de la
CH, ya que son una alternativa en la industria farmacéutica; se puede determinar sus ventajas
y caracteristicas de los productos obtenidos mediante un correcto disefio de formulacion. En
primer lugar, el desarrollo de microcdpsulas por secado por aspersion mediante la formulacién
de emulsiones dobles W1/O/W, demuestra una correcta incorporacion de los componentes ya
gue se determina las propiedades en morfologia, tamafio y condiciones de proceso muy

importante para las caracteristicas reolégicas de las microcapsulas obtenidas.

De las formulaciones propuestas, todas presentaron morfologias simétricas con un
perfil de disolucion adecuado para CH (>80% a los 15 min) con respecto a la referencia (>80%
a los 20 min), con un rendimiento de proceso de 70% a 80% w/w y una prueba de contenido
de farmaco superior a 98.5% para todas las evaluaciones.

Dentro de las diferencias encontradas, las caracteristicas morfologicas de las

microcapsulas son simétricas, lisa, sin poros y uniforme.

La confirmacibn de la estabilidad quimica de las sustancias por técnicas
convencionales, no dan cuenta de las variaciones en la energia que presentan las
microcapsulas, que pueden influir en el desempefio farmacéutico de los productos. Es
importante que en el caso de farmacos cuya estabilidad sea critica, se realice un estudio de

Ea de manera que se pueda elegir la mejor formulacion.

Para las microcapsulas de CH, donde utilizando la técnica de analisis térmico por CDB
se evallan diferentes polimeros formadores de pared y metodologias de fabricacion se
observa que algunas de ellas presentan una Ea mayor hasta de 59 KJ/mol de diferencia e

inferior de 15 KJ/mol, sobre el valor de referencia.

La confirmacion de la estabilidad quimica de las sustancias por las técnicas
convencionales no tiene en cuenta las variaciones en Ea de las microcdpsulas, que pueden
influir en el desempefio de los productos farmacéuticos. Es importante realizar un estudio de
estabilidad térmica oxidativa para los farmacos cuya estabilidad es critica, para que su pueda

discriminar entre las formulaciones en menor tiempo y solo evaluar las formulaciones que
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presenten mayores valores de Ea, por un estudio de estabilidad acelerada con una alta

probabilidad de éxito.

Los resultados muestran que el encapsulado micrométrico aumenta la solubilidad de la
CH cumpliendo con las especificaciones que marca la USP-NF, 2012.

Los resultados obtenidos apoyan la aseveracion de que al proporcionar un ambiente
tanto hidrofébico como hidrofilico a la CH, la cantidad absorbida es mayor que cuando se

encuentra como farmaco puro.

Por lo tanto, la técnica de encapsulacion representa una alternativa tecnolégica capaz

de mejorar la absorcion de farmacos clase IV como la CH.
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LAESTRACT
Chlorthalidone (CH) & indicated in the management of hypertension either alone or in
combination with other antihypemensive drugs, but it dsplys poor solubility and stability
limiting its use in the development of new pharmaceutical akernatives. Spry-drying of doublke
emukions (SDE) and melt gmnuktion coating (MGC) technolgies were used for enhancing the
stability of CH by using Endragit® L0055 (EUD), @padn™ Il (QPA), or Kolliooat® IR (KIR) =5 wall
maeriak. SDE and MGC microca psukes containing CH we g esvaluated for particle sie, momp hology,
rekzse profils, aocelersted storage, and thermo-cxidative stability. Both ty pes of microcapsules
showed higher solubility (>80% in 20 min), lower degradation (<2%) under aooe kred stomge
condition, and lower thermo-cxidative degradation than pure CH. However, SDE microcaps ules
showed smaller partick sizes (<16 pm) than MGC micocapsules (=200 pm), which widzns the
opportunity of incorporating microcapsuks to dosage forme requiring different particle sizes for
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achieving their functionality.

Introduction

Chlorthalidone (CH) is an artthypertensivesdiretic
supplied as 1Smg tablets for oral we. It is a
reorosulfarayl divretic that differs cherdcally from
thizzide diuretics in that a doublk-ning spstern is incor-
porated in its structare. It is a racercic maixture of
2-chloro-5-(1-hepdrosor3-oxo- 1-isoindolingl)  beraene
sulfonarcide. ™ Fowr CH aystallite forms are krown,
raraely, form L forma IL form OL and form IV, with
forra I being the clinically preferred mlid-state for drug
product ing.*! CH has low hicavailability
and is adrainistered crally.™] CH inhibits sodim ion
transport in the distal tubule®! ard indirectly increases
potessiurn excretion, which ray canse hypokakrial®
deperdirg on the arownt of CH admiristersd (9
Thus, the dryz araount to be delivered fora solid for-
reolations should be rigorously cordmlled to rainirdze
health risks resulting fror urdesirablk bicavailbility.
The mean plasma half-life of chlorthalidone & about
40-60h. It is elirinated priraarily == unchanged drog
in the wrine. In the blood, approxdmately 75% of the
drug i bound to plstea proteins. Inthe cass of tabkts,

ﬂ'neCHs]pe:i.ﬁcaﬁm for the dissolution test is A% in
@0 rin ! Thus, an orgoing research topic is to develop
protective coatings for isclating and protecting CH
aginst cdelkterious environmaents that may cause its
degradation, contributing to maintain #ts physico-
chemical characteristics, stability, and functionality.
There are two techniques that ssemn well suited for
providing protective coatings to CH: (1) water-in-cil-
in-water double eramldors (DE)I1 which can be
spray-dried for obtaining ricrocapsuks (SDE).P? and
(2) the maelt granulation coating process (MGC).EY
Doubk emulsions are chamcterized by lavirg
cheraically sirailar internal and external aquecus phases,
ard an interrediate irerniscible lipid phase, which
separates the two aqueous phases.m DE presert reany
posdbilities for the controlled release of low-dose
initially entrapped in the irternal dropkts** DE lave
heen propased as poterdial formulations for mqarovxr%
the oral bicavailability of poorly absorbable drugst
ard for cordrolling the diffesion profiks of drugs
through synthetic reernbranes in the external aqueous
pha= (W) made by hydrophiic madormolecules

CONTACT Cénr Rirex-Mloreo .cpaca

v @) Dxpariromnt of Chenvical Enginessing, Faad ty of Chemistry, Urivessichd Aukinoen del Estado de

DU o
México, Pxao Coldn esgq Pazeo Talloaan #n (P 50120, Tolun, Esbdo de Méico, Méico.
Color warsiore of ore o mnee of the figares in the artcle an be found orbine at wyaw.bndf orbrecorddr t

O X6 TahrLFrands



Dovmloade dby [Universidad Autonoma Metropolitana] 4 06:46 03 hme 2016

(polymocharides or proteinsg) ®*** Howewer, when
bicactives are suxeptible to degradation in water, for
exarnpk, CH, an alternative is to substitute the inner
aqueous phase of the DE bya solvert with high polarity,
such as etharol (EtOH). Spray-drying of DE evaporates
the solvent and produces microapsuks (SDE) with
chernical and physical properties quite different froma
those displyed by the DE. It has been mported that
although DE terd to show corfinuous release rates,
SDE tend to disphy high-burst releases, such as those
desired with CH (=80 in 20rmain).®® SDE also form
relatively staall ricrocapsules (<90 pra), which perroits
administering thern in different ways: asonlcapstﬂs
and tablets, ultra fine powders for pubraonary adreings-
tration, aeromks, ard injectabk forrmbtions. !9

The MGC techrique presents many advantages: (1) It
does not require aqueous or ou:ga.ni: solvents. (2) It
irvolves ondy three processing : Toixing, granu
htion-spheronization, and cooling. 7 MGC is widely
wed to erncapsulate rokcules unstable to racistare.
The microcapsules are generally formed in a high-shear
raixer by adding polyrmers suwch as fatty acids (esters,
wares) of low melting point or polymers that gel at
bw terperature (greretin, glwols) allowing the
formation of bonds between molecules while raixing
with the druz at a teraperature abow the transition of
the polymer (~60°C). The main characteristic of the
products obtained by MG is that the sizes are directly
dependent on the process design; usually these products
are separated by sifting, for greater horrogenization in
size (400 pra). It i necessary to add a coating phase
(aer of wall raterial) on the surface of the particles
to obtain microcapsuks with cores that contain and
imlte the druz. This technique can be used to prepare
micocapeuks with irrediate or contmlled-release
properties ] good flowability, and resistance to pro-
cemes corapresson Wall raterials wsed for MGC
providing ireraediate relase properties inchide meth
acrdic add copolymer, cellulose-based polyraers, and
roixchures of polyvingl akohol and polyethykne
ghpcol B9

The aims of this work wemr to (1) obtain chlbrthali-
dore microcapsiles using two techriques spray-drying
of doubk erqulsion and MGC; (2) evahmte the micro-
capsuks surface maorphological chamacteristics, particle
size, yield, and encapsubation efficency; ard (3) deter-
reine the 9 wide relkase, storage stability, ard themo-
oxicative stability of the CH microcapsules.

Materials and mathods

Crtalline CH (forma I) wes used as model drog
(Huntsrran; Parapbna, Spain). For SDE matedals used
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were roineral il (MO; Sigroa Chernical Co., Poole, UK);
ethanol (EtOH; Solweco Chemicals AB, Rosersberg
Sweden); polpglycerol esthers of polyrcinokate (GRI;
Grinsted PGPR) and esthers of rono-and di-acety] tar
taric acid dighpceride (PAN; Parodan SDK; Danixo
Cultor Mexicara, $4. de CV; Guadalyjam, State of
Jalisco, Mexioo); Eudrsgit® L30D-55 (EUD; disperdon
of metharrylic add copolyraer; Ewndk  Réhm,
GrabH, Darmstadt, Gemaarg); Opadry® II (OP4;
hyproraellose- polpdextrose-triace tin/ghpceral  triacetate
raacmgol-8000-titanfura dicsdde E171; Colorcon Ltd;
Dartford ; and Kollicoat® IR (KIR; roixture
of polyvinyl alcolol and polethdere ghrol, BASE,
Mort Olive, NJ, USA).

For MGC the materials used were lactose (LAC;
alactose  monohydrate; DMV-Forderra  Excipients,
Goch, Gemnary); cellulese (CEL; FMC Biopolyrcer,
Cork, Irland); silicon dicxdde (C$D; Wacker Cheraical
Corporation, C4, USA); genetin (GRE; Geka S4;
Barmanquilla, Cokrabiz); EUD, OPA and KIR; ard talc
(TAL; Neelkanth Healthcare Pvt. Ltd; Murchai, India).
All forreilations were packed in hard geltin capsule
# 1 (Capsugel, Bomem, Belgir). Al reaterals were
u=d without any pre-treatraent. Bi-distilled water was
u=d in all the experirents.

Formation of double emukions

Three ethanol-in-raineral oil-in-water doubk eraulsiore
(EtOH/MO/ W) were prepared at room teraperature
(~25°C) using a two-stage ernulsification procedure B
In the first stage, the EtOH/MO inner eraulsion was for-
raulated with a 0.15 dispersedphae mass fraction
(Ppospne). Total eraulsifier corcentration in EtOHY
MO was 2.62% (whw) with 2 PAN.GRI ratio of 14.5.
The inrer EtOH pha® contaired CH and PAN,
ard the MO phase contaired GRL in the weight percen-
tages shown in Tabk 1. The EtOH phase was added
dmp-wise to the MO phase using an Ultra-Turrax TS0
Basi horaogenizer (KAY-WERKE Works Inc;
Wilraington, NC, USA) at 5200rpma for &min. In the
second stage, the EtOH/MO inner emulsion wes
re-eraulksified in different wall materiak aqueous solu-
tions (Wi, wher X stands for the EUD, OPA, or KIR
wall raaterial) at a concentration of 19% (wiw).F*] In
all cases the mtio of BXOHMO to wall materials solids
was 1:1, so that the DE had a disperse-phase mas
fraction of dewommeovwne of 0.30. Dispersion of the
EtOHMO emukion in the Wy was done using the
Ultra-Turrax TS0 Basic horeogenizer at 7600 1pra for
Stain. The resulting double eraukions were coded 2=
FtOHMOM gy FOH/MOMW e, and FOH/MO/
Wiy, ®spectively.
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Tablke 1. SDE and MG microcapsubes fomuktions.

TE MGC
2,52 Materia % (widw) Ftaze Material P (wiw)
Inevr phace (EYOH) CH 200 Grndaton H 1667
ECH 252 [1e) 012
PAN 043 GFE 2071
Inemmedate phaze MOy MO 656 Lac 229
GR 214 EL 29
Ouer phaze (W EUD OPA o KR 1500 Coatrg EUL OPA o KR 243
TAL 03
H:0 7000 H:0 1414
ECHYMON ) Tobl erdsion 10000 Tobl forrmdation 10000
Tobl sclids 2000 Tobl zalids B

T, Spoay-died double anvdgorg MGC Ma tarareda ton coating (H, Chlerhialidonss E¥OH, E bancl; PAN Parodan ST MO, Mirenl ol Wy, Extend aquacus
pham GF, Griretad PGPR EUD, Eudng & 120055; 0PA, Opady ®II; KR, Kolloos @ IR, C0, Slicon doxide GFE, Grarmting LAC, Lac bea; (EL Celulosa TAL,

Tale

VThe vall ra erial was dded in 2% a2 3 grinin waight (wAv)in e coating process,

Microe ncapsulation by spray-drying

The EtOHMO/Wx doubk ermilions were fed into a
Nilok/Miro Twbo Sprap-Drer (FL4, mod I,
New York NY, USA) at a rate of 40ralirain, 4 bars
air pressure, mlet air teraperature of 190+5°C, and
outkt air termperature of 85+ 5°C,PY for producing
ricmcapsuks coded as SDEx where the subecript X

cerotes the polymaer (EUD, OPA, or KIR) making up
the wall materal.

Microe ncapsulation by mek granulation coating
process

A laboratory-smk high-shear reixer (Collette Ultirca
GES, mode] 25 Colurabia, MD, USA), equipped with
an electric-heated jacket, three-bhde imapelkr, a top
chopper, a product teraperature probe (£1°C) was ussd.
The process included the following steps: (1) The exci
pients (LAC, CEL, GRE, and CSD) and drug (CH) in
the pementages shown in Table 1) were blended at
roora teraperature (~25°C) with a the high-shear ramer,
using an irapeller speed of 44 rpr and a chopper speed
of é0rpro; (2) the irapeller speed was increased to
S0rpraand the heating jacket was heated to 60°C (heat-
ing pha®); and (3) the cooling phase was performed
utilizing a bowl-tit spdemn and setting an antoraatic
iropeller cycle 205 on, 405 off) at 90 rpm for 18 min 4

At the end of the MGC process the microparticles
were colkcted and sifted using a vibrafing shaker
(Octzgon Digital Erdecotts London, UK) and two
standard sieves (Sdentific Irstrurcents S.RL.; Mikn,
Italy) in the range 00 -850 prn.

Microparticles wer coated using 100g batches in an
Erweka Drura Mixer Model AR400 (Schirnadan Frwveka,
Mezxico City, Mexico). The coating sohation consisted of
2.45% (w'w) wall material (EUD, OPA, and KIR), 0002
(wiw) TAL and 14.14% (whw) HyO. The coating
cordition was inkt air teroperature between 30 and

40°C. The arount of coating solution applied to the
raicroparticles was 2,85, 292, and 2.84¢ for the EUD,
OPA, and KIR, respectiely, producing the microcap-
sules coded as MGCy, where the subsript X refers to
the EUD, OP4&, or KIR polymers.

Droplet size and morphdogy of emulsions

Morphological characteristics of the DE and the
nuraberlength mean droplet diareter (@4p) of the
inrer ernulsion and DE were deterraired wsing an
optical microscope (Leica DMLE 1008 Leica, New
York, NY, USa) coupkd to an irnage analyzer spstem
(Moticarn 2300 Flraless Zoom camera, Moticam,
Kiaraen, China, and Irage Pro-Phis verdon 70 soft-
ware, Media Cybernetics, Mardand, USA).

In addition, == a measure of stability, wolune frac-
tion-kngth reean diarceter (y;) of the EOH/MOMx
doubk eraulsions was deterrained with a Makem
Mastersizer 2000 (Mabem Instnmaents Ltd, Malvern,
Warcestershire, UK}, using bi-distilled water == disper-
=zt (refractive index=1.333). dy; of the inner droplets
was obtained from the micrographs by difference from
Gy of the DE. Measureraents were reade iraraediately
after eroldors preparation ard at 24h irdervals for
7 days B5

Partide size and morphology of micocapsiiles

s of SDEx and MGCx was deterrired with a hser
diffaction partick size analyzer (L$153 320; Beckraan
Coulter, Inc, Miarc, FL, US4). The microcapsuks were
dispersed wsing air as disperdon mediura in the unique
Tormado Dry Powder Spstern.

Surface maorphology (topology) of the microcapsules
was deterriined by sanning electron microscopy
(SEM). Microcapsules were attached to SEM stubs using
a two-sided adbesive tape (Ted Pell, Redding, CA.
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UsA) for exardnation of their outer structure. Sped-
reers were subsequently gold-coated with a Fire Coat
Ion Sputter JRC 1100 (Jecl Ltd, Akishiraa, Japan).P”
A high vacunra Jeol JSM-6S10LY (Jeol Ltd,, Akishiraa,
Japan) electron raicroscope, at 20kV, was uzd to view
each sample at a magnification of 110k and SO0k,
Repre®ntative ricrographs were selected for presen-
tation. Irage processing wes carried out according to
Quintanillk-Carvajal et al B*

Vield

All the microcapsules were weighed to cakulate the
peroentage vield using the following equation:™!

Tield(®) = (Total weight of resulting
raicrocapsules; Total weight of initial solids
usadmﬂteﬁmmdaabn) x 100

CH micoencapsulation effidency

Microencapsubtion effidercy was cakulated == the
percentage of CH detected i micmcapsuks with
respect fo the initial theoretical dose of 20 mg put into
the forraulations (Tahle 1). An appropriate arount of
micocapsuks (rass quantity providing a thearetical
do= of 20ag CH) was dissolved in metharol to obtain
02 rog/rol. of CH. The arount of CH entrapped indo
ricmcapsuks wes deterrained by HPLC. The smmples
were injpcted into a balanced Agikrd Technologies
1100 Chrorcatographic spstern (Agilent, Waldbronn,
Gerreary), udng a Zorbax SB-C1& cohirom, S0rarax
46 i, particle size 1.8 pra (Agilent Techrobgies,
Newport, DE, USA), at 30 £2°C. The mobile phase cone
sisted in a radcture of 0,08 M phosphoric add shition
(pH 5.5) with acetonitrile (8020) with an isocratic flow
rate of imlfrain. UV detection wes performed at
238 raa. The analytical concerdration of CH was deter-
mined from 2 standard curve (¢ =0999). The drug-
bading efficiency was deterrained as the ratio between
the analytical ard thecretical CH corcentration using
the follbwing equation:

(Amf &) % (P Py) x 01 x P x PP
= (CHrag microencapsukated,/20) x 100 = ®CH

where 4y, is the CH peak area obtained in the chrora-
tograra of the saraple solution, 4 is the ean peak area
of CH obfained in the chrora of reference
solutions, P, is the weight of CH (reference substance,
in rog), Py, & the weight of sarpk in rag, 01 & the
dilution factor, P i pure substance reference (CHY
100} PP is the awrage weight of capsules in rag, 20 is
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the theoretical content of CH, and 100 i the corverson
factor to percentage.

Microcapsules dosage in gelatin capsules

The $DEx and MGCx ricrocapsukes and pure CH were
packed into hard gelatin capsules #1. The capsules con-
taired 20mg CH, ta®d on the theoretical CH content
in the formauktions reported in Tahble 1. Thess capsules
were used for the # wibvo release and accekrated storage
stability test.

In viro release of CH from microcapsules

I vitro dissolution asays were perforrred for estirnat-
ing the CH release from rdicrocapsukes, wsing a USP
Apparatus 2 (paddle; Pharmatest, Steinheira, Gerroany)
rotating at S0rpra. 900 ral. of bi-distilled water was used
as dissohition reediura at 37+0.5°C. Capsuks of pure
CH, SDEx or MGCx micocpsuks, assuring sink
corditions (C< 02 &) wer added to the dissolution
raediura. The sohition was filtered through a 0.45-pm
pore-size caraeo acetate merabrame filter (Millipore
Co., Bedford, M4, USA) and continuowsly puraped at
12.5mlfrin to a flow cell in a Cary 90 UV-Visible
Spectrophotorceter Varan (Varian, Palo Alo, CA,
Us4). Absorbance of pure CH, SDEx or MGCx dissolu-
tions was measured at 238 nm. Percentage rekased wes
caloulted with the armount of CH titrated in relation to
the overall amnourt of CH in the sarapk vs. tirce.

Stability studies

Accelerated storage stab iRy test

Capsules containing pure CH and microcapsules with
SDEx or MGCx were stored at 40°C and 79% rehtive
huraidity. The chemical stability (drug content) was
raonitored up to 3 ronths as described by the Infer
natioral Corference on Harroonisstiont? ard analyzed
by HPLC every month following the procedure
raentioned abow in the section discussing CH radcroen-
capsulation efficiercy.

Thermo-oxdative seabilty

A quartity of 4 to Stag of the excipients, wall aterials,
SDEx and MGCx microcapsules were placed i the
furrace of a TA Instnmaents DSC Q1000 calorirceter
(T4 Instruraents, New Castle, DE, USA). Saraples
were subjected to heating rates of (§) 2.5 5.0 7.5 and
10°Crain frora 90 to 400°C, using an axygen flow rate
of 100caa’/rain. 4 blank was run using N, in order to
determine whether the exotherraic peaksof the samaples
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were caused by their cxddation. Therreal stability of the
roicrocapsuks was stadied using a dynarnic regime ron
imtherral differential scanning  calorimetry (DSC)
technique. The kinetic pararaeters of the raicrocapsules
oxidation were cakulated a= reported by Pérez- slonso
et al ard Pu etal '~

Statistical analyses

A1l raeasurernents were carried out in three replicate
experircerds. Al quntitative data were expressed a=
reeans +stancard deviation Statistical analysis was per-
forraed with analysis of variance (ANOV 4) and Tukey's
test using SPSS Statistics 190 (BM Corporation,
Arreonk, NY, USA) statistical software. Significance
was deterrained with a value of p <0.05.

Results and discussion

Droplet size, morphology, and stability of
emulsions

4]l the fresh double ercmldors were rade up by sphed-
cal MO droplets containing within thern a large raraber
of ROH droplets (d;,0=0.12+02pm, Fig. 12} known
2 type C morplobgy (Fig. 1h 1c, 1d).F*) The fresh DE
formaed  (ROHy/MO/MWxr. EtOHIMO/Waope, and
EtOHy MO/ Wayr) exhibited nonsignificantly different

é p="5.6+0.66pm, indicating that the coraposition of
the wall raterial did rot affect iritial droplet size.

The stability of microcapsiles obtaired by spray
drying depends to a large extent on the stability of the
DE fed to the spray-drier. Figure 2 shows the @4y vari-
ation with aging tirce for the EROHMO inner eraldon
ard for the BROHMOMW,; doubk ermlions. 4ll the
eraulions displayed very little variation in dyy up to
120h At longer aging tirces all the ernulsions showed
a sharp ircrea= in droplet size. Thus, the stability of
raicrocapailes can be ensured if spray-drying of DE i
perforraed within 120h of formaation.

Morphology and particle size of micocapsules

Figure 3 shows the topography of the SDEx (Fig. 3a-3c)
ard MGCx (Fg. 3d-3f) micocapsules. The SDEx
raicrocapsiles showed a defined spherical shape, with
horeogeneous and swooth surface, dewoid of hales
and/or fractures. Nonsigrificant differences in particle
size were exhibited by SEpyp(16.90 021 pro,
Fig. 3a), SDEqp, (16.14 £0.32 pro, Fig. 3b), and SDExp,
(1642 £ 032 pro, Fig. 3a). SDEx partick sizes were sig-
nificantly larger than the dmplet size of EROH/MOMx
eraukions from which they originated. This is due to
the rature of the spray-drying process. The corabination
of hizh teraperatures exceeding the boiling point of
water ard EtOH and of ertrapped air caums a
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Fiqure 1. Micrographs of the fresh inner and double emukions CH: (3) E¥OH /MO, (b) EBtOH, /MOMg, () EXOH MOW o0 0, and (d)

EtOH AMOMg .
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Figure 2. Volume faction-kngth mean sie (g} variaton
with aging time of emukions: EOH, /MOWGp (-[F), EtOH,/
MM pg (-C), BOH I MOM g £-2-) and EOH, /MO (-3-).
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balbon-like expansion of the eraulsion dmplets drven
by increasing partial pressure of the dissolved gases with
inreasing teraperature. This expandon cordinues until
a threshold partial pressure of the gases is reached and
exceecded and at this point, sekctive diffosion of the
entrapped gases occurs though the visoous wall reaterial
netwark €]

On the other ard, the MGCx ricmcpsules were
characterized for presenting raore imegnlar shapes with
high surface roughness, where the fusion of different
reaterial strata and erabedded partickesled to the forme
tion of flaws in the forma of cracks, craters, and pinholes.
The MGCx microcapsules preserded norsigrificant dif-
fererces in dy 5 araong theraseves but had significant e
ZET Gy 3 than the SDEx ricrocapaiks. MGCryp had dyy
of 79000 +£10.07pra (Fig. 3d), MGCops of 73335+
1534 pro (Fig. 3¢), and MGCyp, of 74000 1223 pm
(Fig. 3f). In this ricroencapsulation process, the particle
size is govened by the layer-by-hyer deposition rech-
anistn of cormponents on the CH surface. F*7

Figure 3. Micrographs of CH containing microcapsubes: (3) SDEgyg, (b) SPEopy, (c) SDEyp (d) MGCa g, (&) MGC o, and (f MGCy;.
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Tablke 2. Product yield CH microencapsulation efficiency and bng storage stability of microencapsubted CH.

Migcermpadation effidercy Lorg soryge sobibty (OFCTS% RH.)
Code Vidd (%) of OH G (%) Trcath Cree (%) 2 rocnbe Cory (%) 2 moonthe OF (X)) Loss o CH GG
7] - 9652 =& Q4TI F.45£075° 2.45+0%° 7ER =+ 1517 2050¢
Thop  Hd2124" 10255 =022 10.a0x02N 100.55 =02 10122 0363 122¢
Ty  R49%1E 10215 0700 100.49x08M 100200353 10042 +024@" 176"
Tz F.22202° 10250 044’ @100 10065208 10155 = 029 0ssY
MGGup 292087 9G27 0263 BE0+076% F.62 20565 970527 123¢
MGloes  S.22107 56 0467 Be 0B F4d+057 9727 20507 119
MG S520%%7 99454 04993 5710767 BET£0T% 95484047 100

[at wepresanted 2 e 250 (0 22
Manre for groups inhom absats are deply

ped
Supasaipk with difaent latters in ame line indcate sgnificant difaences (p < 0061
O Migomrapadaton dfidavy (% H in aysbls o migoapades rampact to initd raszinput in fommdatonk G,  Amountof dnug recovered o e

Tront C,,  Arvount of drugrecovered after 2 months OF Amount of drug

recovarad afer 2 monkbe

OH, THorthwlidore; SCE, Spay-died double amubiong MGG, Malt grudation coa tng EUD, Eudrgit® L2I-55; OPA, Opady® 1I; KR, Kelliccat® IR

VThe remtive sign indcates be smount urrecovaed drug

Product yield and CH microe ncapsulation
effidency

4s can be ob=rved frora Tabk 2, both ricrcencapsula-
tion processes achieved high product yield and CH
encapsubltion effidency. Poduct yield was above 86%
for SDEx and abowe 92% for MGCx, indicating that
both microencapsubtion proceses have an efficient
product output. Materal lossss can be attributed to
those nomaally occurring in spray-drying (adherence
to spray-drjing wells) and melting granulation (adher-
ence to high-shear maixer and mixing drumn walk).
These material losses had a bearing on the microencap-
sulation effidency results. At this point it raust be stated
that CH crystals had a purity of 98.52%. CH encapsula-
tion efficiency wes higher than 9% (w/w) in all the
micocapeuks, and in the particular case of SDEx, it
was found to be excesding 100%. The=® results suggest
that CH was well irfegrated into the bulk of the forraw-
ktion ingredierts and that mass losses during proces-
sing were rainly suffered by forrubtion ingredients
other than CH. The yields obtaired by both micrcene
capsubtion pmoeses were higher than those reported
for other ricmencapsubtion techniques. Hu et al.F49
reported a yield of 70% for Sravastatin encapsulated
by the aystllization rethod wing Fudragit® as wall
reaterial Albertini et al B7) obtained yields higher than
4% using high-shear MGC with Eudrgit® as wall
reaterial AThnan et al P reported vields of 87-100%
when encapsulating predrisolone by spray-drying using
a5 wall materials either § or L type of Fudregit.

In vitro dissolution studies of encapsulated and
unencapsulated CH

Aniraportant feature expected from raicrocapsules con-
taining CH i their ability to quickly releas the drug.
Thus, the # vitre dissolution profiles of CH from the
SDEx (Fig. 4a) and MGCx (Fig. 4b) ricrocapsules were

determined and corpared to that of pure CH and
cortrasted with the desired value for CH (»80% i
201in). *¥ The dissalution profile of pure CH reached
£0% sohibility in 15min. All the SDEx microcapsules
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liberated at least 0% CH in 10rain, and all the MGCx
roicrocapsules released at ast 80% CH in 15main Thes:
release profiles indicate that all the microcapsules
forraulated coraplied with the desired spedfication of
liberating 40% CH in 20 rain and disphyed equivalent
or saperior rekase profiles than pure CH, indeperc
dently of the wall raterial and microencapsulation pro-
ez wed. In the case of SDEx microcapsules, those
reade with EUD showed dgnificantly higher CH release
(~93%), than when OPA (~86%) or KIR (~83%) were
used as wall reaterials after 101ain, and all the MGCx
micmcapsuks showed smibkr disshtion profiles
(26-0298) in 15 nin. These results indicate that micro-
encapsubtion by spray-drying of double ermulions
and by MGC techniques effectively enhances the bioa-
vailability of CH. MGC offered better therro-oxdidative
stability to CH than $DE microcapsules, probably due
to their significantly stcaller surface area (significardly
bigger partick size). Martins et a.F® confirmed the
high potential of the spray-drying techrique to obtain
micoparticulte hydrochlorothiazide with enbanced
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pharmaceutical and disohition properties. MNerkar and
Gattani®? derronstrated an iraproved bioavadlability
of venlafaire compared to the oral hition.

Accelerated stability

In view of the potential utility of forraubtions for
raicrcencapsulating CH, stability studies were carded
out at 404+2°C / 75+ 5% RH for 1, 2. and 3 months
(accelerated testing) to assess their long-terra stability,

“l in comparison to pure, nenercapsulated CH
stored under the same experimental conditiors
(Table 2). The pure CH cristals suffered a loss of
20.90% in 3 maonths, whereas the reasdrorn loss experi-
enced by whichever raicrocapsule studied in the same
tire period wes 1.76%. All the microcapailes, indepen-
dently of wall raterial ued, provided CH a wery good

tection against deleteriows erwironmental factors
arnd contrbuted to extend its shelf-life. None of the
raicrocapsules showed changes in physical appearance
after 3 months of storage.
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Figure 5. Themnograms for (2} Ny blank and pur CH, {b) pure EUD, {c) SDEgg and id) MG g)p.
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Tablk 3. Kineti parameters for the pure CH and for CH contined in SDE and MGC microcapsules.
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Thermo-oxidative stability

Figur Sa shows the thermogramns of the heat flow asa
function of teraperature of the N, blank and of the pure
CH. The bottorn flat line corresponds to that of the I,
blank, showing only swall fluchmtions without signifi
cart exo- and endo-thermic effects. The pure CH
showed well-defined exotherrral peaks that corre-
sponded to teraperatures reported in Tabk 3 for
different heating rates (f's) of 25 § 7.5 and 10°C/
Tain, respectively indicating that thess peaks are due
to the oxidation process. Figure Sh displys the themo-
grar for the EUD 2= wall raateral at differerd values of
the heating rates (f's). The exotherrcal peaks oocurred
at a rauch higher teraperatures (Tahble 3) than those
for the pure CH for the sare values of heating rates
(fs). These results indicate that the exothermic peaks
shown by this wall rateral ar likely to be due to
its degradation The other wall materials OPA and
KIR showed draibrly shaped thermograms (data not
showr). The madraura exotherrral ternperatures
(Tye) for the microcapsules obtaired with both encap-
sulation pmees®s (Table 3 and Fig. Sc and 5d) took
place between 245 and 295°C for DEx micocapsules
and between 295 and 315°C for MGCx ricocapsules;
thes: ranges are ahove the data obtained for pure CH,
irdicating that pure CH is ks stable wn-encapsubted
than when it is microencapsulated.

The activation energy (£ of the oxddation process for
pur CH and the SDEx and MGCx ricrocapsules are
given in Tahle 3. The MGCx raicrocapsiles exhibited
higher E; than SDEx microcapsules using the same wall
reaterials. Highest E, was shown by raicrocapsules raade
with BUD, followed in descending order by KIR and by
OPA for both encapsulation proceses. There & ample
evidence cormborating the suitability of EUD for pro-
tecting drugs against ™ EUD has besn
reported == offering a good protection to simvastatin
zgainst degrachtion stored in envimrnrnents with 40°C/
75% RH for 3 roonths P9 Likewise, KIR and OP4 are
considered as very effective roisture- barrier sgents.[**

The difference in &, values for the MGC and SDE
rna:l.emththeﬁrnzwallmatmallspmbablydueto
the differerces in the micocapsuks particle szes
Larger particles present significartly saaller sun'ace
amas and require the input of higher activation energy
for achieving oxidation. From these msults it isinfered
that the micocapsules with EUD as well material
retarded the diffusion of into the ricrocapsule
ard provided CH with better stability against cxddation.

Conclusion

The stahility and iraraediate release of CH cortained in
rairocapsules obtained by spray-drying of double
eraukions or by MGC techrd was significantly
iraproved corapared to that of pure CH, independently
of the different wall raaterials of the raicrocapsules used:
EUR, OP4, or KIR. Better CH-rekase profiks were
achieved with SDE than with MGC microcapsules, but
sircilar long-terra stability was provided by both reicro-
encapailation techniques. Best wall material against
thermao-cxddative degradation was EUD. This wark
clearly establishes that spray-drying of double ercnlsion
usdng etharol instead of water in the inrer phas isa
good alternative to standard encapsulation techniques
for protecting and achieving rarcediate release of CH.
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