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RESUMEN

La ruta bucal, en la actualidad, ha sido enormemente considerada por la industria farmacéutica
como una via alternativa para la administracion de medicamentos a traves del epitelio bucal,
pudiendo lograr un efecto local o sistémico. Por ello las peliculas poliméricas han sido exploradas
como una forma farmacéutica de aplicacion bucal ya que se destaca su reducido tamafio,
flexibilidad y mucoadhesividad. Su implementacion consigue evitar el efecto de primer paso en el
higado y la obtencion de un aumento en la biodisponibilidad del farmaco. Las peliculas poliméricas
usadas en esta investigacion son de hidroxipropilmetilcelulosa considerado como un polimero
seguro de utilizar. Sobre ellas se depositaron tintas con distinta composicion, pero que tuvieron en
comun al activo bioldgico o péptido modelo angiotensina Il en representacién del retro
enantiémero de angiotensina 1-9. Dichas tintas contenian potenciadores de la permeacion del tipo
sal biliar como desoxicolato de sodio y glicodesoxicolato de sodio. Se caracterizé a cada una de
estas formulaciones impresas en distintos aspectos. Se determing la cantidad de péptido depositado
por cm? de multi impresion para obtener la eficiencia de los procesos de impresion, ademas se
obtuvieron sus propiedades mecanicas como mucoadhesivas. En cuanto a las propiedades
mecanicas se midio la resistencia a la traccion, elongacion al quiebre como la elasticidad de las
peliculas con el modulo de Young. En lineas generales, la impresién tuvo un impacto en las
propiedades mecéanicas. En mucoadhesividad, el proceso de impresion provoca su reduccién, con
posibles efectos compensatorios de la misma por la presencia de las sales biliares. Lo anterior se
observé mediante la determinacion tanto de la fuerza de desprendimiento como el trabajo de
adhesion de las peliculas impresas. Se caracteriz6 la liberacion de angiotensina Il desde las
formulaciones impresas, por medio del ajuste de modelos cinéticos, para dar con el mecanismo de
liberacion del péptido. Se determind que el mecanismo de liberacidn podria transcurrir por erosion
progresiva junto con la formacidn de poros con contenido acuoso en la capa impresa, con difusion

fickiana del peptido.

Las formulaciones impresas con péptidos y sales biliares resultaron complejas de elaborar en
cuanto a la preparacién de las tintas que incluyen a ambas entidades, por posibles interacciones
entre ellas. El péptido podria ser incorporado en un sistema que lo proteja como una nanoparticula
y afadir los potenciadores de la permeacion en una zona estratégica del ndcleo lipidico que impida

la interaccidn, y asi obtener una forma farmacéutica de uso bucal considerada como adecuada.
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SUMMARY

The oral route, currently, has been widely considered by the pharmaceutical industry as an
alternative route for the administration of drugs through the oral epithelium, being able to achieve
a local or systemic effect. For this reason, polymeric films have been explored as a pharmaceutical
form of oral application because of their reduced size, flexibility and mucoadhesivity. Its
implementation manages to avoid the first step effect on the liver and obtain an increase in the
bioavailability of the drug. The polymeric films used in this research are hydroxypropyl
methylcellulose, considered to be a safe polymer to use. On them were deposited inks with
different compositions, but which had in common the biological active or peptide model
angiotensin Il representing the retro enantiomer of angiotensin 1-9 These inks contained bile salt
permeation enhancers such as sodium deoxycholate and sodium glycodeoxycholate. Each of these
printed formulations was characterized in different aspects. The amount of peptide deposited per
cm? of multi-print was determined to obtain the efficiency of the printing processes, besides its
mechanical properties as mucoadhesives were obtained. As for the mechanical properties, tensile
strength, elongation at break and elasticity of the films were measured with Young's modulus.
Overall, printing had an impact on mechanical properties. In mucoadhesivity, the printing process
causes its reduction, with possible compensatory effects due to the presence of bile salts. This was
observed by determining both the release force and the adhesion work of the printed films. The
release of angiotensin Il from the printed formulations was characterized by the adjustment of
kinetic models to determine the mechanism of peptide release. It was determined that the release
mechanism could occur by progressive erosion along with the formation of pores with aqueous

content in the printed layer, with fickian diffusion of the peptide.

The printed formulations with peptides and bile salts were complex to elaborate in terms of the
preparation of the inks that include both entities, due to possible interactions between them. The
peptide could be incorporated into a system that protects it as a nanoparticle and add permeation
enhancers in a strategic area of the lipid nucleus that prevents interaction, thus obtaining a

pharmaceutical form for oral use considered suitable.



1. INTRODUCCION

1.1 Vias de administracion
La via oral actualmente es una de las rutas de administracion de farmacos mas utilizadas dentro

del campo farmacéutico, debido a su simplicidad en cuanto a su administracion. Por ello resulta
ser la via elegida en la gran mayoria de los casos en lo que se refiere a prescripcion de
medicamentos. Se ha observado que es ampliamente tolerada por los pacientes, principalmente por
su seguridad, comodidad y facil implementacion, lo que incrementa la adherencia a la terapia por
parte del pacientel. Sin embargo, pese a sus ventajas ya mencionadas, en la actualidad se
desarrollan investigaciones para dar con nuevas rutas de administracion, por las desventajas que
deben enfrentar las formas farmacéuticas junto con sus principios activos cuando son
administradas por esta ruta. Se destaca el efecto de primer paso que sufren los farmacos al pasar
por el higado, procesos de degradacion quimica por el variado perfil de pH presente en todo este
tramo como procesos de degradacion enzimatica y alteraciones de distinta indole debido a la
presencia de la flora bacteriana que reside en ella.! Lo anterior, se traduce en una baja
biodisponibilidad del farmaco en sangre y con ello se consigue un menor efecto terapéutico.? En
cuanto a las vias alternativas a la via oral consideradas en la actualidad, se puede indicar a la via
rectal, nasal, pulmonar y bucal, entre otras. La via bucal actualmente es de gran interés en el campo

de las ciencias farmacéuticas, por lo que en esta investigacion es objeto de estudio.

1.2 Administracion bucal

La administracion de medicamentos por la via bucal consiste en la absorcion de farmacos a
través de la mucosa bucal, presente en la cara interna de las mejillas y tejidos circundantes entre
las encias y labios.® Es por esto que la mucosa bucal es muy valorada ya sea por su area superficial
(50,2 + 2,9 cm?) como por su mediana permeabilidad, en comparacion con otros tejidos presentes
en la cavidad bucal como las encias y el paladar.® También cabe recalcar que el epitelio bucal
cuenta con una alta irrigacion y vascularizacion, por lo tanto, cualquier sustancia que logre
atravesar dicho epitelio, pasa de manera directa a la circulacion sanguinea sistémica, a través de la
vena yugular.* De esta forma se logran evitar los obstaculos ya mencionados con anterioridad,
como es el efecto de primer paso realizado por el higado y los inconvenientes asociados al tracto

gastrointestinal.®



1.3 Fisiologia de la cavidad oral e histologia del epitelio bucal

Dentro de la cavidad oral se puede encontrar una gran variedad de tejidos incluyendo los labios,
las mejillas, la lengua y el paladar (duro y blando).® Bajo condiciones tanto fisioldgicas como
patologicas, el farmaco puede permear de diferentes maneras por dichos epitelios, los cuales son

la principal barrera a la penetracion de cualquier sustancia.

En la cavidad bucal se pueden identificar tres tipos de mucosa oral: mucosa de revestimiento
(60%), mucosa masticatoria (25%) y mucosa especializada (15%).3 La mucosa de revestimiento
considera a la mucosa sublingual y bucal, que se encuentran no queratinizadas. Por otro lado, la
mucosa masticatoria incluye el paladar duro y las encias, ambos queratinizados. Por ultimo, la
mucosa especializada tiene regiones queratinizadas y no queratinizadas, en la zona superior dorsal

de la lengua.’

En lo que se refiere al epitelio bucal, esta conformado por 40 a 50 capas de células epiteliales
escamosas Y estratificadas no queratinizadas, formando una barrera cuyo espesor esta dentro del
rango de 100 a 800 um, a diferencia de las encias y paladar duro donde hay presencia de
queratinizacion muy similar a la epidermis (Figura 1)°. El epitelio se encuentra situado sobre
células continuas no estratificadas y tejido conectivo, lo que se conoce como laminas basal y
propia. A continuacion, sigue un lecho altamente vascularizado de células musculares lisas en la
capa submucosa.”® En cuanto a la superficie mas externa de este epitelio se encuentra un
revestimiento de saliva cuyo espesor ronda entre 70 a 100 pum, compuesto mayormente por mucus.’
El mucus estd formado principalmente por agua y glicoproteinas, denominadas mucinas, que
presentan carga negativa por la presencia de grupos funcionales ionizables de caracter acido, los
cudles al pH de la cavidad oral se encuentran en su forma aniénica.'®!! La presencia de estas cargas
negativas permite que estas glicoproteinas se adhieran al epitelio bucal y cumplen una funcién en
la interaccidn con los sistemas de entrega de principios activos, permitiendo la adhesion con cada

uno de ellos.101
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Figura 1. Representacion esquematica de la mucosa bucal.’

Dentro de los aspectos que pueden dificultar la permeabilidad de sustancias a través de los
epitelios, se encuentra la diferencia existente en el grosor de cada uno de ellos, la irrigacion
sanguinea y la presencia de enzimas.®> Ahora bien, la presencia de queratina también influye en la
permeabilidad de los epitelios, donde la mucosa oral resulta ser mas permeable que la piel, pero
menos permeable que el intestino® Por lo tanto, la permeabilidad en la cavidad oral aumenta desde
la zona sublingual, bucal y paladar, por presencia de queratinizacion y composicion lipidica.®° Se
ha descubierto que las capas celulares mas externas suponen ser la mayor barrera en la penetracion
de sustancias debido a la presencia de contenido liberado desde granulos recubridores de
membrana.'? Dentro del primer tercio superior del espesor del epitelio (los primeros 200 pm), se
encuentra el mayor namero de este tipo de granulos, cuyo contenido se encuentra entre los
espacios intercelulares y cuya composicion lipidica es principalmente de caracter mas polar. Por
consiguiente, es posible diferenciar dos dominios en el epitelio bucal: el dominio lip6filo,
correspondiente a las membranas celulares del epitelio estratificado, y el dominio hidrofilico,
donde hay contenido extruido de los granulos recubridores de membrana, presentes en el espacio
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intracelular.>® A raiz de lo mencionado anteriormente, se describe la existencia de dos rutas de
transporte de farmacos en la mucosa bucal: la ruta paracelular, donde el farmaco difunde entre las

células; y la ruta transcelular, que se desarrolla a través las células.’

1.4 Aspectos sobresalientes de los sustratos de impresion de aplicacion bucal como
de los componentes a imprimir
Hay diversas formas farmacéuticas que son utilizadas para la entrega de principios activos a
través de la ruta bucal. Ejemplos de éstas incluyen a las obleas, soluciones, geles, suspensiones,

tabletas y peliculas mucoadhesivas.®

1.4.1 Administracién de medicamentos biolégicos de naturaleza proteica

Durante el ultimo tiempo, la industria farmacéutica ha logrado disefiar técnicas para la
fabricacion de péptidos y proteinas. Ahora bien, para la industria ha supuesto un desafio y un
esfuerzo, definir tanto rutas como formas de administracion que resulten sencillas de aplicar,
velando por la integridad de este tipo de medicamentos. En general, la via de administracion
inyectable es la elegida para incorporar a este tipo de productos bioldgicos a expensas de otras vias
mas accesibles para el paciente. Se podria pensar en la via oral como ruta alternativa, pero
productos bioldgicos como péptidos y proteinas, presentan desventajas en cuanto a su integridad
a lo largo del tracto gastrointestinal, con resultado de una escasa biodisponibilidad. Como ejemplo
se puede citar a la insulina, hormona involucrada en el control de la concentracion de glucosa en
la sangre y que es extremadamente esencial en pacientes diabéticos. La via de administracion
elegida para aplicarla es la via subcutanea, que a largo plazo supone una incomodidad para el
paciente ya debe estar inyectandola en diferentes sitios en la piel.®* Ante esto, la industria ha
logrado explorar vias alternativas para la aplicacion de este tipo de medicamentos como insulina
inhalable para el tratamiento de la diabetes. Ahora bien, las peliculas mucoadhesivas han surgido
como formas de dosificacion que pueden abordar las dificultades antes mencionadas, permitiendo
plantear la administracion bucal como una via alternativa.!* Debido a su gran potencial para
satisfacer necesidades médicas no cubiertas, se espera un crecimiento en el nimero de productos
que utilizan esta tecnologia.’® Tal es el ejemplo de MidaForm Insulin PharmaFilm®, que
corresponde a peliculas mucoadhesivas utilizadas para administrar insulina humana recombinante,

que va unida de forma no covalente a nanoparticulas recubiertas de glicano de oro e incrustadas



en una pelicula de disolucion transbucal. Sin embargo, Insulin PharmaFilm adn se encuentra
actualmente en ensayos clinicos.'® En base a lo relatado anteriormente, surgi6 la motivacion de
implementar la presente investigacion para poder aportar datos cruciales en cuanto a la vialidad de
la administracion de péptidos por la via bucal, pensando en la comodidad del paciente y en el grado

de apego a la terapia que eventualmente deberia seguir.

1.4.2 Peliculas poliméricas bucales

Las peliculas bucales mucoadhesivas resultan ser una forma farmacéutica amigable para la
mayoria de los pacientes, dado que, por su pequefio tamafio y grosor, otorga comodidad mientras
se estd bajo una terapia determinada, lo que ayuda al cumplimiento de la misma por parte del
paciente.!’ En la mayoria de los casos, las peliculas mucoadhesivas estan conformadas por
polimeros con propiedades mucoadhesivas, que dentro de su formulacion pueden contener al
principio activo junto a otros excipientes tales como plastificantes, saborizantes, estabilizantes,
entre otros. En cuanto a esta investigacion, su enfoque es la generacion de peliculas mucoadhesivas
impresas con tintas de diversa composicion que incluyen dentro de su formulacién a un principio
activo junto con potenciadores de la permeacion, que aumentan la velocidad de paso de sustancias
a través de la mucosa bucal. Estas peliculas al estar conformadas por polimeros mucoadhesivos,
presentan propiedades de adhesion sobre superficies bioldgicas como lo es la mucosa bucal,
proceso que es denominado mucoadhesion.’® Luego de desarrollada la mucoadhesion, los
principios activos pueden difundir a través del epitelio bucal, pudiendo llegar a la circulacion

sistémica dado que este sitio es altamente irrigado por la circulacion sanguinea.®

1.4.3 Polimeros usados en el disefio de peliculas mucoadhesivas

Al momento de decidir fabricar peliculas poliméricas, se debe tener en cuenta la naturaleza del
polimero a utilizar, por ello se cuenta con varios tipos de ellos, estan: los polimeros anidnicos,

cationicos, no i6nicos y anfoteros.*®

Los polimeros anionicos presentan una baja mucoadhesividad, que se asocia a la formacion de
puentes de hidrégeno por parte de grupos polares que interactdan con las cadenas de oligosacaridos
de la mucina. Ejemplo de polimeros ani6nicos: alginato de sodio, carbomer.?° Por otro lado, estan

los polimeros catidnicos, cuya principal caracteristica es que poseen alta mucoadhesividad, dado



que en su estructura presentan grupos funcionales gque, a determinados valores de pH, se ionizan
positivamente. La carga positiva percibida en aquellos grupos funcionales permite la interaccién
de estos polimeros con las cargas negativas presentes en la superficie de la mucosa, interaccion
electroestatica que resulta ser muy fuerte o intensa. Por ejemplo, el quitosano presenta en su
estructura grupos amino que a pH bajo 7 pueden ionizarse positivamente y generar una fuerte
interaccion electrostatica con la carga negativa presente en la mucosa.® En lo que respecta a los
polimeros no ionicos tienen una mucoadhesividad moderada en la interaccion con la mucina y la
mucosa.!® Esto se explica a través de procesos de interpenetracion de las cadenas poliméricas hacia
la capa de la mucosa o por formacién de puentes de hidrogeno con grupos funcionales polares
presentes en los carbohidratos en la mucina (Figura 2).1°2 Y por ultimo estan los polimeros
anfdteros, que poseen en su estructura grupos funcionales aniénicos y catiénicos, donde su
mucoadhesividad dependera del pH del medio en el que se encuentre como también de su punto

isoeléctrico.?°
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Figura 2. Estructuras macromoleculares propuestas para las glicoproteinas del mucus. a) modelo

no lineal, b) modelo lineal. Carbohidratos de la mucina.??
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El polimero hidroxipropilmetilcelulosa 0 HPMC (Figura 3) es un polimero considerado como
seguro (GRAS) por FDAZ y por tanto, es ampliamente utilizado en la industria farmacéutica.?* Si
se contempla su estructura, se puede apreciar que no presenta grupos funcionales que puedan ser
ionizables, por ello se trata de un polimero de carécter no i6nico. Por consiguiente, este polimero
para poder fijarse en la mucosa bucal lo hace ya sea a través de puentes de hidrogeno con grupos
polares presentes en los azucares que conforman la mucina o podria existir interpenetracion de sus

cadenas poliméricas a la mucosa, como dos mecanismos que pueden explicar la adhesion.*®

Figura 3: Estructura quimica de HPMC.’

1.5 Aspectos relevantes de procesos de fabricacion de peliculas bucales

Los procesos de fabricacion de peliculas poliméricas mas utilizados actualmente comprenden
a la extrusion en caliente y moldeo por evaporacion de solvente. En ambos procesos existe una
etapa que permite la adicion del farmaco. Sin embargo, hay que tener presente las propiedades y
caracteristicas del principio activo ya que éste puede resultar incompatible con aspectos que atafien
al proceso de fabricacion. Tal es el caso del proceso de extrusion en caliente (Figura 4), donde la
incorporacién de activos farmacéuticos que sean termosensibles podrian experimentar fenémenos
de degradacion por las temperaturas de operacion que son propias de este tipo de proceso. En
consecuencia, la formulacion desarrollada podria presentar problemas de estabilidad durante su
fabricacion e incluso durante su almacenamiento.® Con respecto al proceso de moldeo
convencional o por evaporacion de solvente (Figura 4), el principio activo podria presentar
fendmenos de incompatibilidad con el polimero utilizado en la formulacién, que derivaria en
procesos de agregacion o cristalizacion del principio activo. Esto Gltimo, afectaria de manera
directa en las propiedades mecanicas de la pelicula como en los procesos de liberacion del

principio activo desde la forma farmacéutica.®
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Figura 4. Procesos de fabricacion peliculas bucales extrusién en caliente (arriba) y por moldeo

por evaporacion de solvente (abajo).?®

Tomando en consideracion las desventajas descritas en cada uno de los procesos de fabricacion
tanto de extrusion en caliente como por moldeo por evaporacion de solvente, se ha desarrollado la
técnica de impresion por inyeccién de tinta que permite poder trabajar con las peliculas bucales
como sustratos de impresion para cargarlas con farmacos biolégicos. Utilizando tintas para su
impresion, la formulacion de la tinta contiene al principio activo junto con excipientes (Figura 5).2°

En esta técnica, el farmaco puede disolverse o dispersarse en un disolvente, lo que da como
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resultado una tinta cargada de farmaco para imprimir.?> En la deposicion de la tinta se desarrolla
la expulsion de la tinta con el farmaco desde un cartucho fijo, que ocurre por la generacién de un
pulso térmico (produccidn térmica de la gota). Como consecuencia, ocurre la formacion de una
burbuja que otorga la correspondiente expulsion de gotitas de tinta cuyo volumen se encuentra

entre 2 'y 180 pL de volumen con un diametro de 18 a 50 pm.?+%

Drug-loaded ink

. Vapaor
I bubble

Heating element

Nozzle Ink droplet

Printing substrate feed ‘

Figura 5. Impresion térmica por inyeccion de tinta.®

1.6 Angiotensina Il, péptido modelo utilizado en representacion de RE-ANG 1-9

1.6.1 Angiotensina 1-9 y RE-ANG 1-9

Angiotensina 1-9, es un péptido del sistema renina-angiotensina, que contrarregula tanto las
acciones fisioldgicas como patoldgicas de la angiotensina Il. Datos recientes han demostrado que
angiotensina 1-9 protege el corazon y los vasos sanguineos de la remodelacion cardiovascular
adversa en modelos experimentales de hipertensién y/o insuficiencia cardiaca y reduce la fibrosis

cardiaca. Estos efectos estan mediados por el receptor de angiotensina Il tipo 2 (ATR2).%

Sin embargo, como la mayoria de los péptidos, aunque son moléculas muy activas poseen una
vida media corta, siendo degradados facilmente por enzimas, lo que dificulta sus aplicaciones en

terapia. Una estrategia es utilizar su retro enantiomero, RE-Angiotensina 1-9, péptido cuya
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secuencia es inversa en comparacion con angiotensina 1-9, conformado por aminoacidos de la
serie L, en vez de aminoacidos de la serie D que son naturales. La ventaja que tiene este retro
enantiomero es que, si es aplicado, se puede llegar a percibir que su vida media es mayor que
angiotensina 1-9, ya que sus L-aminoécidos no son reconocidos por las proteasas, que son enzimas

propias del organismo.?®

1.6.2 Angiotensina Il

Angiotensina Il es el principal efector del Sistema Renina-Angiotensina (SRA), donde la mayor
parte de sus efectos que incluyen vasoconstriccion, estimulacion de liberacion de aldosterona y los
efectos natriuréticos en el rifidn, se llevan a cabo por medio de los receptores de angiotensina Il
subtipo 1 (ATR1). Este péptido va en representacion del retro enantidmero angiotensina 1-9, como
principio activo en las diversas formulaciones de tintas para su uso en la impresion de peliculas
mucoadhesivas de polimero HPMC. Su eleccion radica por varios motivos, primero porque RE-
ANG 1-9, presenta inconvenientes en cuanto a su limite de deteccion. Es por ello que angiotensina
Il se uso en su representacion dado que su composicién aminoacidica es semejante a RE-ANG 1-
9, ya que angiotensina Il es un octapéptido (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) que presenta un
aminoacido menos que RE-ANG-1-9, donde el aminoacido faltante corresponde a leucina.?.
Ademas, la masa molecular de ambos péptidos es similar, en el caso de RE-ANG 1-9 es 1183,3
g/mol 2" y en angiotensina Il tiene un valor de 1046,2 g/mol.?® La diferencia que se logra observar
entre los valores antes citados es por la ausencia de leucina en angiotensina Il. Ahora bien, esto
altimo es relevante en aspectos como la determinacién del % de liberacion del péptido desde la
pelicula impresa en funcion del tiempo a través de membrana de dialisis con una determinada
abertura. En términos de esto Ultimo, el paso de ambos péptidos a través de la membrana filtrante
debe ser lo més parecida posible, para un correcto anélisis cinético de liberacion. Por ello,

angiotensina Il seria el péptido mas indicado para representar a RE-ANG 1-9.

1.7 Potenciadores de la Permeacion

Un potenciador de la permeacién (PE) es un compuesto quimico que se afiade a la formulacion
junto con el farmaco o principio activo, para mejorar su permeabilidad a través de membranas o
superficies bioldgicas. Se han realizado numerosos estudios para encontrar potenciadores de la

permeacion para la administracion de farmacos a través de la piel, las mucosas nasales e
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intestinales. Incluso, en los udltimos afios, muchos de estos compuestos también han sido
investigados por sus efectos sobre la absorcion de farmacos a través de la mucosa de la cavidad
oral y que por consiguiente, podrian ser aplicados en la mucosa bucal.?® Investigaciones recientes

han explorado esta posibilidad.

1.7.1 Sales biliares: desoxicolato de Sodio (DC) y glicodesoxicolato de Sodio (GDC)

Hay potenciadores de la permeacion de diversa naturaleza quimica, como &cidos grasos (acido
oleico), polimeros (quitosano), surfactantes (lauril sulfato de sodio) y sales biliares. En lo que se
refiere a sales biliares, diversas investigaciones han comprobado que tienen la capacidad de

mejorar la permeacion de farmacos a través de los epitelios nasal, rectal, pulmonar y vaginal .°

Ademas, se han desarrollado estudios in vitro y ex vivo que han demostrado que las sales biliares
tienen la capacidad de aumentar la permeacion de compuestos estructuralmente semejantes a
péptidos y proteinas. Estudios ex vivo desarrollados en mucosa colonica de rata, revelaron que los
agentes desoxicolato de sodio (DC) y glicodesoxicolato de sodio (GDC), lograron duplicar la
permeabilidad aparente (Papp) de octredtido. En mucosa bucal de porcino, GDC logré aumentar
aproximadamente 3 veces la permeabilidad aparente (Papp) de octre6tido y FITC-LKP (péptido
fluorescente de isocianato de fluoresceina), sin causar dafio. En general, GDC y DC fueron eficaces

en modelos intestinales y bucales.

Por esto, esta investigacion buscé caracterizar las peliculas de polimero mucoadhesivo de
HPMC impresas con tintas de diversa composicion pero que contenian en comun al péptido
modelo angiotensina Il (DF8). El péptido contd con la presencia de una sal biliar, que puede ser
desoxicolato de sodio (DC) o glicodesoxicolato de sodio (GDC), como sales biliares potenciadoras

de la permeacion (Figura 6).
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2. HIPOTESIS

Es posible desarrollar y caracterizar peliculas mucoadhesivas de HPMC cargadas con un
péptido modelo y con un potenciador de la permeacion, como una potencial forma farmacéutica

de administracion bucal de medicamentos bioldgicos.

3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar, caracterizar y analizar la impresion de peliculas mucoadhesivas de HPMC, con
tintas cuya composicion incluye a angiotensina Il (DF8) como un péptido junto con potenciadores
de la permeacién del tipo sal biliar como DC y GDC para evaluar su potencial como eventual

forma farmacéutica bucal.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Desarrollar peliculas de HPMC mediante el proceso de fabricacion de moldeo por

evaporacion, para ser sometidas a procesos de impresion.

4.2. Determinar tanto el contenido en mg de DF8 multi impresa por cm? de pelicula, como la

eficiencia de los procesos de impresion con diversos tipos de tintas con diferente composicion.
4.3. Caracterizacion de formulaciones impresas en cuanto a sus propiedades mecanicas como

mucoadhesivas y analizar e implementar modelos cinéticos que logren ajustarse a los perfiles de

liberacion de angiotensina Il desde cada una de las formulaciones impresas.
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5. MATERIALES

Agua milli-Q

Glicerol 85% Merck KGaA (Alemania, Emsure)

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) K100 Methocel LV Premium. (USA, DOW).
Angiotensina Il (DF8), n°lote: P220920-2-L.R193974. (China, GL Biochem Shangai)
L-Arginina 98,5 — 101,0%, n° lote: SLBS2263V. (Japon, Sigma Aldrich)

Desoxicolato de sodio, n° lote: SLBG4508V. (USA, Sigma Aldrich)

Glicodesoxicolato de sodio, n° lote: BCCG0654. (UK, Sigma Aldrich)

Fosfato de potasio monobasico (Sigma Aldrich), n°lote: K18387080

Hidroxido de sodio en lentejas (Sigma Aldrich), n°lote: SO-1510

Etanol 95° (TCL Group)

Mucina de estomago de porcino tipo Ill, unido a acido sialico (0,5-1,5%), n° lote:
SLBX8660 (USA, Sigma Aldrich)

Etilcelulosa NF (EC) Standard 10, BASF (Ludwigshafen am Rhein, Germany).

Citrato de trietilo (TEC) Adquirido desde AK Scientific Inc. (Union City, CA, USA).
Policarbofilo, Lubrizol.

Filtros hidrofilicos baja unién a proteina LCR, PTFE. 0,45 um. (Japon, Millex — LH)
Jeringas 1 ml y 5 ml. (falta especificar)

Filtros de membrana hidrofilicos PVDF, 47 mm, abertura poro 0,45 um (Ireland,
Durapore, Merck Millipore Ltd)
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6. METODOLOGIAS

6.1 Desarrollo de peliculas poliméricas mucoadhesivas de HPMC
6.1.1 Moldeos de peliculas

Se pesaron 4 g de polimero HPMC Methocel K100 en balanza analitica para la elaboracion de
peliculas mucoadhesivas bucales a través de proceso de fabricacion por moldeo con solvente.®® Se
agregaron 130 mL de agua milli-Q a los 4 g de polimero pesados previamente. La mezcla obtenida
se agité aproximadamente durante 1 hora en placa calefactora a 600 rpm con una temperatura de
70 °C, la cual fue controlada para lograr una completa dispersion del polimero. Luego de que se
observé una solucion trasldcida, se adicionaron 2 g de glicerol al 85% m/v (volumen equivalente
a 1,626 mL) junto con 70 mL de agua milli-Q a 4 °C. Luego de ello, la mezcla se almacend a 4 °C
durante 24 horas para la remocién de burbujas de aire que pudiesen estar presentes en ella.
Concluido el periodo anterior, se masaron 25 g de la solucion obtenida en placas de vidrio petri,
las cuales fueron dispuestas bajo campana para su secado completo entre 24 a 48 horas.®
Finalmente, las peliculas obtenidas, fueron de una superficie lisa y homogénea, que posteriormente
se almacenaron en un desecador para evitar la excesiva humedad y posible degradacion de cada

una de ellas.

6.2 Formulacion de tintas, para impresion por inyeccion de tinta en peliculas de HPMC

Se elaboraron tres tipos de tintas, para impresion de peliculas poliméricas mucoadhesivas de
HPMC. Las tintas tienen en comun el péptido modelo utilizado (angiotensina Il, DF8) y dos de
ellas incluyen a potenciadores de la permeacion del tipo sal biliar como desoxicolato (DC) y

glicodesoxicolato de sodio (GDC), en proporciones definidas.

6.2.1 Tinta 20 mg DF8 por mL

Se pesaron 20 mg de DF8 con papel para pesar, en balanza analitica. Luego se disolvieron en
700 pL de agua milli-Q con los cuales se arrastré los restos de DF8 sobre papel para pesar, para
disponer los 20 mg pesados en tubos de centrifuga de 1,5 mL. Luego, se procedid con agitacion
del tubo en vortex. Finalmente se tomaron 300 pL de glicerol al 85%, lo cuales fueron depositados
en tubos de centrifuga que se sometieron a agitacion hasta obtener una solucién homogénea,

logrando la tinta deseada.
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6.2.2 Tinta 20 mg de DF8 y GDC 0,2 mM por mL

Al igual que la elaboracion de la tinta descrita con anterioridad, el procedimiento es similar, es
decir, hubo la existencia de una fase acuosa y de glicerina, donde se afiadieron 20 mg de DFS8,
junto con la adicion de glicodesoxicolato de sodio (GDC) hasta obtener una mezcla de

concentracion de 0,2 mM de la sal biliar en el mL de tinta.

6.2.3 Tinta 20 mg de DF8, DC 0,2 mM por mL

Para la elaboracion de esta tinta, estuvo presente la misma cantidad de DF8 por mL al igual que
en las tintas ya descritas. La sal biliar utilizada fue desoxicolato de sodio (DC) a una concentracion
de 0,2 mM en tinta, junto con L-Arginina para la obtencion de una mezcla con una viscosidad

adecuada para poder ser manipulada o usada como tinta para impresion.®*

6.3 Impresion por inyeccién de tinta de peliculas de HPMC

Una vez que se formularon las tintas, se procedio a adherir las peliculas en una plantilla plastica
de impresion. El proceso involucro la determinacion de la cantidad de “multi impresiones” que se
pueden desarrollar sobre cada pelicula, para ello se probaron impresiones contintas que fueron
desde 4, 5, 6 hasta 7 impresiones sobre cada una de ellas (es decir, 4, 5, 6 y hasta 7 multi
impresiones). El procedimiento incluyé el debido secado de las peliculas impresas a temperatura

ambiente entre cada impresion, donde fueron guardadas en un desecador hasta su caracterizacion.

6.4 Caracterizacion de peliculas
6.4.1 Determinacion de DF8 por cm? de impresion
El numero de multi impresiones de tinta que se desarrollaron en este proyecto fue de cuatro

sobre cada una de las peliculas de HPMC fabricadas.

6.4.2 Meétodo analitico para determinacion de DF8
El método analitico utilizado para determinacion del contenido de péptido DF8 en una muestra,
fue el de Micro BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, que contiene formulaciones con &cido

bicinconinico y iones de cobre.
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El procedimiento de medicion se desarrollé mezclando los reactivos presentes en el Kit, todos
en una proporcion definida y fija, para obtener el reactivo de trabajo WR (proporcion WR
soluciones Kit: solucion reactivo A: 50%, solucion reactivo B: 48% y solucion reactivo C: 2%).
Luego, WR se mezcl6 con un volumen de muestra de solucion proteica en una proporcion 1:1.
Una vez que se elabord la mezcla, inmediatamente fue incubada a 60 °C durante 1 hora exacta,
para que el proceso de reduccion de Cu*? y formacion del complejo quelato se desarrollara de
manera Optima. Cabe sefialar, que la relacién que existe entre la absorbancia percibida por el
complejo quelato es lineal con respecto a la concentracion de proteinas a medir.®> A partir de esto,
se elabor6 una curva de calibracién de DF8 en agua milli-Q que permitid cuantificar el contenido

de DF8 presente en cada cm? de las peliculas impresas con tintas de diversa composicion.

Con respecto al procedimiento de formacién de las muestras, para determinar el contenido en
mg de DF8 por cm? para cada tipo de pelicula, incluyo la disolucion de 1 cm? de formulacion
impresa en un volumen de 5 mL en agua milli-Q. Después se tomd un volumen de esta solucion
que fue previamente tratada con filtros Millex — LH hidrofilicos con membrana de PTFE tamafio
de poro de 0,45 um de baja union a proteinas, para la remocion del polimero HPMC presente en
la muestra. El volumen de filtrado obtenido posteriormente se mezclé con el WR. A su vez, se
tomaron peliculas que fueron impresas con tintas de diversa composicién para obtener los valores
de blancos para cada tipo de pelicula y solo contabilizar la absorbancia atribuida al complejo
quelato soluble, formado por reduccion del ion clprico por parte de angiotensina Il (DF8). La
lectura de las absorbancias de las muestras incubadas se llevd a cabo utilizando un lector de
absorbancia de microplaca iMark — Biorad.

Este método analitico también fue utilizado en los ensayos de liberacion de DF8 desde peliculas

impresas con diversos tipos de tintas.

6.4.3 Propiedades mecanicas
Se determino las propiedades mecanicas de las peliculas no impresas como de aquellas que si
fueron impresas con diversos tipos de tintas, en sextuplicado, con un texturometro (TA.XT Plus

Stable Micro Systems. Godalming, UK).
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El texturometro presenta un sistema de abrazaderas donde se colocé a las peliculas que
terminaron acopladas a ellas. Se midio el largo inicial de la pelicula, previo al desarrollo del
experimento, para luego dar inicio al proceso de estiramiento de las peliculas. La abrazadera
superior subio mientras la pelicula comenzd a estirarse hasta que se produjo su rotura. En forma
simultanea el instrumento presento los resultados a través de curvas de carga (N) en funcién de la
extension de maquina (abrazadera superior) en mm. A partir de estos datos, se determinaron las

siguientes propiedades:

- Elongacion al quiebre (EB)

Este pardmetro da cuenta del cambio en el largo de la pelicula polimérica hasta antes de que se
produzca su rotura. Corresponde a una relacion del aumento de la longitud de la pelicula hasta
antes de su ruptura con respecto a su largo inicial, el cual es equivalente a un porcentaje del mismo,

(ue se expresa como un porcentaje de elongacion (% strain).'4

- Resistencia a la traccion (TS)

Propiedad mecénica que se refiere a la méxima tension que es capaz de soportar la pelicula
hasta su ruptura. Para su obtencién se debe identificar cuél es la carga o maxima fuerza
responsable de la rotura de la pelicula y luego se debe dividir aquella magnitud, por el area de
seccion transversal de la pelicula. Por ello, es importante saber las dimensiones de cada una de
las peliculas a medir, como su ancho (medido con una regla normal, en mm) y el espesor, que
fue determinado a través de un medidor de espesor en mm, lo que finalmente arrog6 el valor del

area de seccion transversal de cada pelicula.**

- M0ddulo de Young (MY)

También denominado maédulo de elasticidad, el cual es indicador de la rigidez de la pelicula 'y
mide la resistencia del material a experimentar pequefias deformaciones en su region elastica.
Corresponde a la pendiente de la curva de tension versus elongacion de la pelicula, en su region
inicial elastica.®

Como control, se imprimieron peliculas con una mezcla de agua y glicerol (70% y 30% de un
mL, respectivamente), que, junto con las mediciones obtenidas con las peliculas no impresas,
permitieron realizar comparaciones con los valores determinados en cada una de las propiedades,
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obtenidas de las peliculas impresas con diversos tipos de tinta.

6.4.4 Propiedades Mucoadhesivas

Se utiliz6 el mismo texturometro que midi6 propiedades mecéanicas (TA.XT Plus stable micro
systems. Godalming, UK), en el que se dispusieron diversas peliculas horizontalmente sobre una
estructura de forma cubica. En este sitio, a cada tipo de pelicula se le afiadié un volumen de 70 uL
de dos tipos de dispersiones modelo de mucina al 2% (m/v), donde una de ellas fue elaborada con
agua milli-Q y en la otra se utilizé una solucion tampon PBS pH 6,8 como medio liquido de
dispersion®’, que simula las condiciones de pH salival humano donde se desenvuelve la mucina.®®
Se hicieron las mediciones de mucoadhesividad con ambas dispersiones, para ver el efecto del
medio acuoso sobre la adhesidn en las peliculas, ademas estas dispersiones humectaron a cada

una de ellas.

Se midio fuerza de desprendimiento (FD) como trabajo de adhesion (WoA), en sextuplicado,
que se obtuvieron a partir del peak y el area bajo la curva en el perfil de carga versus extension,
respectivamente, en peliculas impresas como no impresas. También se considerd la medicion de
parametros de adhesion sobre dos peliculas que actuaron como controles en este ensayo de
caracterizacion: como control positivo se trabajo con peliculas de Policarbéfilo (PCP), indicado
como un polimero que tiene altas propiedades mucoadhesivas.** Como control negativo se midid
adhesion de peliculas de Etilcelulosa (EC), con reducidos valores en sus propiedades
mucoadhesivas. Para ejecutar cada una de las mediciones, se establecio un tiempo de contacto
de 60 segundos, fuerza de contacto de 50 mN y velocidad de retiro de 0,5 mm/s del cilindro de
acero inoxidable de las peliculas humectadas con mucina. El cilindro se acercé a la pelicula en
estudio, tomo contacto con ella y luego procedio a retraerse. En paralelo, el software utilizado
entregod valores de carga (N) y extension en mm, donde se pudo contemplar la fuerza necesaria

para romper la adhesion.*

6.4.5 Analisis cinético de liberacion DF8 desde peliculas impresas con diferentes tintas.
El ensayo para la obtencion de los perfiles liberacion de DF8 desde peliculas impresas con

diversos tipos de tinta, contemplé el uso de celdas de Franz en el equipo Difusor Phoenix DB-6.%°
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Se trabajo con 5 celdas de Franz por cada ensayo de liberacién de DF8 para cada una de las
peliculas impresas. Para ello, se prepard solucion de PBS pH 6,8, que se utiliz6 como medio
acuoso en las celdas tanto donoras como receptoras, simulando las condiciones de pH salival
humano, para que el contexto de liberacion de DF8 desde las peliculas sea lo mas cercano al real.®
Se dispuso un material filtrante de PVDF cuyo tamafio de abertura es de 0,45 um y sobre él se
dispuso 1 cm? de pelicula impresa, todo esto entre celda donora y receptora. Luego, DF8 se liberd
en 1 mL de solucion PBS pH 6,8%, esto en la camara donora de la celda. Luego de la liberacion
de DFS8, este péptido traspaso aquel filtro y, éste dltimo impidio el paso del polimero HPMC hacia
la camara receptora de la celda que contenia 10,1 mL de la misma solucion de PBS que la camara
donora. El proceso de liberacion de DF8 se desarrollé con agitacion suave (200 rpm) hacia la
camara receptora y a una temperatura de 37 °C. Se extrajeron 400 uL de muestra desde cada camara
receptora en cada celda a intervalos programados de 3, 18, 33, 48, 120 y 540 minutos. Luego
automaticamente se agreg6 un volumen de reposicion equivalente al extraido, de PBS a 37 °C. Los
400 pL extraidos desde las camaras receptoras se dispusieron en viales de 1,5 mL, con la ayuda de

un toma muestra acoplado a un brazo mecénico.

También se procedio a determinar la difusion de DF8 libre como control para cada tipo de
formulacion impresa. DF8 se encontraba como molécula libre en 1 mL de PBS pH 6,8 en la camara
donora, que luego difundié hacia la camara receptora. Luego de esto se determinaron los factores
de similitud entre cada control con su respectivo perfil de liberacién de DF8 desde cada

formulacion impresa.

Se construy6 una curva de calibracién de DF8 en solucién de PBS pH 6,8, con la cual se
determind la cantidad en mg de DF8 en cada uno de los viales con muestra extraida de la celda
receptora a los tiempos indicados con anterioridad. Todo lo anterior para finalmente poder obtener
el % de liberacion acumulada de DF8, a través del uso del método analitico Micro BCA Protein
Assay Kit Thermo Scientific. Se mezclo un determinado volumen de WR con un volumen de

muestra de DF8 presente en los viales en una proporcion de 1:1, para poder medir en triplicado.

Luego, las mezclas obtenidas fueron incubadas a 60 °C, para su posterior lectura en lector de

absorbancia de microplaca iMark — Biorad a 562 nm. Se elaboraron en paralelo los blancos
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correspondientes a cada tipo de pelicula impresa que fueron sometidas a los ensayos de liberacion.

Todo lo anteriormente descrito se ejecutd para determinar el mecanismo de liberacion de DF8
a partir de las peliculas impresas. Por consiguiente, se evaluaron modelos cinéticos de regresion
lineal (cero y primer orden) y no lineal (Higuchi y Korsmeyer-Peppas) para el ajuste de datos y se
compararon en funcién de los valores obtenidos del coeficiente de determinacion ajustado (r?).

Para ello se utilizo el programa DDSolver desarrollado para Microsoft Excel.

6.5 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el software Minitab 17. Se utiliz6 ANOVA para
comparacion entre mdaltiples grupos y posteriormente se realiz6 el test de Tukey para
comparaciones pareadas. Un nivel de p<0,05 fue considerado como estadisticamente significativo.
Los resultados fueron expresados como el promedio de las mediciones junto con su desviacién
estandar y el célculo del coeficiente de variacion. Se utilizd también el factor de similitud (f2) para
comparar perfiles de liberacion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Desarrollo de peliculas de HPMC mediante moldeo por solvente.

El método ocupado para elaborar las peliculas poliméricas fue el moldeo por evaporacion por
solvente, que consiste en solubilizar el polimero junto al farmaco y excipientes en algin solvente
para formar una suspension o solucion.® Sin embargo, la principal diferencia de la metodologia
utilizada en esta investigacion, con respecto al moldeo por solvente tradicional, tiene relacion en
que la solucion polimérica obtenida incluye al farmaco integrado en ella, lo cual puede ser
desventajoso en formulaciones sobresaturadas de farmaco. La respuesta a lo indicado se puede
atribuir a que la solubilidad del activo en el polimero puede llevar a problemas de
incompatibilidad con resultado en la separacion de fases debido a una posible recristalizacion.®
En consecuencia, el péptido modelo utilizado fue dispuesto en diversas tintas que se ocuparon para
imprimir sobre peliculas poliméricas mucoadhesivas, por un proceso de inyeccion de tinta con

pulso térmico.

Ahora bien, con respecto a las propiedades reoldgicas de la dispersion polimérica obtenida,
éstas tienen un fuerte impacto en aspectos importantes como el nivel de secado y la apariencia
final de la pelicula.* La generacion de burbujas en el proceso de mezclado de la dispersion, puede
llegar a generar peliculas con un espesor variable como de aspecto rugoso y poco liso en la
superficie de ellas, pudiendo afectar en la homogeneidad de la impresion®°. Una vez que se obtuvo
la dispersidn desprovista de burbujas se procedié a moldearlas, para ello se utilizaron placas de
vidrio petri, que se dispusieron bajo campana, para su secado que ocurrid entre 24 y 48 horas. El
rango de tiempo de secado mencionado con anterioridad es relativo, en términos de la apariencia
de las peliculas dispuestas en las placas, que debe contemplar un secado homogeéneo de la pelicula
formada y evitar que la superficie de ellas sea irregular y de espesor heterogéneo.* Como
resultado, se obtuvo peliculas homogéneas y 6ptimamente secas, que fueron sometidas a procesos
de impresion, ya que de esta forma es como se dispuso el péptido o activo biologico, en cada una

de ellas.

7.2 Formulacion de tintas, para impresion por inyeccion de tinta en peliculas de HPMC
Estudios de permeacion de péptidos ex vivo en mucosa bucal de cerdo, sirvieron de referencia
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para poder construir la composicion de las tintas para imprimir en peliculas de HPMC. Se indica
que con 10 mM de GDC se logro aumentar la permeabilidad aparente de farmacos de naturaleza
peptidica como octreotido y FITC-LKP (péptido fluorescente de isocianato de fluoresceina), cuyos
valores de concentracion utilizados corresponden a 0,714 uM y 500 uM, respectivamente.®® En
base a aquello, se establecié un rango de concentracion de trabajo de péptido modelo DF8
(angiotensina I1) que va desde 1 uM a 500 pM, en el sitio donde se desarrollaria un estudio de
liberacion y futuramente de permeacion ex vivo de aquel péptido, que corresponde a la celda
donora de Franz. Es por esto que para asegurar que la cantidad de DF8 en la celda donora estuviera
dentro del rango de concentracion indicado, se trabajé con 20 mg de DF8 por cada mL de tinta.

Lo anterior se corroboro experimentalmente méas adelante.

Ahora bien, independiente del tipo de tinta a utilizar, el volumen elaborado fue de 1 mL, en
donde la composicion general de cada una de ellas comprendié una mezcla de un 70% con fase
acuosa, con un 30% de glicerol, para asegurar las caracteristicas fisicoquimicas de la tinta como la
viscosidad y tension superficial. Ambas propiedades mencionadas anteriormente, influyen tanto
en la formacién y tamafio de gota de tinta.?* Ademas, se buscd prevenir posibles filtraciones de

tinta desde el cartucho hacia la zona de impresion.

En lo que respecta a la composicion de las tintas que incluyeron en su formulacion a sales
biliares, se tenia previsto elaborar una tinta de 20 mg de DF8 junto con 10 mM de GDC por mL,
dado que aquella concentracion logré6 aumentar la permeabilidad aparente (Papp) tanto de
octredtido como de FITC-LKP en estudios de permeacion ex vivo con mucosa bucal de porcino.*
Sin embargo, se observo la formacion de precipitado en la tinta lo que derivo en hacer un estudio
de la concentracion de GDC éptima a utilizar. A través de la reduccion de la concentracion del
potenciador por drdenes de magnitud, se logré determinar que con una concentracion de 0,2 mM
GDC no se observé formacion de precipitado, por tanto, ésta Ultima concentracion resulté ser la
elegida para la sal biliar junto con los 20 mg DF8 por mL, en la tinta. En cuanto a la tinta con DC
como sal biliar, se tenia planificado trabajar con 5 mM de DC en contacto con 20 mg de DF8 por
mL de tinta. Aquella concentracion de DC resulto ser efectiva en el aumento de permeacion de
sustancias peptidicas y glucosidicas a través de mucosas de animales con reducidas alteraciones

sobre la histologia de los tejidos usados.*® No obstante, se presentaron inconvenientes en la tinta
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por aumento en su viscosidad, con lo cual se utilizé a L-Arginina que en literatura se reporta como
reductor de la viscosidad de soluciones proteicas.®* Es por esto que se afiadi6 una cantidad de 20,1
mg (equivalente a una punta de espatula), que resulté en la obtencion de una tinta con una
viscosidad reducida. Posterior a esto, se decidio elaborar una tinta con una concentracion de 0,2
mM de DC y 0,124 mM, de L-Arg. Los fendmenos relatados se podrian explicar considerando las
evidencias encontradas por investigaciones que indican que las sales biliares pueden presentan un
cierto grado de interaccion con péptidos o proteinas, con dependencia del pH presente en el
medio.*! Entre las interacciones reportadas se indican la formacion de precipitados y de estructuras
gelificadas.*? Por tanto, para obtener peliculas impresas elaboradas bajo las mismas condiciones
en términos de concentracion en tinta, estas fueron iguales para ambas sales biliares (DC y GDC
a 0,2 mM), que se utilizaron para imprimir peliculas. Ahora bien, todo lo anterior fue ejecutado
con fines comparativos para cada uno de los estudios de caracterizacion de las formulaciones

impresas.

7.3 Caracterizacion de peliculas impresas
7.3.1 Determinacion de mg de DF8 por cm? de peliculas de HPMC impresas con

diversas tintas.

Previo a desarrollar el proceso de impresion formal de las peliculas poliméricas, se determind
la cantidad de impresiones que es posible ejecutar con 1 mL de tinta, cuya fraccidn acuosa es del
70% y un 30% es de fase liquida de glicerina. Para ello con la ayuda de una planilla plastica, se

contabilizaron 18 impresiones.

Con respecto al nimero de impresiones reiteradas que se desarrollaron sobre cada pelicula
polimérica, se establecio que el material fue capaz de tolerar hasta 4 multi impresiones, en base a
aspectos cualitativos, tales como, el grado de desprendimiento de la pelicula de la lamina base por
cada paso en la zona de impresion. Con un nimero superior de multi impresiones, las peliculas
comenzaron a desmontarse o deslizarse de la lamina basal. En términos de aspectos cuantitativos,
se midieron los mg de DF8 por cm? de pelicula con 4, 5 e incluso 7 multi impresiones con 1 mL
tinta con 20 mg de DF8. Se encontr6 que no hubo diferencias notables en los miligramos de
péptido por cm? entre las multi impresiones desarrolladas, por ello, se seleccion6 aplicar 4 multi

impresiones sobre cada sustrato de impresion.
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El método analitico Micro BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, fue elegido para la
cuantificacion de DF8 en cada tipo de pelicula impresa, ya que es definido como altamente
sensible. La medicion ocurre a través de la deteccion colorimétrica a 562 nm por absorbancia del
complejo quelato soluble en agua de &cido bicinconinico con ion cuproso (Cutl), donde ésta
ultima entidad, se forma por la reduccién del ion clprico Cu*2. El catién de cobre con carga +2,
se encuentra presente en uno de los reactivos que se mezclaron a una determinada proporcion con
la solucién proteica. Ahora bien, la reduccion de Cut*?, se produce por la presencia de proteinas

en la solucion que es analizada.®

La curva de calibracidn que se obtuvo de DF8 en agua milli-Q tuvo un rango de concentracion
de 5 a 120 ppm, utilizando el método analitico ya indicado, con un valor de r? de 0,9946. La
finalidad de la construccion de la curva es para poder obtener la cantidad de mg de DF8 por cm?
de diversos tipos de impresion. Cabe destacar que el volumen de solucion proteica fue previamente
filtrado con filtros Millex — LH hidrofilicos con membrana de PTFE tamafio de poro de 0,45 um
de baja unién a proteinas para remover polimero de HPMC que podria haber actuado como

interferente en la medicion. Los resultados obtenidos se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 1. Formulaciones impresas con diversas tintas. Cantidad de mg de DF8 total por cm? y
eficiencia de impresion, en cada una de ellas. Valores que no comparten la misma letra,

presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Formulacion mg DF8 total Estadistica mg _Ef|C|en_c,|a

impresa cm? DF8/cm2 Impresion
(%)

DF8 0,12+ 0,00 A 95,6 +2,7

DF8 + DC 0,10+ 0,00 B 852+0,1

DF8 + GDC 0,09 + 0,00 C 77,001

Se puede observar en la Tabla 1, que las formulaciones resultaron ser estadisticamente
significativamente diferentes entre si con un nivel de p<0,05. En cuanto a los mg de DF8 por cm?
en cada tipo de impresién hubo leves diferencias. La misma tendencia se obtuvo con la medicién
de la eficiencia de impresion para cada tipo de formulacion impresa. Estas diferencias se podrian
explicar por eventuales interacciones entre las sales biliares y el péptido, con dependencia del pH

presente en el medio.*! .Estos estudios se han desarrollado en otras investigaciones donde se han
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observado este tipo de diferencias y esta investigacion no estuvo ajena a esto.'® De todas maneras,
estos estudios son reproducibles, por los reducidos valores de dispersion (desviacion estandar) que

presentan los resultados.

7.3.2 Propiedades mecénicas peliculas de HPMC con diversos estados de impresion.

Las propiedades mecéanicas medidas fueron: modulo eléstico (MY), fuerza méxima —
resistencia a la traccion (TS) y elongacion al quiebre (EB). El analisis se realizé comparando las
propiedades mecanicas obtenidas de las peliculas impresas con distintos tipos de tinta, con
peliculas de HPMC sin impresion, para ver el efecto que provoca la impresion sobre dichas
propiedades. A su vez, se contd con un control para ver el efecto de la composicion de la tinta
utilizada para imprimir, sobre las propiedades mecéanicas de las peliculas ya impresas. Por ello, se
utilizo peliculas impresas con tintas cuya composicion fue de un 70% y un 30%, de una fase acuosa

(agua milli-Q) y fase liquida de glicerina, respectivamente.

7.3.2.1  Propiedades mecanicas peliculas HPMC no impresas (S/1).

La resistencia a la traccion como la elongacion al quiebre en peliculas de HPMC sin imprimir
resulto ser de 27,8 £ 3,6 MPay 43,8 £ 4,6 %, respectivamente segun la Tabla 2. El valor obtenido
fue 3 veces mayor y 1,6 veces menor para TS y EB, respectivamente, en comparacion al reportado
por la literatura utilizada como referencia, que desarrollé un sistema de administracion de farmacos

biolégicos a través de sistemas nanoparticulados que fueron impresos en peliculas de HPMC.*3

Tabla 2. Propiedades mecanicas HPMC sin impresion obtenidos en investigacion actual y

literatura (investigacion) de referencia.

Propiedades mecanicas investigacion actual
Peliculas TS (MPa) EB (%) MY (MPa)
HPMC (S/1) 27,7+ 3,6 43,8+ 4,6 3,1£05
Propiedades mecanicas literatura de referencia
Peliculas TS (MPa) EB (%) MY (MPa)
HPMC (S/1) 82+10 73,2+8,3 44+10

Los motivos que pueden explicar las diferencias que se obtuvieron en las propiedades
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mecanicas sefialadas responden a aspectos tales como la diferencia en el espesor de las peliculas
analizadas tanto en la literatura considerada como la que se relata en este escrito. También,
consideraciones operacionales como, por ejemplo, el control de la temperatura de mezclado en la
elaboracion de la dispersion polimérica puede repercutir en el contenido de agua que queda en la
dispersion y por tanto puede afectar en el contenido de agua de las peliculas que se obtuvieron,
volviéndolas mas rigidas. Las condiciones de almacenamiento de las peliculas previo a ser
analizadas, es un punto relevante para considerar, ya que el estado de un agente desecante en el
desecador repercute en el contenido de humedad ambiental que pueda llegar a tener. Diferencias
en el estado del agente desecante como una temperatura de almacenamiento no adecuada, puede
dar cuenta de la variabilidad de los resultados obtenidos. Sin embargo, los valores del mddulo de
Young en ambos estudios resultaron ser cercanos (3,1 + 0,5y 4,4 £ 0,9 MPa, en investigacion
actual y de referencia, respectivamente). Esto se puede atribuir a la accion del glicerol afiadido
como plastificante ya que en ambas investigaciones la cantidad agregada resultd ser la misma, para
otorgar una mayor elasticidad a las peliculas, lo cual es un aspecto deseado al momento de elaborar

una pelicula polimérica para administracion bucal.

7.3.2.2  Resistencia a la traccidon (TS) de peliculas impresas con diversas tintas.
Al observar los resultados de la Figura 7 se puede deducir que la impresion, independiente de

la tinta a utilizar, genera una disminucion en TS en peliculas impresas.
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Figura 7: Resistencia a la traccion promedio (TS) de peliculas de HPMC no impresas e impresas.
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Tabla 3. Resistencia a la traccion (TS) en peliculas con diversos estados de impresion. *: Valores

que no comparten la misma letra, presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tipo de impresion TS (MPa) Estadistica TS*
HPMC S/I 27,8+ 3,6 A
HPMC: agua y glicerina 18,3+ 3,0 B
HPMC: DF8 18,4+ 1,5 B
HPMC: DF8 + DC 29,2+41 A
HPMC: DF8 + GDC 18,3+2,8 B

La posible explicacion a los valores de TS que se obtuvieron tanto en peliculas no impresas
como impresas, se debe a que la tinta en el proceso de impresion, al momento de ser dispuesta en
la pelicula desnuda genera una humectacion en su superficie, lo que se traduce en una irregularidad
en su grosor, lo que vuelve a la pelicula mas vulnerable a la rotura. Por ello, se requirio la
aplicacion de una fuerza de menor magnitud y en su defecto una menor tension, para ocasionar la
ruptura en peliculas impresas.** No obstante, el papel de la pelicula control no solo permitid
contemplar lo antes mencionado, sino también pudo explicar el efecto de los componentes
presentes en la tinta en los cambios observados en TS para cada una de las peliculas analizadas.
En general, se puede examinar que no hay una tendencia totalmente definida, pero en la mayoria
de las peliculas impresas, ni el péptido ni las sales biliares generaron grandes cambios en los
valores de resistencia a la traccién si se comparan peliculas impresas entre si y con el control. Se
requiere de un estudio més profundo para explicar el comportamiento mecéanico que se contemplo

con las peliculas impresas con DF8 y DC.

7.3.2.3  Elongacién al quiebre (EB) de peliculas impresas con diversas tintas.

En la Figura 8 se puede ver que la impresion generd un aumento en la elongacién al quiebre en
las peliculas sometidas a este proceso. La posible explicacion a esto puede deberse al mayor
contenido de agua que otorgo la tinta a la pelicula, ya que es considerada como plastificante.*
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Figura 8: Elongacién al quiebre (EB) de peliculas de HPMC no impresas e impresas con diversos

tipos de tinta.

Tabla 4. Elongacion al quiebre (EB) en peliculas con diversos estados de impresion. *: Valores

gue no comparten la misma letra, presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tipo de impresion EB (%) Estadistica EB*
HPMC S/I 43,8 34,6 BC
HPMC: agua y glicerina 353+£5,5 C
HPMC: DF8 44 + 5,7 BC
HPMC: DF8 + DC 51,4+8,6 B
HPMC: DF8 + GDC 82,6 £12,9 A

El agua como sustancia polar, presenta la facultad de actuar como plastificante al generar
puentes de hidrogeno con las cadenas poliméricas hidrofilicas con grupos polares.**Ahora bien,
por cada multi impresion que se ejecuté no sélo se afiadid mas agua, sino también mas glicerol
que también es calificado como un plastificante. En cuanto a las sales biliares, si se considera su
naturaleza anfifilica, es decir, que presentan una zona hidréfoba (del sistema de anillos derivados
del ciclopentanoperhidrofenantreno) y zonas hidrofilas, también podrian haber actuado como
posibles plastificantes. Tanto el grupo carboxilo, presente en la cadena lineal unida al carbono
nimero 17 del sistema ciclico, junto con los grupos hidroxilos presentes en el mismo,* podrian
haber interactuado por enlaces intermoleculares, con los grupos polares de las cadenas poliméricas
de HPMC, interponiéndose entre ellas, aumentando el volumen libre y movilidad de estas cadenas.

Por lo tanto, componentes béasicos de la tinta como el agua y el glicerol, como los otros
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componentes afiadidos a ellas podrian contribuir a que exista un aumento en la EB en las peliculas

impresas.

7.3.2.4 Modulo de Young (MY) de peliculas impresas con diversas tintas.

Los valores del médulo elastico (Figura 9) de las peliculas de HPMC impresas con diversas
tintas, tuvieron valores menores al médulo de Young medido en las peliculas sin imprimir. La
tendencia que se pudo apreciar indica que la impresion de tinta tiene un impacto en la rigidez de

la pelicula impresa en la region elastica de la pelicula.
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Figura 9: Médulo de Young (MY) de peliculas no impresas e impresas con tipos de tintas.

Tabla 5. Mddulo de Young (MY) en peliculas con diversos estados de impresion. *: Valores que

no comparten la misma letra, presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tipo de impresion MY (MPa) Estadistica MY*
HPMC S/I 3,1+06 A
HPMC: agua y glicerina 20+£04 B
HPMC: DF8 14+04 BC
HPMC: DF8 + DC 0,1+0,0 D
HPMC: DF8 + GDC 08x0,1 CD

El modulo elastico es un indicador de la rigidez que posee una pelicula polimérica. Mientras

mayor sea su valor, mas rigido es el material analizado.*” Por lo tanto, peliculas impresas con
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maodulo de elasticidad menor al obtenido en peliculas no impresas, quiere decir que la impresion
otorgd una menor rigidez y mayor plasticidad a los materiales impresos. Esto ocurre porque la
tinta adiciond agua y glicerina, que son reconocidos plastificantes que aumentan el volumen libre
entre las cadenas poliméricas de HPMC. Ahora bien, tanto el péptido como las sales biliares
aportaron en la reduccién de la rigidez en las peliculas impresas, que es incluso menor gue la
pelicula usada como control. Tanto el péptido como la sal biliar utilizada podrian haberse
introducido entre las cadenas poliméricas interactuando con los grupos polares confinados en ellas,
puesto que tanto DF8 como las sales biliares presentan grupos con polaridad e incluso grupos
ionizables, los que terminaron aumentando el espacio libre entre las cadenas poliméricas. Por
tanto, aportaron a las propiedades plastificantes que otorga un proceso de impresion. Ahora bien,
la diferencia en el mddulo de elasticidad observado entre peliculas impresas con distintas sales
biliares puede tener respuesta en sutiles diferencias existentes en sus estructuras quimicas. En
GDC, el grupo carboxilo ionizable pudo haber interactuado con mayor dificultad con los grupos
polares de las cadenas poliméricas por impedimento estérico, en comparacion a los otros grupos
polares presentes en la sal biliar. En cambio, en DC, el grupo carboxilo ionizable se encuentra méas
libre y estableci6 eventuales interacciones del tipo ion dipolo con grupos polares en el polimero y
asi aumento aun mas el volumen libre y la separacion entre las cadenas de HPMC, lo que redujo

aun mas la rigidez de la pelicula impresa.

7.3.3 Propiedades mucoadhesivas de peliculas de HPMC con diversos estados de

impresion.

En la actualidad existen métodos experimentales que permiten medir la mucoadhesividad de
formulaciones farmacéuticas de aplicacion bucal, como es el método de la traccion. El cudl
consiste en poner la formulacion en estudio en contacto con mucosa ex vivo que se encuentra fija
en la superficie de una sonda en un texturometro?. Este Gltimo aparato medira la fuerza necesaria
para separar la sonda que tendra en su extremo a la mucosa, con la formulacion. Ahora bien, esta
metodologia antes descrita, puede ser modificada dependiendo de la naturaleza de la forma
farmacéutica. Por ello, en esta investigacion, para medir la mucoadhesividad de las peliculas
poliméricas, se reemplazo6 la mucosa de cerdo en la sonda movible, por una dispersion de mucinas
de estdbmago de cerdo al 2% (m/v) tanto en medio acuoso (agua milli-Q) como en un medio
tamponante PBS pH 6,8 cuyo valor de pH es similar al salival.® Previo al anélisis de

33



mucoadhesividad de las peliculas poliméricas utilizadas en esta investigacion, es adecuado
considerar la naturaleza polimérica de las peliculas de HPMC, el cual es un polimero no idnico,
que establece interacciones intermoleculares con los grupos polares presentes en la mucina. Estas

interacciones corresponden principalmente a la formacion de puentes de hidrégeno®®.

7.3.3.1  Propiedades mucoadhesivas de peliculas HPMC no impresas (S/1).

Los pardmetros de mucoadhesividad de peliculas de HPMC sin imprimir elaboradas en la
presente investigacion, se contrastaron con los valores reportados en la investigacion que
desarroll6 un sistema de administracion de farmacos bioldgicos a través de nanoparticulas que

fueron impresas en peliculas de HPMC*, que se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 6. Propiedades mucoadhesivas HPMC sin impresion obtenidos en investigacion actual y

literatura (investigacion) de referencia.

Propiedades mucoadhesivas investigacion actual
Peliculas FD (mN) WOoA (mJ)
HPMC S/ 30,927 0,030 + 0,009
Propiedades mucoadhesivas literatura de referencia
Peliculas FD (mN) WoA (mJ)
HPMC S/ 188,5 + 38,6 0,192 + 0,021

Existen diferencias notables entre las propiedades mucoadhesivas obtenidas en la presente
investigacion en relacion con la literatura utilizada como referencia. Al igual como se sefial6 en la
seccion de propiedades mecanicas, las diferencias serian atribuibles tanto a condiciones
operacionales, experimentales como de almacenamiento de las peliculas, pese a que se utilizo el
mismo procedimiento experimental para la construccién de ellas. Diferencias en condiciones
experimentales como el contenido de plastificante (glicerol) utilizado en la fabricacion de las
peliculas, donde pequefias diferencias volumétricas en la cantidad de plastificante utilizado para
la construccion de las peliculas de HPMC explicaria las disimilitudes en la adhesion observadas
con las dispersiones de mucina utilizadas. Esto en base a estudios realizados que indican que el
contenido de plastificante presente como en contacto con las peliculas poliméricas afectan en la
adhesion de las peliculas con las glicoproteinas de mucina. El estudio evidencié que, a mayor

contenido de plastificante, se reduce la adhesion.*
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7.3.3.2  Fuerza de desprendimiento (FD) y trabajo de adhesion (WoA), en diversas
impresiones (en contacto con dispersiones de mucina, en diferentes medios).

Se midieron las propiedades mucoadhesivas de peliculas impresas con diversos tipos de tintas,

en contacto con dispersiones de mucina al 2% (m/v) en diferentes medios. Se busco determinar el

efecto que provoco tanto la impresion en la adhesion de las peliculas con la mucina, como el efecto

de los componentes afiadidos en las tintas en los procesos adhesivos. Ademas, se buscé establecer

si es relevante el efecto del medio en que se preparan las dispersiones de mucina, en la adhesion.

Tabla 7. Propiedades mucoadhesivas HPMC sin impresion y con diversos tipos de impresion, en
contacto con mucina 2% (m/v) en medio acuoso. *: Valores que no comparten la misma letra,

presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Mucina 2% (m/v), medio acuoso (agua milli-Q)

Tipo de impresion FD (mN) E[S)t,; WOoA (mJ) V\I/ESZ*

PCP (Control positivo) 258,6 + 49,6 A 0,428 + 0,105 A
EC (Control negativo) 154+19 C 0,031 + 0,008 C
HPMC S/I 188,5+7,9 B 0,192 + 0,021 B
HPMC: agua + glicerina 265+7)9 C 0,044 + 0,008 C
HPMC: DF8 23,1+49 C 0,045 + 0,009 C
HPMC: DF8 + DC 351+39 C 0,046 + 0,005 C

HPMC: DF8 + GDC 141,7+0,0 B 0,092 + 0,018 C

Tabla 8. Propiedades mucoadhesivas HPMC sin impresion y con diversos tipos de impresion, en
contacto con mucina 2% (m/v) en medio PBS pH 6,8. *: Valores que no comparten la misma
letra, presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Mucina 2% (m/v), medio PBS pH 6,8

Tipo de impresion FD (mN) Egt,; WoA (mJ) V\I/Es,tal\*
PCP (Control positivo) 264,7 + 28,3 A 0,391 + 0,040 A
EC (Control negativo) 106 £24 C 0,040 + 0,001 D
HPMC S/I 154,0 + 45,3 B 0,189 + 0,040 B
HPMC: agua + glicerina 151,6 + 14,2 B 0,066 + 0,011 D
HPMC: DF8 51,4+ 15,3 C 0,049 + 0,009 D
HPMC: DF8 + DC 42,7 + 10,7 C 0,059 + 0,004 D
HPMC: DF8 + GDC 163,9+ 17,5 B 0,131 + 0,037 C

En los estudios de adhesion se utilizé como control positivo a peliculas de PCP que, segun la
35



literatura disponible, son sustratos de impresion de alta mucoadhesividad'*. Como control negativo
se utilizaron peliculas de EC, que son reportadas como de muy baja adhesion®. Al contemplar los
pardmetros de adhesion de las peliculas analizadas en la Tabla 7 y Tabla 8, todas las peliculas de
HPMC ya sea sin imprimir como impresas con diversas tintas, presentaron valores menores al
control positivo pero mayores al control negativo. Esto ultimo, aporta solidez y respaldo a los
resultados obtenidos en estos experimentos. Ahora bien, cuando ocurre la impresion sobre las
peliculas hay una disminucién tanto de la fuerza de desprendimiento (FD) como del trabajo de
adhesion (WoA), en comparacion a la adhesion que presentan las peliculas antes de la impresion,

independiente del medio utilizado en la dispersion de mucina.
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Tipo de Pelicula - Impresién
Figura 10: Fuerza de desprendimiento (FD), peliculas HPMC sin impresién y con diversos tipos

de impresidn, en contacto con mucina 2% (m/v) en medio acuoso y PBS pH 6,8.
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Tipo de Pelicula - Impresion
Figura 11: Trabajo de adhesion (WoA), peliculas HPMC sin impresion y con diversos tipos de

impresion, en contacto con mucina 2% (m/v) en medio acuoso y PBS pH 6,8.
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La tendencia que se puede presenciar para ambos pardmetros de mucoadhesion tanto en la
Figura 10y 11, se podria explicar considerando que la tinta al disponerse sobre las peliculas generd
en ellas una irregularidad en su superficie, producto de que la pelicula sufre procesos de
humectacion generando una disminucion del area de contacto efectiva entre la superficie de la
pelicula y la superficie de la sonda con mucina. Al disminuir, queda una menor disponibilidad
superficial que resulte viable para la formacion de enlaces que favorezcan las fuerzas de
mucoadhesién. Ademas, como se indico con anterioridad, por cada impresién desarrollada en cada
pelicula se afiadié cada vez mas glicerol y por tanto cada vez mas plastificante, como también se
agreg0 cada vez mas agua, DF8 y sales biliares, que pudieron intensificar el efecto plastificante.
Por lo tanto, ante una mayor cantidad de plastificante eso se traduce en una mayor flexibilidad de
la pelicula, lo que provoca que ella no pueda fijarse bien para formar los puentes de hidrogeno
caracteristicos de HPMC. Sin embargo, tanto la fuerza de desprendimiento (FD) como el trabajo
de adhesion (WoA), fueron mayores en aquellas impresiones que contenian sales biliares.
Considerando la naturaleza anfifilica tanto de DC y GDC, ambas sales biliares redujeron la tension
superficial entre la dispersion de mucina frente a las peliculas impresas, aumentando la
humectabilidad o que la dispersion de mucina “moj6” atin mas a estas peliculas impresas, 10 que
aport6 a la interaccion entre grupos polares presentes tanto en la mucina como en las cadenas
poliméricas, lo que favorecio la adhesion. Como consecuencia, tanto la fuerza como la energia
mecanica necesaria para poder despegar a estas peliculas impresas de las moléculas de mucina
resultaron ser de mayor magnitud, en contraste con los valores de adhesion para peliculas no
impresas e impresas con agua, glicerina y angiotensina Il. En estricto rigor, la presencia de las
sales biliares compenso la pérdida de adhesidn producida en las peliculas por el propio proceso de

impresion.

Finalmente, el efecto del medio en que se prepara la dispersion de mucina resulté en que los
parametros de mucoadhesion en la mayoria de los casos son levemente mayores cuando se utiliza
PBS pH 6,8 como medio. Esta tltima observacion se podria explicar al considerar que la solucion
de PBS contiene iones libres que podrian haber interactuado con los grupos polares presentes en
las cadenas poliméricas de las peliculas, aumentando como consecuencia la adhesion. A pesar de
que la diferencia entre los parametros de adhesidn no resulto ser considerable distinta en términos

del medio de preparacién de las dispersiones, el medio PBS pH 6,8 resulta ser mas cercano al
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contexto que presentan las mucinas en la cavidad bucal.

7.3.4 Andlisis cinético de liberacion DF8 desde peliculas impresas con diversas tintas.

Se desarrollaron experimentos en celdas de Franz, para la determinacién del perfil de liberacion
de DF8 desde diversas formulaciones impresas. Se analizaron y compararon cada uno de estos
perfiles, con sus respectivos controles donde DF8 se dispuso en forma libre (no impresa) en la
celda donora de Franz en medio PBS pH 6,8, donde el péptido paso a traves de una membrana
hidrofila de PVDF de didametro de poro de 0,45 um, hacia la celda receptora. Como resultado se
obtuvo el perfil de difusion acumulado de DF8 libre a través de la membrana porosa que paso con
el resto de los componentes presentes por cada cm? de formulacion impresa. Ahora bien, por
medio de la determinacidn del factor de similitud (f2) entre cada perfil de liberacion de DF8 con
su respectivo control, se buscd determinar si ambos procesos se desarrollaron de la misma manera.
Por tanto, cada uno de los experimentos se realizaron en condiciones in vitro simulando un
ambiente fisioldgico con PBS pH 6,8 o pH salival® a 37 °C con 200 rpm de agitacion en celda

receptora.

Tabla 9. % Liberacion DF8 desde distintas formulaciones impresas. A: Impresion s6lo DF8, B:
Impresion DF8 + DC, C: Impresion DF8 + GDC.

% Lib. DF8 segun formulacion impresa
A | B | C
Promedio + SD
Tiempo (min) % Lib. Acum. % Lib. Acum. % Lib. Acum.

3 59,3+2,3 45,0 £6,3 55,8+1,6
18 839+5)9 70,2+ 3,0 716+24
33 91,1+34 80,3+ 4,4 835+29
48 95,4+0,9 89,7+ 3,6 835+25
120 97,8+ 0,6 953+1,6 86,6 +1,8
540 999+23 98,5+ 0,8 934+23

38




Tabla 10. Factores de similitud (f2) entre formulaciones impresas y sus controles.

F. de similitud (f2) entre control y formulacion
Control
Formulacion A B C
A 59,4 -
B - 55,6 -
C - - 53,6

Tal y como se muestra en la Figura 12, DF8 fue capaz de difundir libremente hacia la celda
receptora a través de los poros de la membrana, en donde la difusién de la molécula comenz6
rapidamente alcanzando 59,3 + 2,3 % y 91,1 £ 3,4 % de difusion acumulada a los 3 y 33 minutos.
En cambio, DF8 impresa presentd un % liberado acumulado de 70,6 +1,7 % y 95,0 + 1,2 % a los
3y 33 minutos respectivamente, hasta que el proceso alcanz6 su equilibrio aproximadamente entre

los 33 y 48 min de iniciado el experimento.
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Figura 12: % Liberacién DF8 desde peliculas impresas solo DF8 y no impresa. (control)

En Figura 13, se tiene a DF8 que difundi6é de manera libre junto con la sal biliar DC. Se tiene
un 79,3 +51 %y 91,2 + 7,2 % de difusion acumulada a los 18 y 33 minutos. En cambio, DF8
impresa junto DC y L-Arg, presentd un % liberado acumulado de 70,2 + 3,0 % y 80,3+ 4,4 % a
los 18 y 33 minutos. Luego de ello, se logro observar que al cabo de 48 minutos aproximadamente

se lleg6 a un 100% de DF8 liberada desde la impresidn y que ya se encontrd localizada en la celda

receptora.
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Figura 13: % Liberacién DF8 peliculas impresas con DC + L-Arg y no impresa (control)

Ahora bien, como se puede examinar en la Figura 14, DF8 difundio libremente junto con GDC,
pasando por medio de la membrana porosa, obteniéndose tanto a los 18 y 48 minutos con un 79,3

+51%y91,2+7,2% de DF8 que ha difundido y que se ha acumulado en la celda receptora.

En contraste, se tuvo a DF8 impresa junto con la sal biliar, que llegd a un % de DF8 liberada y
acumulada de 72,9 £ 1,8 % y 71,6 + 2,4 % en los mismos instantes medidos anteriormente.

Alcanzando cerca de un 100 % de DF8 liberada alrededor de las 2 horas aproximadamente, valor

que fue pesquisado en la celda receptora de Franz.
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Figura 14: % Liberacion DF8 peliculas impresas DF8 + GDC, y no impresa (control)
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A pesar de las diferencias mencionadas con anterioridad, se pudo establecer a través de la
determinacion de los factores de similitud (f2) entre cada uno de los perfiles de liberacion de DF8
con sus respectivos controles, que DF8 libre difundié de la misma manera que DF8 dispuesta de
manera impresa y liberada desde cada tipo de formulacion impresa. Esto Gltimo se pudo afirmar
con toda seguridad ya que los valores de los factores de similitud fueron mayores a 50, como se

puede apreciar en la Tabla 10.

Para determinar el mecanismo de liberacion de principios activos desde una determinada forma
farmacéutica, se desarrolla un ajuste de los datos experimentales de un perfil de liberacion a
modelos matematicos. En ellos, se relaciona la liberacién acumulada del farmaco en funcion del
tiempo. Los modelos se ajustan principalmente hasta el 70% aproximadamente de la cantidad de

farmaco liberado acumulado desde la forma farmacéutica.*®

A continuacion, se describen los modelos matematicos implementados en esta investigacion y

la interpretacion de los parametros presentes en las ecuaciones:

- Modelo de orden cero:

Modelo utilizado para sistemas de dosificacion que no se desagregan. Aca se asume que el area
del dispositivo no cambia considerablemente y que no se forman condiciones de equilibrio
material.

Este es expresado a partir de la siguiente ecuacion:
Q= Qo+ ko*t

Donde Q es la cantidad de farmaco disuelto en el tiempo t. En tanto Q,es la cantidad de activo
inicial en la solucién (la mayoria de las veces Q, = 0) y k,, corresponde a la constante de liberacion

de orden cero®.

- Modelo de primer orden:
Este modelo es utilizado para describir la absorcion y la liberacion de algunos farmacos desde
matrices porosas. La liberacion de los farmacos que siguen esta cinética se puede expresar

mediante la siguiente ecuacion:
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ky
2,303

Donde C; es la cantidad de fArmaco remanente a un tiempo t, C, es la cantidad inicial de farmaco

Log C; = Log C, — * t

en la solucién y k,se denomina como constante de liberacién de primer orden.

- Modelo Higuchi:

Este modelo se basa en la hipotesis de que la difusion del farmaco se lleva a cabo en una sola
dimension; que la disolucién y la hinchazon de la matriz son despreciables; que la difusividad del
farmaco es constante, y que, en el medio de disolucion, siempre se alcanzan condiciones de
sumidero o sink. Es ampliamente utilizado para describir la liberacion de farmacos solubles y poco
solubles en medios acuosos, desde diversas matrices. Su ecuacion es la siguiente:

Q= ky * t°
Donde ky es la constante de disolucién de Higuchi, mientras que Q; es la fraccion de farmaco

liberado a un tiempo t.

- Modelo de Korsmeyer — Peppas:
Este modelo permite explicar mecanismos de liberacion de activos en donde se presenta erosion
y/o disolucion de la matriz. Ha sido ampliamente usado para describir la liberacion de farmacos

desde sistemas poliméricos. Su ecuacion es la siguiente:

t
— = k., x t8
My '

Donde el valor del parametro n comanda que mecanismo de liberacion del activo es el que se
esta desarrollando en la formulacion. Si n < 0,5, puede concluirse que el mecanismo de liberacion
es por difusion fickiana o difusion casi fickiana posiblemente debida a una combinacion de
mecanismos de difusion a través de matriz hinchada y difusion a través de poros llenos de agua.
Sinesigual a 0,5, esto indica que el mecanismo de liberacion del farmaco es de tipo fickiano. Si
0,5 <n <1, indica que hay un mecanismo de liberacion no fickiano. Mientras que, si n es igual a
1, el mecanismo es similar a una cinética de liberacion de orden cero. Para valores de n superiores
que 1, es indicativo que la liberacion del activo depende de la relajacién de las cadenas poliméricas

en la matriz.>t
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En la Figura 15 se encuentran los perfiles de liberacion de DF8 desde las distintas formulaciones

impresas desarrolladas en la investigacion. Se puede contemplar que luego de 20 a 30 minutos de

iniciado el proceso de liberacion, se observa el denominado efecto “burst” o liberacion rapida de

DF8, en todas las formulaciones impresas.
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Figura 15: Perfiles de liberacion DF8 desde distintas formulaciones impresas.

Tabla 11. Parametros de modelos cinéticos ajustados a perfiles liberacion de DF8.

Formulacion impresa

Modelo cinético Coef. Correlacion DF8 (A) DF8+DC (B) DF8+GDC (C)
r? 0,949 0,965 0,991
Orden Cero ’ ’ :
K, 33+0,1 28+0,1 30+0,1
r? 0,992 0,993 0,9645
Orden Uno
k4 0,124 + 0,019 0,071 + 0,030 0,090 + 0,006
. . r? 0,982 0,99 0,992
Higuchi
ky 18,2+0,8 155+ 0,6 16,3+ 0,3
K r? 0,9925 0,994 0,9824
nggnpegser' K, 48,8+ 2,2 347+72 46,4+ 23
n 0,182 + 0,007 0,247 £ 0,070 0,162 + 0,021
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Tabla 12. Factores de similitud (f2) entre formulaciones impresas.

Factores de similitud (f2) entre formulaciones
Formulacion A B C
A - 50,8 51,2
B - - 58,5
C - - -

Segun los valores de coeficiente de determinacion ajustado (r?), en la Tabla 11, se pudo
observar que el mejor modelo cinético que se ajusto a los perfiles de liberacion de DF8 desde
peliculas impresas con tinta que contiene s6lo DF8 y DF8 con la sal biliar DC, es el de modelo de
Korsmeyer-Peppas. Los valores del parametro n en el modelo cinético aplicado sobre los datos
de liberacion acumulada de DF8 son de 0,182 + 0,007 y 0,247 + 0,070, para peliculas impresas
con DF8 sin sal biliar y con el potenciador de la permeacion DC, respectivamente. Segun literatura
con respecto a los valores del pardmetro n, en ambos tipos de formulaciones impresas, el
mecanismo de liberacion de DF8, fue una combinacion de procesos de difusién fickiana y semi
fickiana, que implicaria procesos de hinchazdn de matriz y difusion por poros de agua.®® Ahora
bien, para comprender lo obtenido, se puede considerar que las peliculas utilizadas en esta
investigacion se encontraban recubiertas por una superficie que contiene glicerol, DF8 y la sal
biliar DC en el caso de las impresiones que la contienen. Por tanto, a medida que el medio en la
celda donora, es decir, PBS pH 6,8, comenz6 a humectar dicha superficie que recubria a una cara
de la pelicula polimérica, ésta comenzé a erosionarse o a desintegrarse poco a poco, lo que genero
socavones de distinto relieve en ella. Esto ultimo seria analogo a decir que DF8 se liber6é por
difusion fickiana por la formacion de “poros” en la superficie impresa, que en su interior contenia

al medio tamponante.

Una difusion de un activo del tipo fickiana, se rige por el gradiente de concentracion del activo
en direccion perpendicular de la superficie por donde transita el flujo de activo. Lo anterior se
puede resumir en la siguiente ecuacion, que corresponde a la primera ley de Fick:

_ j
b= Dy

Esta expresion es valida en situaciones no muy alejadas del equilibrio, es decir, cuando la fuerza

impulsora o gradiente de concentracién de una molécula no es muy grande. En la ecuacion, J
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corresponde al flujo de difusion que indica la cantidad de sustancia que transita por unidad de area
por segundo. El flujo difusivo seria directamente proporcional a la diferencia de concentracion del
activo considerado en diferentes posiciones. En relacion con Djk, es el coeficiente de difusion que
depende de los estados de presion, temperatura y composicion, por lo que en principio vario a
medida que se produjo la difusion del activo. Es indicado considerar el orden de los subindices,

que se refiere a la difusion de j (activo) en una mezcla con k (otros componentes).

Para el caso de la impresion de DF8 con GDC, el modelo de Higuchi es el que presenta el
valor mas alto del coeficiente de determinacion ajustado (r?). Segin la literatura, es un modelo
adecuado para describir la liberacion de farmacos solubles y poco solubles en medios acuosos,
desde diversas matrices. Ademas, el modelo describe el proceso de liberacion del activo, a partir
de una de las caras de la matriz donde el medio de disolucion tiene condiciones de sumidero o
sink. Lo primero, es considerado como correcto, ya que la impresion sobre las peliculas de HPMC
se desarrollan en una sola cara. Ahora bien, con respecto a la condicion sink, para que exista dicha
condicion, el medio de disolucion debe tener la capacidad para disolver al menos 3 veces la
cantidad de activo que se encuentra en su forma farmacéutica. En la impresion con DF8 + GDC,
la cantidad de péptido por cm? fue de 0,09 mg. Por tanto, lo maximo que se podria disolver por
mL de medio seria de 0,09 mg de DF8 y al tener presente que el volumen de PBS pH 6,8 en la
celda receptora es de 10,1 mL, en ese volumen como maximo se podria disolver 2,73 mg de DF8.
Este ultimo valor, es mayor a 0,27 mg de DF8 (que es equivalente a 3 veces la cantidad de DF8
por cm? de impresion en la formulacidn). Por consiguiente, el modelo de Higuchi resulta adecuado
y valido para describir el proceso de liberacion de DF8 desde este tipo de formulacion impresa, ya

que existe la condicion de sumidero.

Con relacion a los factores de similitud (f2) entre cada uno de los perfiles de liberacion de DF8
desde las formulaciones impresas (Tabla 12), estos resultaron ser son superiores a 50. Esto tltimo
indicaria que los perfiles de liberacién de DF8 obtenidos tienen una importante similitud entre

ellos, es decir, que se desarrollaron de la misma forma.
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8. CONCLUSIONES

Pese a las dificultades que hubo en la elaboracién de las respectivas tintas como los procesos
de precipitacion y aumento en la viscosidad, estos fueron superados, ya que se pudieron elaborar

las formulaciones impresas planificadas.

En lo que respecta a la caracterizacion de las formulaciones impresas, se observo que el proceso

de impresidn causé un impacto en las propiedades mecanicas de las peliculas impresas.

En los parametros de mucoadhesion FD como WoA en las formulaciones impresas, sus valores
disminuyeron por los procesos de impresion ejecutados sobre estas peliculas. No obstante, con la

presencia de sales biliares hubo una recuperacion de la adhesion pérdida.

Los procesos de liberacion de DF8 desde cada formulacion impresa, tuvieron un buen ajuste al
modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, incluyendo a la formulacion impresa de DF8 con GDC, a
pesar de que el valor de r? en el modelo de Higuchi fue levemente superior. Por lo tanto,
considerando los valores obtenidos en el pardmetro n para cada formulacion, se puede sefialar que
la liberacion de DF8 involucro6 procesos de erosion de la capa impresa con formacion de poros con

medio acuoso, desde donde DF8 difundié hacia el medio de disolucién.

A través de la determinacion y valor de los factores de similitud (f2) entre los perfiles de
liberacion de DF8 desde cada una de las formulaciones impresas. Se puede afirmar que se

desarrollaron de la misma manera.

Luego del anélisis tanto del procedimiento experimental como del tedrico desarrollado para la
obtencidn de los resultados descritos en este trabajo, fue posible desarrollar y caracterizar peliculas
de HPMC impresas con un péptido junto con un potenciador de la permeacion, a pesar de las
dificultades que existieron en el disefio y elaboracién de las tintas para impresion. Como
recomendacion se podria investigar la implementacion de un sistema de entrega rapida de DF8
encapsulada en un sistema nanoparticulado que proteja al péptido y que impida la interaccion con
la sal biliar utilizada como potenciador de la permeacion. Y finalmente ver el aumento en la
permeacién de DF8 por mucosa bucal de porcino y desde alli evaluar que tan atractiva puede llegar

a ser la eventual forma farmacéutica bucal.
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