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Resumen y Abstract IX

Resumen

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de una matriz de liberaciéon modificada, a partir
de un complejo interpolielectrolito entre un almidén de yuca modificado quimicamente por

succinatacion y un polielectrolito catidnico, empleando dexibuprofeno como activo.

El almidén de yuca nativo, se sustituyé quimicamente con anhidrido succinico en medio
basico, se caracteriz¢ fisicoquimicamente por infrarrojo evidenciando los cambios a nivel
estructural del almidén modificado, con respecto del nativo, con la aparicion de las sefiales
caracteristicas del grupo carboxilico. Se determiné el grado de sustitucion del grupo
succinico en las unidades de n-glucosa, que fue de 0,058, el poder de hinchamiento, la
solubilidad y la absorcion de agua del almidon nativo y del almidén modificado,
demostrando que a temperaturas menores de 65°C el almidén modificado tiene mejores
propiedades que el nativo, pero después de ésta temperatura y a causa de la ruptura de
los granulos del almidén el almidon nativo presenta mejores propiedades con respecto al

almidén modificado.

Se establecieron las condiciones de obtencion del complejo entre el almidon modificado
por succinatacién y el Eudragit® EPO, en proporciones de (1: 0,75), respectivamente, a
pH de 6,0. Este complejo fue caracterizado, en comparacién con los materiales
precursores por infrarrojo, evidenciando la sefal del enlace entre el dietilenamino del
Eudragit® EPO y el grupo carboxilo del almidon modificado y la disminucidn de las sefiales
del enlace dietilenamino. Adicionalmente se caracterizaron sus propiedades intrinsecas
encontrando que este posee muy buenas propiedades de flujo, compresibilidad, sorcién e
hinchamiento, que sugieren su empleo en la elaboracion de matrices hidrofilicas de

compresion directa.

Para evaluar el comportamiento de liberacién del complejo interpolielectrolito se evaluaron

matrices empleando al dexibuprofeno a tres pH: 1,2, 6,8 y 7,2. Los resultados mostraron
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que la matriz se desintegra a pH 1,2, mientras se mantiene intacta a pH 6,8 y 7,2,
presentando un control de la liberacién del activo, que se ajusta al modelo cinético de

Korsmeyer y Peppas.

Palabras clave: Almiddon de yuca succinato, polielectrolito, interpolielectrolito, liberacién
modificada, matriz hidrofilica.
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Abstract

The aim of this work was to develop a modified release matrix from an interpolylectrolyte
complex with a chemically modified cassava starch and a cationic polyelectrolyte, including

dexibuprofen as active ingredient.

Native cassava starch was chemically modified with succinic anhydride by alkalization. The
product was characterized by infrared, showing the changes at the structural level of
modified starch, compare to native, the appearance of the characteristic signals of the
carboxylic group was evidenced. Substitution degree of succinic groups in the n-glucose
units was 0,058. Swelling power, solubility and water uptake of native starch and modified
starch, was determined, finding that below 65 ° C modified starch has better properties
than the native one, but above this temperature and due to the burst of starch granules,
native starch presents better properties compared to the modified one.

Conditions to obtain the complex between succinated modified starch and Eudragit® EPO
were established at pH 6,0, in proportions 1: 0,75, respectively. The complex was
characterized, compared to precursor materials by infrared, appearing of the bond between
the polymer diethylamine and the modified starch carboxyl group signal and the decrease
of the diethylamine bond signal. Additionally, intrinsic properties were evaluated like flow,
compressibility, sorption and swelling properties, suggesting potential use in direct

compression hydrophilic matrices.

To evaluate the interpolielectrolyte complex release behavior, dexibuprofen matrices were
evaluated at three pH values: 1,2; 6,8 and 7,2. Results showed that matrices disintegrate
at pH 1,2, while at pH 6,8 and 7,2 remained intact, exposing an active release control,

which follows Korsmeyer and Peppas kinetic model.
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Introduccion

En los ultimos afios se ha investigado la modificacion fisica o quimica de los excipientes
mas usados en la fabricacion de medicamentos, para asi mejorar sus caracteristicas
fisicoquimicas y de desempefio en las formulaciones. El ejemplo mas importante sobre
éste tema son los diferentes tipos de modificaciones que se le pueden realizar a los

almidones (1,2).

Desde hace algunos afios el grupo de investigacion TECPRONA ha desarrollado trabajos
relacionados con esta tematica (3-5). Se sabe que éstos materiales presentan grandes
ventajas sobre los materiales sintéticos, puesto que, al ser extraidos de la naturaleza,
muchos de ellos son biodegradables, siendo asi menos nocivos y contaminantes para el
medio ambiente. Se han estudiado almidones nativos (fiame, arracacha, achira, millo,
yuca, entre otros), que han sido caracterizados; estos almidones poseen varias cualidades
fisicoquimicas pero pobres propiedades farmacotécnicas y son dificiles de trabajar. Es por
ello, que se ha estudiado la modificacion quimica de varios almidones, tratando de cambiar

muchas de estas propiedades para mejorar su posible aplicacién a nivel industrial.

Por otra parte, en el grupo de investigacion SILICOMOBA se ha profundizado en el tema
de la formacién de complejos a partir de polielectrolitos (PE), en cuanto a su obtencion,
caracterizacién y aplicacion en sistemas de liberacién modificada (SLM) de moléculas
prototipos tales como diclofenaco, acido benzoico y acido sérbico (6,7). En los Ultimos afios
también se ha incursionado en el area de los complejos interpolielectroliticos (CIP), como
otra manera de modificar excipientes existentes, que mejoren las propiedades de los

materiales precursores (8,9).

Es por esto que con la experiencia de estos grupos de investigacion en los dos campos
del conocimiento, se ha decidido investigar en la presente Tesis de Maestria acerca de la

complejacion interpolielectrolitica entre el PE Eudragit E (cationico) y un almidén de yuca
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modificado quimicamente por succinatacion (anionico), como una posible manera de
encontrar “nuevos excipientes” con propiedades aplicables al campo de los SLM,
empleando al dexibuprofeno como molécula modelo para estudiar el comportamiento de

liberacién a partir de esta matriz.



Objetivos
Objetivo general

Contribuir al estudio fisicoquimico de un CIP entre un almidén modificado quimicamente y
un polielectrolito catidnico, con miras al desarrollo de una matriz de liberacion modificada

con dexibuprofeno.

Objetivos especificos

Caracterizar fisicoquimicamente el almidén obtenido y modificado por succinatacion, bajo

condiciones establecidas, como material a ser empleado en la formacién del CIP.

Caracterizar fisicoquimicamente el CIP, formado entre el almidon modificado

quimicamente y el polielectrolito catidnico, obtenido por el método de precipitacion.

Estudiar los perfiles de liberacion de la matriz formada a partir del CIP, en diferentes medios
de disolucion, empleando el dexibuprofeno como activo.






1.Aspectos tedricos

1.1 Fundamento

Sistemas de liberacion modificada: matrices hidrofilicas

El término liberacién modificada define a las formas farmacéuticas que se han disenado
para modificar el lugar o la velocidad en la cual es liberado el principio activo. Los sistemas
de liberaciéon modificada (SLM) consisten en una molécula activa que se encuentra ligada
a un portador que puede ser un unico polimero o combinaciones de polimeros u otros
excipientes, dispuestos para permitir que la molécula activa sea liberada durante un
periodo de tiempo a una velocidad controlada, dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas del medio, tales como pH, o a través de equilibrios quimicos en un tiempo
determinado. La velocidad de la liberacion de la sustancia de interés al medio depende del

pH del medio aceptor, la temperatura y de la composicion propia del medio (10).

En general estos nuevos SLM estan encaminados a mejorar la efectividad de las terapias
de los pacientes, un ejemplo de esto, son los efectos adversos que muchos de los
farmacos poseen y que se ven aumentados al presentarse repetidas dosis a lo largo del
dia. Al disminuir el numero de dosis, estos efectos adversos se veran disminuidos en gran
medida (11).

Existen diversos SLM, entre los que sobresalen los sistemas osmoticos, las
microparticulas, las nanoparticulas, los pellets, las matrices hidrofilicas, entre otros (12,13).

Las matrices hidrofilicas son uno de los tipos de sistemas de entrega de liberacion
modificada existentes en la industria farmacéutica, que se caracterizan por el poder de

hinchamiento que tienen, gracias a que uno o0 mas de sus componentes son capaces de
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atrapar agua, aumentando su volumen y la viscosidad de su entorno, al estar en contacto

con el medio fisiolégico con el que entran en contacto (11).

Estos componentes son polimeros que se hidratan e hinchan en contacto con los fluidos
corporales, por ejemplo los del tracto gastrointestinal, de manera que se forma una capa
de gel a medida que aumenta el tiempo; esto hace que el principio activo contenido en el
interior de la matriz tarde mas tiempo en ser liberado al exterior (14).

La liberacién del principio activo, que se da en este tipo de matrices, se describe en los
siguientes pasos y se presenta en la Figura 1-1 (15):

1. La matriz se encuentra en estado seco.

2. La hidratacion temprana e hinchamiento de los polimeros hidréfilos por acciéon de
los fluidos gastrointestinales.

3 y 4. Aumento de la hidratacion e hinchamiento de la matriz, el nucleo seco se encuentra

reducido y comienza la erosion de las cadenas del polimero.

5. Aumento de la erosion de las cadenas del polimero.
6. La separacion de las cadenas de polimero con una rapida liberacion del farmaco
restante.
1 2 s 3 4
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Figura 1-1 Proceso de liberaciéon de una matriz hidrofilica (15).

Ademas de la investigacion con polimeros hidrofilicos convencionales, recientemente se

ha venido investigando en la modificacion de los polimeros existentes que presentan
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grupos disociables y que por consiguiente generan cargas dentro de sus estructuras
moleculares, conocidos como polielectrolitos (PE), que en presencia de otro de carga
opuesta interactian de manera espontanea, generando una “nueva entidad quimica” que

corresponde a un complejo con propiedades diferentes a los polimeros de partida (16).

Polielectrolitos y formacion de complejos interpolielectrolitos

El PE es una macromolécula que, al contacto con un solvente, como el mencionado
anteriormente, puede generar cargas distribuidas a lo largo de la cadena macromolecular
(se dice que la molécula se encuentra disociada). En estado no disociado el PE se
comporta al igual que cualquier otra macromolécula, pero cuando disocia sus propiedades
cambian de manera importante, esto se debe a que en su forma disociada se pueden
presentar diferentes tipos de interacciones inter o intra moleculares gracias a la densidad
de carga generada (17). Las propiedades como el coeficiente de difusion, la viscosidad, la
polarizacién, entre otras, son modificadas si se introducen grupos iénicos, debido a la alta
expansion de su cadena por la fuerte repulsion electrostatica entre los segmentos cargados
(18). En la Figura 1-2 se presenta un ejemplo de polielectrolito catiénico (EUE), que hara
parte del complejo interpolielectrolito (CIP) que se estudia en el presente trabajo y se

presenta mas adelante, con su correspondiente equilibrio de disociacion (19).

Figura 1-2 Polielectrolito EUE
Adaptado de (19)

Los PEs pueden ser clasificados segun su origen en: naturales, sintéticos y modificados
quimicamente; segun su composicidon en: homopolimeros y copolimeros; segun su
arquitectura molecular en: lineales, ramificados y entrecruzados; por su electroquimica en:

acidos (anidnicos), basicos (catidnicos) y anfolitos (zwiteridnicos); y basados en su
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solubilidad en: insolubles (resinas de intercambio iénico) y solubles (polimeros hidrofilicos
dispersables) (20).

Los PEs disociados pueden reaccionar con moléculas de carga opuesta, también
disociadas, por medio de interacciones entre grupos funcionales, tales como interacciones
i6nicas o incluso las interacciones por puente de hidrogeno (21). Si ésta interaccion se
presenta entre dos PE de cargas opuestas, se dice que se forma un CIP, esto se
representa en la Figura 1-3 en donde se observan las diferentes interacciones que se

presentan entre las cargas, ya sea de forma externa como interna (22).

La formacion de estos CIP puede realizarse por medio de diferentes técnicas o métodos
(22), y en general, trae como resultado la modificacién de sus propiedades fisicoquimicas
y farmacotécnicas diferentes a las originales de cada macromolécula implicada, que se
puede reflejar en modificaciones de la solubilidad, la estabilidad, la viscosidad, la fluidez,
entre otras (23).

Mezcla
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Figura 1-3 Formacion del CIP
Adaptado de (21)

La formacion de CIPs conduce a estructuras diferentes dependiendo de las caracteristicas
de los PE precursores y las condiciones externas de reaccion, viéndose afectada por

parametros como la relacién inicial de las concentraciones poliméricas, la naturaleza de



Capitulo 1 9

los grupos idnicos, el grado de polimerizacion, la densidad de carga, las condiciones del
medio circundante (pH, fuerza idnica, temperatura), el método de preparacion y la
velocidad del proceso (19). Los CIPs se clasifican en dos principales complejos: CIPs
estequiométricos, obtenidos a partir de proporciones equimolares de los polimeros y CIPs
no estequiométricos que cuentan con exceso de uno de los polimeros, Los complejos que
presentan potenciales cercanos a Omv, dan origen a sistemas que forman aglomerados y
sedimentan mas rapidamente, facilitando la separacion del medio de obtencién y su vez
mejorando el rendimiento del proceso. (24—26). En la Figura 1-4 se muestra la interaccion
entre las cargas opuestas de dos PE, en los cuales las cargas no son estequiométricas, lo
que conduce a que en la superficie del complejo se presente una carga, haciendo que se

repelan entre si, aumentando el tiempo de dispersion en el medio.

\ 74 \ / \ f \V4 \V4 \ FNE
MOV T WYY
m:::.e cos cme cod” T T o u::nc? C=0 C=0

Figura 1-4 Esquema de interaccion entre los PE en la formacion del CIP
Adaptado de (25)

Entre los polimeros de interés farmacéutico que pueden ser empleados para la formacién
de estos complejos estan los de origen natural como los polisacaridos, los polipéptidos, los
poliacidos, entre otros. Dentro de los polisacaridos hay muchos tipos que son actualmente
usados en la industria farmacéutica como excipientes para formas farmacéuticas sélidas y
heterodispersas, como la celulosa, el alginato y los almidones (12). Estos excipientes
naturales, particularmente el almiddn, son capaces de reaccionar quimicamente para
formar derivados sustituidos, que segun el grupo funcional introducido, pueden conferirle
cargas a lo largo de la cadena polimérica, transformandolos en PE semisintéticos, muy
probablemente de alta biodegradabilidad (27).

Polimeros biodegradables: AImidones modificados quimicamente

El almidén, es el segundo polisacarido mas abundante de la naturaleza, se encuentra

ampliamente distribuido en las plantas siendo almacenado como reserva de energia en
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forma de carbohidratos. El almidén es un polimero de glucosa polidisperso que se presenta
en forma lineal en el caso de la amilosa (Figura 1-5) y como polimero ramificado en la

amilopectina (Figura 1-6) (28).
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Figura 1-6 Estructura quimica amilopectina (28).
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La amilopectina, también llamada fraccion B, es el tipo principal de almidon que se
encuentra en los granos. La amilosa, también llamada fraccion A, se encuentra
principalmente en los guisantes. La amilopectina sirve de coloide protector, el almidén
nativo que consta de una mezcla de amilosa y amilopectina, que puede formar una
suspension en agua fria. En ausencia de amilopectina, la disolucién de amilosa produce

un gel rigido irreversible (29).

Los almidones se encuentran habitualmente en forma de granulos o agregados poliméricos
(29) empaquetados por medio de enlaces de hidrogeno intra (interacciones entre grupos
de la misma molécula) e inter (interacciones entre moléculas cercanas) moleculares,
formando asi un estado policristalino haciéndolos insolubles en agua fria y relativamente
resistentes a tratamientos quimicos y enzimaticos. La cristalinidad se debe a la formacién
de dobles hélices entre las cadenas exteriores de amilopectina y las cadenas de amilosa
(30).
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Fisicamente el almidén es un polvo fino inodoro e insipido, de color blanco o blanquecino.
Consiste en pequefos granulos esféricos u ovoides o granos cuyo tamafo y forma son
caracteristicos para cada variedad botanica. En la industria farmacéutica el almidén es
utilizado como excipiente en varias formulaciones sélidas de administracion oral, es usado
coémo aglutinante, formando una pasta en agua, en concentraciones de 3 — 20%; también
cémo diluente y desintegrante, por su capacidad de hinchamiento a concentraciones de 3
— 25 %. En preparaciones de uso topico, su funcion es absorber algunos de los

componentes de la formulacién en su interior tales como fragancias (31).

Aunque gran parte del almidén se utiliza en la forma nativa, algunas de las aplicaciones
requieren de almidones modificados. Por ejemplo, cuando las lechadas acuosas de
almidones nativos se calientan, los granulos se hinchan rapidamente, provocando que la
viscosidad aumente de manera significativa; a continuacién, los granulos se rompen,
causando una caida de la viscosidad. El enfriamiento de |la anterior dispersién produce
geles o pastas débiles produciendo texturas indeseables para el proceso. La modificacion
o derivacion corrige estos defectos y produce productos de mayor calidad (32).
Adicionalmente, estas modificaciones mejoran muchas de las propiedades fisicoquimicas
de los almidones confiriéndoles otras aplicaciones. De particular interés resulta la adicion
de grupos funcionales iénicos para generar PE con posibilidad de formacion de CIP. Tal
como el modelo desarrollado a partir de almidén de maiz carboximetilado, el cual interactua
con el quitosano, para formar un vehiculo de administracion oral de principios activos de
liberacion modificada (33), o el modelo entre el almidén de tapioca catiénico y un almidon
de maiz anidnico desarrollado para incluir minerales en la estructura, para asi aumentar el

contenido de carga de las redes celuldsicas (34).

Las principales modificaciones que se le realizan al almidén industrialmente se clasifican
en técnicas fisicas, quimicas y biotecnoldgicas, y en algunos casos se emplean mezclas
de estas (27,35,36).

Algunos de los métodos de modificacion del almidén involucran: la despolimerizacion
parcial seguida por la modificacion (sustitucion) quimica; procesos biotecnoldgicos como
la adicion de enzimas amiloliticas; o procesos fisicos mediante la extrusion y la termdlisis
(37).
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Entre las modificaciones quimicas mas importantes que se le realizan al almidén estan: la
eterificacion, la esterificacion, la oxidacion, el entrecruzamiento, y la unién a dextrinas (32),

tal como se presenta en la Figura 1-7 (27).
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Figura 1-7 Principales modificaciones quimicas del almidén (27)

Una de las fuentes principales de almidén son los tubérculos, tales como la papa, la
arracacha, el iame, la yuca, entre otros. En el presente proyecto de tesis, se desea realizar
la extraccién del almidon de un tubérculo, para su posterior modificacién quimica por

succinatacion.

La modificacion quimica es realizada al almidén de yuca nativo (AYNat) con anhidrido
succinico, en un rango de pH basico controlado (8,0 — 9,0) y a unas condiciones de
temperatura de +/- 23°C (38), en donde las cabezas acidas del acido succinico se
encuentran protonadas, ataca nucleofilicamente al alcohol primario presente en el almidén,
mostrando una esterificacion y como subproducto agua (39). Por ende, la otra cabeza
acida que queda libre le confiere al almidén, una carga negativa o anionica al disociarse,
lo cual lo convierte en un PE, capaz de interactuar con los PE cationicos para formar el
CIP.

La extraccion de almidon puede realizarse en diferentes tipos de plantas artesanales con
capacidad de hasta 400.000 toneladas/ano. El proceso que se realiza para su extraccion

consiste en el lavado de las raices, pelado y macerado, enseguida se separa el almidon y
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el agua de las proteinas y fibra que tienen las raices, el almidén es finalmente filtrado y
secado (40). El proceso en general se puede ver en la Figura 1-8 (41), mostrando cada

una de las operaciones unitarias involucradas.
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Figura 1-8 Proceso de obtencion de almidoén (41)

Para el estudio de la presente Tesis de Maestria se evaluo el almidon de yuca (Manihot
esculenta Crantz), y su modificacion quimica por succinatacion para la obtencién de un PE
aniénico que se empled junto al EUE (PE catidnico) en la formacion de un CIP. El almidon
de yuca succinato (AYSucc) tiene grandes ventajas a nivel industrial ya que presenta altas
viscosidades, mayor claridad en las dispersiones en agua y es mas estable que su forma

nativa (1).

Eudragit® EPO

Se encuentra formado por los copolimeros de butil metacrilato: dimetil amino etil
metacrilato: metil metacrilato (1: 2: 1) con un peso molecular medio de 150.000 Da y una
temperatura de transicion vitrea (Tg) de 48 °C. Gracias a su capacidad de formar enlaces

de hidrégeno es usado para la estabilizacion de dispersiones solidas (31,42,43).
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El polimero se protona a pH acido, por lo tanto, es soluble en el fluido gastrico cuando el
pH es menor que 5. Debido a esto se ha utilizado para la preparacion de dispersiones
solidas de farmacos hidréfobos que tienen biodisponibilidad dependiente de la velocidad

de disolucion, lo cual ayuda a solubilizarlos mas rapidamente (31).

Dexibuprofeno

Para el desarrollo de la presente Tesis se usé como farmaco al dexibuprofeno, puesto que
desde hace un tiempo se ha empezado a utilizar en formulaciones sélidas por sus mejores
propiedades farmacolégicas en comparacion con el ibuprofeno. El dexibuprofeno es el S
(+) ibuprofeno, enantidmero farmacoldgicamente activo del ibuprofeno, es un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE), se ha demostrado que tiene efectos antipiréticos y
analgésicos. Su baja vida media y su empleo como analgésico y antipirético, hace que sea
ideal el formularlo en una matriz que pudiera modificar su liberacion, controlandola.
Ultimamente se ha aumentado su prescripcion en pediatria puesto que presenta menos

efectos adversos en los pacientes en relacion con el ibuprofeno (44).

El dexibuprofeno es el acido S-2-(4-isobutilfenil) propanoico (45), con formula estructural
C13H1802 y masa molar de 206,3 g/mol (46). En la Figura 1-9 se muestra la estructura

molecular de este farmaco.

S (+} Ibuprofeno

Figura 1-9 Estructura molecular dexibuprofeno (46)

Es un polvo cristalino de color blanco a blanquecino. Es muy soluble en alcohol, en
metanol, en acetona, en cloroformo, ligeramente soluble en acetato de etilo y

practicamente insoluble en agua (47).

Las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas mas relevantes del dexibuprofeno se

encuentran en la Tabla 1-1 (48-50).
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Tabla 1-1 Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas del dexibuprofeno (48-50).

PROPIEDAD FISICOQUIMICA VALOR
Densidad (g/cm?d) 1,098
Punto de Fusién (°C) 52,1+0,3
Solubilidad en agua a 37°C (mg/100mL) 11,8
Solubilidad en HCI a pH 1,5 a 37°C (mg/100mL) 9,61
Tiempo de vida media (horas) 2
Volumen de distribucion (L) 12
pKa 4,51

Con su forma de cristal especial, el dexibuprofeno posee una solubilidad aproximadamente
2,5 veces mayor que el ibuprofeno en agua y unas 2,1 en medio acido que el ibuprofeno.
El uso de formulaciones con dexibuprofeno en lugar del ibuprofeno podria tener beneficios
notables tales como menos efectos nocivos para el higado y minimizar el riesgo

cardiovascular (51).

1.2 Estado del arte

En la investigacidon en el campo farmacéutico se han realizado estudios basados en la
obtencion y posterior caracterizacion de CIP, como se presenta en la Tabla 1-2. Se
observa que la investigacion de los CIP se ha basado en la obtencién y caracterizacion de
los mismos, observando procedimientos de obtencién por precipitacion optimizadas con la
interaccion de los PE a diferentes pH. Adicionalmente, los CIP se caracterizan por medio
de técnicas fisicas (turbidimetria y viscosidad aparente) y técnicas espectrofotométricas
(IR, DSC y XRD) aprovechando las nuevas caracteristicas de los CIP con respecto a los

PE precursores.

Tabla 1-2 Estado del arte de caracterizacion de CIP

Autores Ano Sistema Obtenido Hallazgos

Mustafin et 2011 CIP apartir de Eudragit Estudian la influencia del pH en la obtencion
al. (52) EPO y Eudragit L100 del CIP (6,0, 6,5, y 7,0) con miras a su
aplicacion en sistemas de liberacion
controlada de farmacos orales. Los
complejos son caracterizados por

espectroscopia infrarroja. Estudian los
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Autores Aino Sistema Obtenido Hallazgos

perfiles de hinchamiento en diferentes buffers
para estudiar el comportamiento en los

mismos.

Mounstafine 2012  CIP a partir de Eudragit Obtienen CIP con miras al desarrollo de
et al. (53) ® EPO y Eudragit ® sistemas de administracion controlada de
L100 farmacos por via oral. Caracterizan

estructuralmente cada uno de los complejos

obtenidos por calorimetria diferencial de

barrido.

Pendekal et 2012 CIP a partir de Seempleael método de precipitacion para la
al. (54) quitosano y preparacion  del CIP  seguido de
policarbofilo caracterizacién con transformada de Fourier
espectroscopia de infrarrojo  (FT-IR),
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
difraccion de rayos X (XRD).
Petrov et al. 2016 CIP a partir de PV y PV: Poli (4,4- (1,4-fenilen) bis (2,6-
(55) PSS difenilpiridin) triflato)

PSS: Poli (estiren sulfonato)

Estudian la formacion del CIP bajo diferentes

concentraciones de los precursores, con CIP

estequiométricos y no estequiométricos.
Morais et al. 2016 CIP a partir de PSSMA: Poli (estiren sulfonico acido — co —
(26) quitosano y PSSMA acido maleico).

Caracterizan el CIP por turbidimetria,
conductimetria, viscosimetria y potencial
zeta, buscando formar un CIP

estequiométrico.

Los estudios realizados con almidones quimicamente modificados se enmarcan en el
mejoramiento de las caracteristicas fisicoquimicas para ser usados como excipientes en
formulaciones sdlidas, tal como se evidencia en la Tabla 1-3. Se observan las diferentes
variables a tener en cuenta para las reacciones de modificacion para cada tipo de almidén,
tales como el pH, la temperatura y las concentraciones de los reactivos. Adicionalmente
se demuestran las principales pruebas quimicas para la determinacidén del grado de
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sustitucion lograda en las reacciones, ya sea por métodos de valoracion acido base, o

meétodos espectrofotométricos.

Tabla 1-3 Estado del arte de almidones quimicamente modificados

Autores Ano Sistema Obtenido

Hallazgos

Enriquez et 2013
al. (56)

Almidén de yuca
modificados por

hidroxipropilacién

Estudian las diferentes propiedades
fisicoquimicas de tres tipos de almidén de yuca
contra el mediante

modificados nativo,

calorimetria diferencial de barrido,
termogravimetria y espectroscopia Infrarroja.
Encuentran que el contenido de amilosa y
amilopectina da caracteristicas particulares a

cada almidoén.

Nairetal (57) 2013 Almiddn de yuca Formaron unas peliculas con el almidén
modificado con modificado junto con teofilina, caracterizaron
glucomanano por IR, DRX, termogravimetria, DSC,

transmisién de vapor de agua, isotermas de
sorcion y finalmente hicieron un estudio de
liberacién.

Colivet et al. 2017 Almidon de yuca Estudian las caracteristicas superficiales de

(58) modificado por las peliculas de los materiales, adicionalmente
acetilacion y son estudiadas por microscopia diferencial de
reticulacion barrido (SEM), IR y XRD determinando que las

propiedades fisicoquimicas de las peliculas
estan relacionadas con la estructura quimica.

Zhang et al 2017 Almidoén de yuca Estudian las diferencias entre el almiddin

(59) modificado con nativo de yuca y el almidon octinilsuccinato,

Octinilsuccinato

caracterizandolos por IR, DRX, SEM, DSC y
digestabilidad.

En cuanto a los PE y CIP utilizados en la formacion de SLM de principios activos se han

desarrollado varios estudios, como se evidencia en la Tabla 1-4. Estos estudios de

liberacion se muestran para varios tipos de principios activos, los cuales interactuan con

las cargas de los PE y modulan la liberacion en los diferentes medios de disolucion.

Adicionalmente, se observa la importancia que tiene el pH en la modificacién de la

liberacion, ya que hay cargas en el sistema, generando equilibrios de especies en el medio.
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Tabla 1-4 Estado del arte de PE y CIP en SLM de principios activos

Autores Aino Sistema Obtenido Hallazgos
Shu et al. (60) 2011 SLM Dextranoy Obtienen una matriz de liberacién
Quitosan modificada para el control de la liberacién de

péptidos y proteinas orales. Demuestran que
el grado de sustitucion de los polimeros, el
peso molecular y el pH del medio afectan la
liberacion, en buffer de fosfatos pH 7,4 se

aumenta y en medio acido a pH 1,4 se

reduce.
Prado et al. 2012 CIP a partir de Obtienen y caracterizan unas matrices de
(61) polisacaridos liberacién controlada de una molécula activa
sulfatados, Eudragit (ibuprofeno) a base de CIP y los
EPO e ibuprofeno polisacaridos sulfatados de la alga

Polysiphonia nigrescens, se caracterizaron
por microscopia electronica de barrido, y

espectroscopia Infrarroja.

Lefnaoui et 2015 CIP a partir de Desarrollan el CIP como matriz bioadhesiva

al. (62) Carragenina bucal como sistema de liberacién modificada
carboximetilada y para la liberacion de  miconazol.
Eudragit® RL; y Caracterizan el CIP por IR, XRD y SEM. Y la
miconazol. liberacién en pH 6,8.

Moustafine et 2017  CIP a partir de Eudragit Desarrollan el CIP, lo caracterizan por IR,
al. (63)M ® EPO y Eudragit © Espectroscopia RAMAN, XRD y DSC.
S100 e indometacina. Adicionalmente estudian la influencia de la

concentracion de los PE en la liberacion de

la indometacina.

Finalmente, del dexibuprofeno se han estudiado las principales diferencias en cuanto a
terapias con respecto al ibuprofeno y otros activos antiinflamatorios, encontrando que no
hay diferencias significativas al compararlo con el ibuprofeno, pero si presenta un mejor
costo-beneficio. Adicionalmente se han estudiado algunas de sus propiedades
fisicoquimicas y establecido las metodologias analiticas para su cuantificacion, teniendo
en cuenta que actualmente no es oficial en ninguna de las farmacopeas vigentes mas

importantes tales como la farmacopea estadounidense (USP), la farmacopea britanica
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(BP) ni la farmacopea europea (EUR PH). En la Tabla 1-5 se observa el estado del arte
de este principio activo.

Tabla 1-5 Estado del arte de dexibuprofeno

Autores Ao Sistema Obtenido Hallazgos
Balakrishnan et 2009 Dexibuprofeno y Obtienen una forma farmacéutica sélida de
al. (64) Aerosil 200 dexibuprofeno a partir de soluciones

autoemulsificantes adsorbidas en Aerosil
200. Demuestran que hay un aumento de
la solubilidad con respecto a polvos de
dexibuprofeno, mejorando la

biodisponibilidad del mismo.

Zhang et al. (65) 2011  Dexibuprofeno Realizan un estudio de solubilidad en
diferentes solventes para el dexibuprofeno
(etanol, n-propanol, alcohol isopropilico,
acetato de etilo y n-hexano) en un intervalo
de temperaturas comprendido entre
263.15 — 296.15 K. Demuestran que la
solubilidad aumenta proporcionalmente

con el aumento de la temperatura.

Muralidharan et 2011  Dexibuprofeno Realizan una comparacién entre dos
al. (66) metodologias analiticas para la
cuantificacion de dexibuprofeno, una
metodologia por HPLC y otra por
espectrofotometria UV. Demuestran que
las dos técnicas son confiables para la

cuantificacion de este principio activo.

Loya et al. (67) 2012  Dexibuprofeno Desarrollan y validan una metodologia
analitica por HPLC con deteccién UV para
la cuantificaciéon de dexibuprofeno a partir
de muestras de sangre humana para un

estudio de bioequivalencia.

Badri etal. (68) 2016 Dexibuprofeno Realizan una revision bibliografica de los
métodos de encapsulacion para superar
los efectos adversos del dexibuprofeno,
enfatizando en matrices poliméricas,

liposomas y nanoparticulas.
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2.0btencidn, modificacion quimica del
almidén nativo de yuca (Manihot esculenta
Crantz) y su caracterizacién

A nivel industrial se han realizado diferentes tipos de modificaciones a los excipientes como
los almidones, éstas modificaciones que le dan nuevas caracteristicas las cuales son
diferentes a las del almidén original, aumentando su aplicabilidad en diferentes campos de
la industria. Este es el caso del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz), el cual en
dispersion en agua posee una alta viscosidad y se caracteriza por ser una dispersién mas
clara con respecto a las dispersiones de los demas almidones (maiz o papa), lo que lo
hace que sea mas utilizado en la industria de los jarabes y jugos; su gran inconveniente es
su problema de inestabilidad fisica. Una de las soluciones mas comunes para éste almidon
es la sustitucion quimica de los grupos hidroxilo de la n-glucosa por un grupo succinato
(1). Los almidones succinatos presentan caracteristicas de alta viscosidad, mayor poder
espesante, baja temperatura de gelatinizacién, menor entalpia de gelatinizacion y de
fusion, mayor estabilidad a cambios bruscos de temperatura (congelacién-
descongelacion), mayor estabilidad en dispersion en medios acidos y a diferentes
concentraciones de iones, y con propiedades de formacién de pelicula (1,69-74). En la
industria de alimentos el almidén succinato es utilizado como agente espesante y
aglutinante, en la industria farmacéutica como agente desintegrante en tabletas, en la
industria del papel como agente de encolado superficial (1), y en la industria textil en

revestimientos de tejidos (69).

Ademas de determinar las principales diferencias entre las caracteristicas fisicoquimicas
del AYNat con respecto a las del almidon AYSucc, el objetivo de esta parte fue obtener el
almidon con un sustituyente dentro de sus cadenas que en dispersion confiriera cargas
negativas, logrando un PE semisintético anionico, que posteriormente pudiera emplearse

como precursor en la formacion del CIP.
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2.1 Materiales

Harina de yuca (adquirida en la plaza de mercado de Paloquemao en la ciudad de Bogota),
agua destilada, hidréxido de sodio (Grado reactivo, Panreac quimica SA), anhidrido
succinico (Grado sintesis, Merck), acido clorhidrico (grado reactivo, Merck), etanol al 96%
(grado analitico, Merck) y fenolftaleina (grado reactivo, Merck).

2.2 Metodologia

Obtencion del almidoén nativo

La yuca contiene un glucésido cianogénico (Linamarina) el cual en medio acido se hidroliza
y genera acido cianhidrico, que es toxico y mortal en bajas concentraciones y se encuentra
principalmente en sus tejidos en descomposicién (41), por lo que obtener el almidén a partir
de la harina de yuca, favorece su estabilidad. Se peso (Balanza, OHAUS Pionner, EEUU)
aproximadamente 3 Kg de la harina, se dispersé en agua destilada y se filtré a través de
un cedazo; el sobrenadante o lechada se dejé sedimentar por 30 min y se separd por
decantacion. El sedimento obtenido se resuspendié con 3 L de agua destilada y se repitid
el procedimiento anterior. El sedimento resultante se secé en una estufa (Estufa de secado,
Memmert, Alemania) a una temperatura aproximada de 48 +/- 1°C. Posteriormente, se
almacend en un envase hermético (Ver Figura 2-1 Metodologia para la obtencion del

almidén de yuca).
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I
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Figura 2-1 Metodologia para la obtencion del almidén de yuca

(Fuente propia)

Obtencion del almidén quimicamente modificado

Se modificaron tres lotes del AYNat por succinatacion, en un solo nivel de sustitucion,

siguiendo el método descrito por Jyothi et al (1) con algunas modificaciones, dispersando
40,0 g (Balanza, OHAUS Pionner, USA) del AYNat en 200 mL de agua destilada con
agitacién continua. Se ajusté a pH (pH metro, HANNA instrument, Estados Unidos) en un

rango de 8,1 +/- 0,1 con NaOH 2%, este pH se mantuvo a lo largo de la reaccion. Poco a

poco se adicioné 12 g del anhidrido succinico a la suspension del almidon en agitacion

(Plancha de agitacion y temperatura, Magnetic stirrer MSH-300N, Alemania) y esta se

mantuvo por cinco minutos mas. Seguidamente se adicioné HCI 10% gota a gota hasta

alcanzar un pH de 3,0 +/- 0,1, agitando otros tres minutos. Se decant6 la dispersién, se

retird el sobrenadante, se resuspendio el sedimento en etanol al 96% y finalmente se filtrd.

El sedimento resultante se secé a 50°C y se almacend en un envase hermético (Figura

2-2):
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ALMACENADO

SOBREMADANTE

Figura 2-2 Metodologia para la succinatacion del almidén de yuca

(Fuente propia)

Evaluacion mediante espectroscopia infrarroja

El AYNat y el AYSucc, se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja (Infrarrojo,
Shimadzu IRPrestige-21, Japén), en un rango de longitud de onda entre 4000 y 500 cm-,
las mediciones fueron realizadas con el aditamento ATR, siguiendo la metodologia descrita
por la USP 38 (75).

Determinacién del porcentaje y el grado de sustitucion del almidoén

modificado
Para la determinacion del porcentaje de sustitucién se uso6 el método descrito por Zhu et
al (76) con algunas modificaciones. Se adicion6 1,0 g del AYSucc, a una solucién de etanol

en agua al 75% v/v previamente neutralizado (con NaOH 0,1 N o HCI 0,1 N segun
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correspondiera). Se calenté hasta 70°C por 10 min y se dejé enfriar, posteriormente se
adiciono6 de 5 a 6 gotas de fenolftaleina y 10,0 mL de NaOH 0,1 N y se agité (Plancha de
agitacion y temperatura, Magnetic stirrer MSH-300N, Alemania) por 24 h. Finalmente se
tituld con HCI 0,1 N hasta que desapareciera la tonalidad rosada. La determinaciéon se
realiz6 por triplicado. En la Ecuacién 2-1 se presenta el calculo realizado para determinar

el porcentaje de succinatacion.

Ecuacion 2-1 Calculo de porcentaje de succinatacion

[Voco = Vimtal(mL) x N * 50,035 g/eq * 100%
W x 1000mL

% Succinatacion =

Donde:

Vpco = Volumen de HCl 0,1N gastado en el blanco
Vinta = Volumen de HCl 0,1Ngastado en la muestra
N = Normalidad NaOH

50,035 g/eq = Peso equivalente succinato

W = Peso de almidon succinato en gramos

En el caso de la determinacién del grado de sustitucion (GS) en el AYSucc se usé la
ecuacion descrita por Jyothi (1), que hace referencia al numero promedio de grupos OH
que se reemplazaron por grupos succinato en una unidad de anhidro glucosa y se calculd,

como se muestra en la Ecuacion 2-2, asi:

Ecuacion 2-2 Calculo de Grado de sustitucion en el almidén modificado

162 * %Succinatacion

GS =
10000 — (99 * %Succinatacion)

Donde:
162 = Masa molar de la unidad de anhidro glucosa
10000 = Peso molecular del grupo succinato * 100

99 = Peso molecular del grupo succinato — 1



26 Contribucion al estudio fisicoquimico de un complejo interpolielectrolitico y su
aplicaciéon como excipiente en una matriz de liberacién modificada con Dexibuprofeno

Determinacién del poder de hinchamiento, solubilidad y absorcion

de agua

Para la determinacion de la capacidad de hinchamiento se us6 el método descrito por
Araujo (77), con algunas modificaciones. Esta determinacion se realizd en el rango de
temperaturas de 55 a 90 °C. Se tomaron 4 g del almidon correspondiente (Balanza
analitica, OHAUS Pioneer, EEUU), se dispersaron en 200 mL de agua y se llevaron a un
balén de tres bocas de 300 mL, dentro del cual se introdujo un agitador magnético. En la
boca central del baléon se conectd un refrigerante; en una de las bocas laterales un
termometro y en la boca restante un tapon de vidrio. El balon se sometio a calentamiento
con agitacién de 30 rpm (Plancha de agitacion y temperatura, Magnetic stirrer MSH-300N,
Alemania), tomando alicuotas de 10 mL de la suspension cada 5 °C. Dichas alicuotas se
colocaron en tubos de centrifuga previamente pesados, determinando ademas el peso del
tubo mas la alicuota tomada y se centrifugaron a 2200 rpm durante 5 min (Centrifuga
Heraus Megafuge 16, Thermo Scientific, Estados Unidos). El liquido sobrenadante se
decanté en cajas de Petri previamente taradas y secas, tomando el peso de la caja mas el
sobrenadante en ella depositado; posteriormente se secaron en la estufa a 60°C (Estufa
de secado, Memmert, Alemania) por 24 horas, se dejaron enfriar y se pesaron. Los tubos
de centrifuga con el precipitado fueron nuevamente pesados. El ensayo se realizd por
triplicado. Se utilizaron las ecuaciones 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8 para los calculos
correspondientes.

Ecuacion 2-3 Porcentaje de almidén en base seca

Peso almidon en base seca (g)
x100

W, =
1™ Peso almidén base seca (g) + Volumen de disolucién (200 g)

Ecuacion 2-4 Alicuota del almidén

W, = A Wi
2= 4% 700

Ecuacion 2-5 Almidon residual en el sedimento

W3= Wz_b

Ecuacidén 2-6 Sdlidos solubles

b
%SS = WX].OO
2
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Ecuacion 2-7 Agua absorbida por gramo de almidén

a— W3
W3

AA =

Ecuacion 2-8 Poder de hinchamiento

ax 100

PH =
W, x (100 — %SS)

Donde:

A = Peso de alicuota (g)

a = Peso del sedimento en el tubo (g)

b = Peso del residuo en la caja petri (g)

W, = Almidon en base seca de la suspension (%)

W, = Almidén en cada alicuota

W5 = Almidén residual en el sedimento de cada alicuota
%SS = Solidos solubles (% p/p)

AA = Agua absorbida (g/g almidén)

PH = Poder de hinchamiento

Determinacion de los equivalentes del AYSucc

La determinacion se realizd con los datos reportados para el porcentaje de succinatacion

utilizando la Ecuacioén 2-9:

Ecuacioén 2-9 Equivalentes por gramo del almidon de yuca modificado

[Vbco - tha] (mL) * M
w

Equivalentes/g =

Donde:

Vpco = Volumen de HCL 0,1 N gastado en el blanco
Vinta = Volumen de HCL 0,1 Ngastado en la muestra
M = Molaridad NaOH

W = Peso de almidén succinato (g)
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Determinacion de pKa del AYSucc

La determinacion del pKa se realizé segun el método descrito por Lee (78), con algunas
modificaciones. Se tomaron 1,5 g (Balanza analitica, OHAUS Pioneer, EEUU) del AYSucc,
se dispersaron en 50 mL de agua dejando en agitacion (Plancha de agitaciéon vy
temperatura, Magnetic stirrer MSH-300N, Alemania) por 24 h. Después de este tiempo se
tomé una alicuota de 10,0 mL y se titul6 con NaOH 0,1 N hasta punto final potenciométrico
(pH metro, HANNA instrument, Estados Unidos). El ensayo se realizé por duplicado.

Determinacioén de otras propiedades fisicoquimicas

El estudio de propiedades fisicoquimicas como la evaluacion de su comportamiento
térmico, la cristalinidad y la determinacion de propiedades farmacotécnicas, del AYNat y
del AYSucc, se presentan en el capitulo jError! No se encuentra el origen de la

referencia., para poderlas analizar comparativamente con las del CIP.

2.3 Resultados y analisis

Modificaciéon quimica del AYNat, determinacion de su GS y

equivalente de acidez

El rendimiento para la obtencién del almidon de yuca, siguiendo la metodologia
anteriormente descrita fue del 75 %. El material obtenido se presentdé como un polvo fino

de color blanco, libre de particulas extrafias, con olor y textura caracteristico.

Después de la reaccion de sustitucion, se obtuvieron tres lotes del almidon modificado, en
un mismo nivel de succinatacién. Se verificd la modificacion quimica por espectroscopia
IR, evaluando las diferencias entre los espectros del AYNat y el AYSucc corroborando las
interacciones entre el grupo OH de la glucosa y el grupo carboxilo del anhidrido como se

presenta en la Figura 2-3.
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Figura 2-3 Espectro infrarrojo del almidén de yuca nativo y del almidén de yuca succinato

Se observa en el espectro infrarrojo que las sefales que caracterizan al AYNat estan en la
region de 3498 — 3200 cm-' correspondientes al enlace -OH, en la regiéon de 2930 — 2890
cm-' estiramiento del enlace -C-H, en la regién del 1460-1330 cm-' flexiones simétricas del
grupo C-H y finalmente en la region de 1150 — 927 cm™' estiramientos de los enlaces C-O-

H (56,57,79,80).
La sefal caracteristica del almidon modificado es la vibracion del grupo carbonilo (C=0)
en la regién de 1716 cm™' perteneciente al carboxilo de la cabeza que queda libre del

anhidrido succinico y que estaria ausente en el AYNat (76,81-83).

En la Tabla 2-1 se resumen las senales presentes para cada una de las muestras.
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Tabla 2-1 Sefales caracteristicas del almidén de yuca nativo (AYNat) y almidén de yuca
succinato (AYSucc) (cm™)

Compuesto OH CH CH COH Cc=0 0-C=0
AYNat 3286  2931-2893 1456-1417 1149-995 No No
AYSucc 3286 2931 1456-1417 1149-997 1716 1359

Una vez corroborada la modificacion quimica, se determind el grado de sustituciéon
mediante los resultados de la titulacidon acido-base de los lotes de almidon modificado por
triplicado. Los resultados después de realizar los calculos mediante la Ecuacién 2-1 y

Ecuacion 2-2 presentadas en la metodologia se observan en la Tabla 2-2

Tabla 2-2 Grado de sustitucion obtenidos de las muestras de almidén de yuca succinato,

para los diferentes lotes evaluados

Lote Peso Volumen HCI Porcentaje Grado de Promedio %RSD
muestra (g) 0,1N (mL) sustitucion (%) sustitucion
0,9914 2,04 3,43 0,058
A 1,0012 2,04 3,40 0,057 0,057 0,94
0,9980 2,12 3,37 0,056
1,0194 1,80 3,45 0,058
B 1,0170 1,78 3,47 0,058 0,058 0,66
1,0150 1,74 3,49 0,059
1,0100 1,98 3,40 0,057
Cc 0,9909 2,00 3,45 0,058 0,058 1,31
1,0101 1,80 3,48 0,058
PROMEDIO 0,058 1,10

Volumen del Blanco = 9,04 mL

Concentracion NaOH = 0,0971 N

En la Tabla 2-3 se muestran los resultados correspondientes a los equivalentes de acidez,

mmoles por gramo (mmol/g), para cada lote de AYSucc titulado.
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Tabla 2-3 Equivalentes de acidez (mmol/g de grupos carboxilico) del almidén de yuca

succinato
Lote Peso muestra (g) Volumen HCI 0,1N mmol/g Promedio  %RSD
(mL)

0,9914 2,04 0,686

A 1,0012 2,04 0,679 0,679 0,91
0,9980 2,12 0,673
1,0194 1,80 0,690

B 1,0170 1,78 0,693 0,694 0,63
1,0150 1,74 0,698
1,0100 1,98 0,679

C 0,9909 2,00 0,690 0,688 1,27
1,0101 1,80 0,696

PROMEDIO 0,687 1,06

Volumen del Blanco = 9,04 mL

Concentracion NaOH = 0,0971 M

Los lotes obtenidos del almidon modificado presentan un GS promedio de 0,058 y un
equivalente de acidez de 0,687 mmol/g, con un % RSD de 1,10 y 1,06, respectivamente.

Las modificaciones quimicas implican normalmente la adicion de cadenas lineales en las
unidades de n-glucosa del almidén, cambiando asi el peso molecular y las caracteristicas
fisicoquimicas del almidén (71). La succinatacion del almidéon es una reaccion de
esterificacion muy comun en la industria de los almidones, se da gracias a la reaccion del
grupo succinilo del anhidrido succinico (de carga negativa) con la cadena de n-glucosa por
el grupo -OH (70). La reaccion, reactantes y productos se observan en la Figura 2-4 en
donde se evidencia los productos y subproductos de la reaccion bajo las condiciones
descritas, es importante que después de la reaccién se lave muy bien el precipitado
obtenido con agua purificada, para asi poder disolver y eliminar los productos que no son
deseados (c y d). Adicionalmente, es importante tener en cuenta que la reacciéon después
de la adicion total de anhidrido sélo se debe mantener por 3 min, ya que si el tiempo se
prolonga a pH de 8,0 +/- 0,1 se logran porcentajes mas elevados del producto b el cual no
es deseado (27,70,71,76).
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Figura 2-4 Productos de la reaccion de sustitucion del almidén nativo y el anhidrido
succinico. Adaptado de (27)

Determinacién del poder de hinchamiento, solubilidad y absorcion

de agua

En la Figura 2-5 se observa la grafica del porcentaje de sélidos solubles, absorcion de

agua y poder de hinchamiento para los dos almidones a las temperaturas estudiadas.

El porcentaje de sdlidos solubles de manera comparativa es mayor para el AYNat que para
el modificado, al aumentar la temperatura. Después de los 65°C para el AYNat se da un
aumento significativo, lo cual indica el fuerte grado de asociacién existente entre la amilosa
y amilopectina (enlaces intragranular), en comparacion del AYSucc que presenta este
aumento hacia los 55°C, lo que podria deberse a que las fuerzas de enlace intragranular
han sido debilitadas por la sustitucion de algunos grupos OH de las unidades de glucosa
del almidon y por consiguiente se requiere de menor energia para lograr este cambio (84).
El valor mas alto observado del porcentaje de sélidos solubles para el AYNat se presenta
a una temperatura de 85°C, esto se puede atribuir, a que con el aumento de la temperatura
el granulo gelatiniza, resultando en la ruptura del granulo y la disolucién de las moléculas
de amilosa (77,84). Asimismo, la temperatura causa aumento de la movilidad de los
granulos de almidén, lo cual facilita la dispersion de las moléculas de almidén en el agua,
produciendo un incremento en la solubilidad (84,85), pero para el AYSucc no es tan
significativa como en el AYNat.
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Figura 2-5 Porcentaje de sdlidos solubles, absorcion de agua y poder de hinchamiento
para el almidén de yuca nativo y el almidén de yuca succinato

Adicionalmente, el aumento de la temperatura provoca un incremento de la absorcion de
agua, debido al rompimiento de la amilopectina, al debilitamiento de las fuerzas
intragranulares de la region amorfa y al desdoblamiento de las regiones de doble hélice; lo
que conduce a una desorganizacion de la estructura del granulo (84). Esto hace que a
temperaturas mayores de 65°C se aumente de manera importante la absorcion de agua
para ambos almidones, aunque en mayor proporcién para el AYNat.

Con el aumento de la temperatura se observé que el poder de hinchamiento aumenta, ya
que a altas temperaturas se presenta una relajacion progresiva de las fuerzas de enlace
dentro del granulo del almidén, lo cual se evidencia (77), a partir de los 70°C para las dos

muestras de almidoén.

Estudios han demostrado que entre mayor sea el GS de los almidones quimicamente

modificados menor porcentaje de sélidos se encuentran solubles en comparacion con los



34 Contribucion al estudio fisicoquimico de un complejo interpolielectrolitico y su
aplicaciéon como excipiente en una matriz de liberacién modificada con Dexibuprofeno

almidones nativos, al igual que menos porcentaje de agua es absorbida y menor es el
poder de hinchamiento. Ya que a GS elevados los grupos ingresados al almidéon han
sustituido la mayoria de los grupos hidroxilo, disminuyendo los puentes de hidrogeno de la
amilosa, haciendo que la interaccion con el agua sea menor, lo cual se evidencié con los
resultados obtenidos en la Figura 2-5 en donde el AYSucc a elevadas temperaturas
(después de los 65°C) presenta porcentajes menores que el AYNat (69,86).

Determinacion de pKa del AYSucc

En la Figura 2-6 se presenta la grafica de la titulaciéon realizada para la determinacion
experimental del pKa del AYSucc. Teniendo en cuenta que el pKa, representa el logaritmo
negativo de la constante de equilibrio de la disociacion de un acido débil [HA] en las
concentraciones de las especies correspondientes, como sucede para este caso
(Ecuacion 2-10), es posible calcular el valor haciendo uso de la ecuacion de Henderson —
Hasselbalch (Ecuaciéon 2-11) considerando las concentraciones de las especies en
equilibrio. Cuando la concentracion de la especie ionizada y de la especie no ionizada son

iguales, el pH se hace igual al pKa (87-89).

Ecuacién 2-10 Equilibrio de disociacion de un acido débil

HA & HY + A~

Ecuacion 2-11 Ecuacion Henderson - Hasselbalch

e
pH = pKa + log,, (ﬁ)
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Figura 2-6 Curva de titulacion del almidén de yuca succinato, pH en funcién del volumen
de NaOH 0,1N adicionado

El punto de equivalencia de esta reaccién acido-base corresponde al volumen del agente
titulante (NaOH 0,101 N) adicionado, que es exactamente el necesario para que se dé la
reaccion estequiométrica con el acido carboxilico del AYSucc (90). El punto final se
determind con la primera derivada de los datos recopilados en la valoracion (Figura 2-7).
El punto mas alto es el correspondiente al volumen de 10,8 mL de NaOH 0,101 N
equivalente a la derivada de 4,25. Teniendo en cuenta que en este punto de equivalencia
la totalidad de la especie encontrada en el sistema es la especie disociada, se puede hacer
la relacion de que a la mitad del volumen de equivalencia se encuentran a la misma
concentracion la especie disociada y la no disociada. Por ende, a un volumen de 5,4 mL
de NaOH 0,101 N encontrariamos el pH en el cual matematicamente y segun la Ecuacion
2-11 seriaigual al pKa. Para el caso del ensayo realizado el pKa del AYSucc seria de 5,41.
Teniendo en cuenta que en la literatura se reporta un pKa de 5,64 para el acido succinico
(91), se evidencia que el dato experimental no es tan lejano al reportado para el compuesto

puro.
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Figura 2-7 Primera derivada de la titulacion del almidon de yuca succinato

2.4 Conclusiones

Se confirmé la modificacion quimica por succinatacion mediante el uso de espectroscopia
infrarroja, para los tres lotes elaborados a partir del AYNat, evidenciando que las bandas
caracteristicas del grupo carboxilico estaban presentes en el espectro del almidén

modificado y no en el del nativo, como se esperaba.

Se determiné el GS, el porcentaje de sustitucion, los equivalentes de acidez y el pKa del
AYSucc. El GS fue de 0,058, el porcentaje de sustitucion de 3,48%, los equivalentes de
acidez 0,687 mmol/g de almidén y el pKa de 5,41, caracterizacion necesaria para la

posterior formacion de los CIP.

Los resultados demostraron que la solubilidad, la absorcién de agua y el poder de
hinchamiento cambian el comportamiento del AYNat, con la modificacion quimica del

almidén de yuca, alcanzando al final valores menores en el modificado, presumiblemente
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debido al debilitamiento del enlace intragranular entre la amilosa y la amilopectina, y a la
cantidad de grupos hidroxilo de la n-glucosa que se encuentren libres, posterior a la

modificacion.

La modificacién quimica realizada le confiere al AYSucc la capacidad de disociar en
soluciones acuosas, convirtiéndolo en un PE anionico semisintético de gran utilidad para

el estudio posterior de los CIP.






3.0btencidén y caracterizacién de los CIP y
evaluacion de su aplicaciobn como
excipiente en el desarrollo de SLM

Desde hace algunos afnos la investigacién en el campo farmacéutico se ha enfocado en el
desarrollo de nuevos sistemas que mejoren el comportamiento de liberacion de los
principios activos, logrando asi reducir los efectos adversos y aumentando la adherencia
de los pacientes en las terapias médicas (11). Una de las ramas de ésta investigacion
trabaja con portadores poliméricos controlando la liberacion de los principios activos
mediante diferentes mecanismos de transporte que se dan, una vez estos sistemas entran
en contacto con los fluidos biolégicamente disponibles en el ser humano, segun sea la via

de administracion (2,92).

Como se habia mencionado en el primer capitulo, existen diferentes tipos de sistemas de
liberacion modificada y una de las posibilidades de conseguir este comportamiento es
mediante la formacion de CIP. Los CIP se obtienen mezclando soluciones acuosas de dos
PE con cargas opuestas. Un gran numero de estos compuestos han sido estudiados y
caracterizados debido a su amplia variedad de aplicaciones en la formulacion SLM orales,
ingenieria genética y otros campos de interés (93-95). El objetivo de los diferentes estudios
es determinar la influencia de la composicién, orden y procedimiento de preparacion, el
grado de interaccion entre los CIP, densidad de la carga de los copolimeros a diferentes
pHs y las nuevas caracteristicas fisicoquimicas de los CIP formados con relacion a los PE
puros y sus mezclas fisicas (MF) (52,53,93,95).

La introduccién de nuevos PE sintéticos se ve asociado con un riesgo de toxicidad debido
a mondmeros residuales, disolventes organicos y fragmentos oligoméricos de cadenas
poliméricas que se puedan formar en los procesos metabdlicos. Por tal motivo se ha

promovido la modificacion quimica de excipientes poliméricos muy utilizados en la industria
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farmacéutica, basados en reacciones contraladas con reactivos seguros (2) y ain mas es
el interés si éstos son excipientes de origen natural y por tanto biodegradables
(28,56,80,96).

De acuerdo a lo ya mencionado los objetivos de esta Tesis de Maestria estan enmarcados
en obtener un CIP a partir del AYSucc y el EuE, con potencial uso como matriz hidrofilica
para administracion oral, por lo que se vuelve importante la caracterizacion fisicoquimica
de sus propiedades en comparacion de los materiales precursores, que permita evidenciar
si existen ventajas de este complejo frente a las macromoléculas de partida y evaluar el
comportamiento de liberacion del dexibuprofeno, elegido como molécula modelo, a partir

de esta matriz.

Entre las propiedades a evaluar para los materiales a usar en formulaciones sélidas
estarian el tamafo y forma de las particulas y su relacién con las propiedades derivadas
(53), como la densidad, la voluminosidad, la fluidez y la compresibilidad (97). La evaluacion
de su comportamiento térmico, frente a la humedad y su cristalinidad, dan informacion

valiosa complementaria.

El comportamiento de la liberaciéon de un farmaco a partir de matrices hidrofilicas que
puedan ser capaces de controlar la misma, involucra varias fases, que incluyen la
captacion inicial de agua o sorcion; el hinchamiento que se empieza a generar en el
sistema, que puede ser identificado en sus diferentes frentes (erosién, hinchamiento y
difusion) y la liberacion misma que puede ser modelada cinéticamente y de alli inferir

informacién asociada a los mecanismos de liberacion implicados (98).

Las matrices hidrofilicas se caracterizan por contener un material hinchable que al contacto
con un solvente acuoso poco a poco va aumentando su tamafo hasta formar una capa de
gel en la superficie, debido a fendmenos de relajacion de las cadenas poliméricas,
presentando una disminucion en la Tg a 37°C (99). Por tal motivo son consideradas como
matrices de liberacion controladas ya que en el momento que entran en contacto con los
fluidos gastricos, van aumentando su tamafo a medida que van formando una espesa
capa de gel, por donde el principio activo debera movilizarse (ya sea suspendido o disuelto)
para poder encontrar el medio exterior y liberarse (11). La liberacién a partir de este tipo

de matrices puede darse por diferentes mecanismos como son: por difusion, por erosion,
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por hinchamiento, por mecanismo andmalo, que involucra ademas de la difusién los
fendmenos de relajacidén asociados a las estructuras poliméricas presentes en la matriz

(100), asi como de los fendmenos de transporte a través de la capa de gel (99).

Existen diferentes modelos matematicos que explican la liberacion de los principios activos
desde el interior de las matrices hidrofilicas (Tabla 3-1), tales como orden cero, orden uno,
cinéticas de Higuchi y Korsmeyer y Peppas y se busca aquel modelo al que los datos

experimentales mejor se ajusten (11,99,101-104).

Tabla 3-1 Modelos cinéticos aplicables para los estudios de liberacion de activos a partir
de matrices hidrofilicas

Modelo cinético Ecuacion
Orden cero C, = Cy + kot
Orden uno InC, = InCy — k4t

Higuchi C; = kyt'/?
Korsmeyer y Peppas % —

C;: Concentracion del activo liberado en el tiempo t; Cy: Concentracion inicial del activo; kg, kq, ky,
k': Constantes de velocidad de liberacién;n exponente de liberacién.

Teniendo en consideracion lo explicado, a continuacion, se presenta la caracterizacion del
CIP mencionado y su evaluacion como matriz de liberacién con miras a su posible

aplicacion como excipiente de liberacion modificada.

3.1 Materiales

Polimero poli {butiimetacrilato (2-dimetil-aminoetil), metacrilato, metilmetacrilato}1,2,1
(EUE) donado por Almapal; almidén de yuca succinato AYSucc (obtenido segun el capitulo
anterior), acido acético glacial (grado reactivo, Merck), acido clorhidrico (grado reactivo,
Merck), hidroxido de sodio (grado reactivo, Panreac quimica SA), agua destilada y
desionizada, fosfato monobasico de potasio (grado reactivo, J.T. Baker), dexibuprofeno

(donado por Tecnoquimicas).
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3.2 Metodologia

Establecimiento de las condiciones de obtencion del CIP

Las dispersiones de los complejos fueron obtenidas siguiendo una metodologia similar a
la empleada por Moustafine (24) con algunas modificaciones, partiendo de una relacion
EuE: AYSucc 0,75:1 de acuerdo a estudios anteriores realizados por Montana et al (8). Al
EuE, se le determind previamente los equivalentes de basicidad, por triplicado, siguiendo

la metodologia de la Farmacopea Europea (43).

Inicialmente se dispersoé el EUE en una solucion acuosa de CH3;COOH 0,1 M, a la que se
ajusto el pH a diferentes valores experimentales por separado (4,5-5,0-5,5-6,0-6,5
— 7,0y 7,5) con una solucion de NaOH 0,1 M, dejandola en agitacion por 24 h. El AYSucc,
obtenido y caracterizado en el capitulo anterior, se dispersé en una solucién de NaOH 0,1
My se ajustd el pH a los mismos valores experimentales mencionados anteriormente, con
una solucion de CH3COOH 0,1 M, dejandolo igualmente en agitacién por 24 h. Una vez
obtenidas las dos dispersiones de los polimeros al mismo pH y pasadas las 24 h, se dio
lugar a la interaccién, adicionando la dispersion de EUE sobre la dispersion del AYSucc y
se dej6 en agitacion a 580 rpm (Plancha de agitacion y temperatura, Magnetic stirrer MSH-
300N, Alemania) por 2 h. Como consecuencia de esta interaccién se formaron precipitados
que se separaron por centrifugacion a una velocidad de 6500 rpm (Centrifuga Heraus
Megafuge 16, Thermo Scientific, Estados Unidos) por 1 h. Estos precipitados
corresponden a los complejos y se dejaron secar a una temperatura de 45 °C (Estufa de
secado, Memmert, Alemania) por 48 h, se lavaron con 500 mL de agua desionizada y se

secaron nuevamente a la misma temperatura por otras 24 h (Ver Figura 3-1).
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Figura 3-1 Metodologia para la obtencién del complejo interpolielectrolito (CIP), usando
Eudragit® EPO (EuE) y almidén de yuca succinato (AYSucc)

(Fuente propia)

Para los estudios de las propiedades farmacotécnicas se realizé una reduccién del tamafo

de particula y tamizado del material por una malla numero 40.

Determinacion de potencial zeta

A los complejos obtenidos anteriormente, se les determiné el potencial zeta, mediante una

metodologia modificada a la reportada por Ciani (105). Una vez preparadas las

dispersiones coloidales, fueron diluidas en su totalidad a un volumen de 100 mL con agua

desionizada y determinado el potencial zeta (Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido)

empleando el método de Hemholtz - Smoluchowski de movilidad electroforética. Las

muestras se prepararon por duplicado y se dejaron estabilizar durante un minuto a una

temperatura de 25°C, realizando cinco lecturas de cada una.
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Los estudios de las caracteristicas fisicoquimicas nombradas a continuacion se realizaron
a los siguientes materiales: AYNat, AYSucc, EuE, MF (0,75:1 — EUE: AYSucc) y al CIP al

mejor pH de interaccion.

Evaluacion mediante espectroscopia infrarroja

La caracterizacion por IR (Infrarrojo, Shimadzu IRPrestige-21, Japon) se realizd en un
rango de longitud de onda entre 4000 y 500 cm-', siguiendo la metodologia descrita en la

USP 38 (75), las mediciones fueron realizadas con el aditamento ATR para las muestras

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La caracterizacion por DSC (DSC 1 STARe System, Mettler Toledo, Estados Unidos) se
realizé siguiendo la metodologia descrita por Prieto (106), con algunas modificaciones, en
donde las muestras fueron previamente humedecidas en agua destilada por 8 h con la
cantidad necesaria para formar una pasta, exceptuando el EUE. Se peso (Balanza analitica
ME204, Mettler Toledo, Estados Unidos) en la capsula aproximadamente 20 mg del
material y fue sometida a un programa de calentamiento en un rango de temperatura de -
10 °C a 200 °C, a una velocidad de 10 °C/min. A partir de los termogramas resultantes se
determina la Tg y la entalpia, empleando el programa OriginLab con las areas de cada una

las sefales.

Difraccion de rayos X (DRX)

La caracterizacién por DRX (X'Pert PRO MRD, PANalytical’s, Estados Unidos), se realiz6
siguiendo la metodologia descrita por Guerra (107), con algunas modificaciones, en donde
el tubo de rayos X anddico se opero a 45 kV y 40mA; las medidas fueron tomadas en un
rango de 0° - 100° sobre la escala de 26, con una velocidad de barrido de 0,263°26/s. El
porcentaje de cristalinidad se calculd con el programa OriginLab relacionando las areas de

las sefiales definidas con respecto al area total del difractograma.

Forma y tamano

Las muestras se evaluaron siguiendo la metodologia de Ferrero (102), por microscopia

optica (Microscopio DM300, Leica, Alemania) con el objetivo 100x.
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Las muestras se evaluaron en un analizador de tamafio de particula (Cilas 1190, Cilas,
Estados Unidos) por via humeda siguiendo la metodologia descrita por Lecorre (108) con
algunas modificaciones, usando como solvente agua destilada realizando las lecturas por

triplicado de cada una de las muestras.

Para la muestra de almidén de yuca se realizé por el método de microscopia 6ptica con el
objetivo 40x, conteo de 500 particulas siguiendo la metodologia descrita por la USP 38
(75).

Densidad y voluminosidad aparente y apisonada

Para evaluar estos parametros se siguié una metodologia similar a la descrita en la USP
37 (75). Se evaluo la densidad aparente de los materiales, empleando una probeta de 10
mL, la cual se peso6 vacia y posteriormente se llené con el material, se enrasé y se pesoé
de nuevo (Balanza analitica, OHAUS Pioneer, EEUU). Después se sometid a vibracion
(Tap Density® JV100, Copley, Reino Unido) y se leyd el volumen, las mediciones se
realizaron cinco veces por material. Con los valores de densidad se calcularon la
voluminosidad, el indice de compresibilidad (indice de Carr) y el indice Hausner empleando

la Ecuacién 3-1 y la Ecuacién 3-2 respectivamente:

Ecuacion 3-1 Calculo indice de Carr (%)

Densidad gpisonada — Densidad qparente

Indice de Carr(%) = Donsidad
apisonada

Ecuacioén 3-2 Calculo indice de Hausner

Voluminosidadgparente

Indice de Hausner = - -
Voluminosidadpisonada

Fluidez

La fluidez fue determinada por el método de angulo de reposo, siguiendo la metodologia
modificada de Aulton (97). Un gramo (Balanza analitica, OHAUS Pioneer, EEUU) del
material se adicioné a un embudo y se dejo caer libremente, al cono formado se le midié
el diametro y la altura segun lo mostrado en la Figura 3-2. El angulo de reposo se calculd

mediante la Ecuacion 3-3. Las mediciones se realizaron cinco veces por material.
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Figura 3-2 Montaje para la determinacion del angulo de reposo (109)

Ecuacion 3-3 Calculo de angulo de reposo

0 = tan-1 altura
- tan (radio
Compresibilidad

Se caracterizd el comportamiento frente a la compresién de los materiales mediante la
metodologia planteada por Kaplan (110). Se elaboraron seis lingotes de cada material de
200 mg (Balanza analitica, OHAUS Pioneer, EEUU), que fueron sometidos a una presion
de 2,5 ton (Prensa hidraulica, Carver Inc, Estados Unidos) durante 30 seg en una prensa
hidraulica, evaluando la dificultad de expulsién, la adherencia, la laminacion, las
dimensiones del lingote y la desintegracién. La dificultad de expulsién se evalué como (-)
si no existia dificultad de expulsion, (+) ligera dificultad (++) moderada dificultad y (+++)
dificultad severa; la laminacién y la adherencia al punzén se evaluaron como (+) o (-),
teniendo en cuenta si existia o no laminacion o adherencia del lingote o polvo,
respectivamente. La desintegracion de los lingotes fue evaluada en un desintegrador de
canastilla-gradilla con discos segun especificaciones farmacopeicas USP 37 a 37 °C
durante 30 min, en agua destilada.

Capacidad de sorcion

Se empled el equipo de Enslin (ver Figura 3-3), donde la muestra se colocé en la frita (1)

previamente comprimida como se explica en el ensayo de compresibilidad, y el medio
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liquido en la copa para asi poder llenar la pipeta graduada (2 y 3 respectivamente); se
midio a diferentes intervalos de tiempo el volumen de medio captado por la muestra (111).
Los medios evaluados fueron pH 1,2; 6,8 y 7,2 (75). Los ensayos se realizaron por
triplicado. Con los resultados se realizaron las graficas correspondientes, para su posterior

analisis.

L_iz._ Solvente
. N 3

o Ty
1

Pipeta

Copa

Figura 3-3 Equipo Enslin

Comportamiento frente a la humedad relativa

Las muestras en polvo se secaron a 50 °C (Estufa de secado, Memmert, Alemania) durante
24 horas, luego se pesaron tres réplicas de 100 mg (Balanza analitica, OHAUS Pioneer,
EEUU) de cada material y se expusieron a cdmaras de humedad relativa de 34% (Cloruro
de magnesio), 62 % (Cloruro de calcio), 70% (Cloruro de sodio) y 92% (Sulfato de sodio)
a una temperatura de 18°C = 1°C hasta alcanzar el equilibrio (que la diferencia de peso

entre dos tiempos diferentes, no fuera mayor a 2 mg).

Frentes de movimiento

Las muestras del CIP, previamente comprimidas como se explica en el ensayo de
compresibilidad, se ubicaron entre dos discos de Plexiglas y se sellaron mediante tornillos
de acero. Se adicion6 azul de metileno a 900 mL del medio, hasta alcanzar una
concentracion de 5,21 x 10° M. Se realiz6 duplicado de cada uno de los comprimidos. El
comprimido sellado en el Plexiglas se adicionaba al medio en agitacion, después de un
tiempo determinado se extraia, se secaba y se le tomaba una fotografia para asi comparar
los frentes, siguiendo la metodologia previamente estandarizada por Rojas (9). Las
fotografias fueron analizadas mediante el programa CorelDRAW X8. La interfase entre la
tableta y el medio de disolucion al comienzo de la prueba (diametro inicial) es referida como

la posicion cero. La disminucion del tamafio de los frentes hacia el interior fue representada
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por valores negativos, en cambio el incremento de los frentes fue indicado con valores

positivos (9,102). Los medios evaluados fueron pH 1,2 - 6,8 y 7,2 (75).

Obtencion de los comprimidos para perfiles de liberacion

Se preparo la mezcla de los comprimidos con una relacion 1:1 de dexibuprofeno y CIP. De
la misma manera se realizé6 una segunda mezcla con una relacion similar a la anterior,
pero teniendo en cuenta los materiales precursores del CIP (EuE y AYSucc) sin la reaccién
de complejacion (MF). La compresion se realizdé de forma directa a una presion de 2.5
toneladas por 1 min en una prensa hidraulica (Prensa hidraulica, Carver Inc, Estados

Unidos). El peso final de la tableta fue de 400 mg.

Perfiles de liberacion

Se utilizd en el ensayo, el aparato Il del equipo de disolucion (Disolutor SR8PIus, Hanson
Research, Estados Unidos), a una temperatura de 37,0 +/- 0,5 °C, una agitacién de 100
rpm y un volumen de 900 mL. Se evaluaron tres comprimidos de CIP + Dexibuprofeno, tres
de MF + dexibuprofeno y tres tabletas de una muestra comercial © tabletas recubiertas
(dexibuprofeno 400mg), para cada uno de los medios de disolucion empleados: HCI 0,1 N
pH 1,2; buffer de fosfatos 6,8 y buffer de fosfatos 7,2 (8,9,75). El tiempo de estudio fue de
8 h, con intervalos de muestreo de 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 min.
El volumen de muestreo fue de 5 mL, siguiendo el procedimiento de reposicién de medio
de disolucion (24)

Las muestras fueron analizadas por la metodologia analitica validada por UV (Ultravioleta
UV-1800, Shimadzu, Japoén). Los resultados obtenidos de porcentaje liberado fueron
analizados bajo las cinéticas de orden cero, orden uno y Korsmeyer — Peppas segun las
ecuaciones de la Tabla 3-1, en el software CurveExpert Proffesional, para determinar las
constantes de velocidad de liberacién, el exponente de liberacion (n) y la correlaciéon

existente entre los datos (R?).

Adicionalmente para evidenciar las similitudes entre los perfiles de liberacion, se realizaron

comparaciones empleando el factor de similitud f, calculado segun la Ecuacién 3-4:
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Ecuacion 3-4 Ecuacion de un factor de similitud f,
-0,5

1+ (%) * zn:(Rt - Tt)zl «100
t=1

f2 = 50logyo

Donde:
R; = Porcentaje de liberaciéon en el tiempo t del producto de referencia
T; = Porcentaje de liberacion en el tiempo t del producto a comparar

n = Numero de datos

Un valor de f, entre 50 y 100 sugiere que los perfiles de liberacion son similares (112).

3.3 Resultados y analisis

Previo a la obtencién de los CIP, fue necesario determinar los equivalentes de basicidad
para el EuE, que junto con los de acidez del AYSucc, permitieron realizar los calculos
estequiométricos correspondientes. Los datos de la valoracion acido débil — base débil en
medio no acuoso de los equivalentes de EuE se encuentran reportados en la Tabla 3-2.
Estos resultados corresponden a los grupos basicos neutralizables del EuE, disociables en

medios acuosos, capaces de interactuar con los grupos AYSucc.

Tabla 3-2 Equivalentes de basicidad del EUE (mmol del grupo amino)

g de EUE mL HCIO, mmol/g grupo amino
0,0805 2,45 3,20
0,0810 2,45 3,18
0,0806 2,46 3,21
PROMEDIO 3,20
DESVEST 0,46 %

Obtencion de los CIPs

Se obtuvieron 14 lotes de CIPs, dos lotes de cada pH seleccionado empleando el método
de precipitacién. Los CIPs fueron nombrados teniendo en cuenta el pH de la interaccién y
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la réplica. Por ejemplo, 4,5-1 para el CIP obtenido a pH 4,5 primera réplica. Los sélidos

obtenidos fueron polvos finos de color blanco a beige.

Determinacioén de potencial zeta

Después de obtener aproximadamente 70 mg de cada uno de los lotes y de aforarlos a
100 mL con agua desionizada, se determin6 el potencial zeta de cada una de las
dispersiones. Como se puede observar en la Figura 3-4, los potenciales zeta variaron
dependiendo del pH de interaccién. El potencial zeta esta definido por la densidad de carga
neta de una particula que crea un campo eléctrico al contacto con una soluciéon acuosa,
en donde se da lugar una doble capa eléctrica. En la superficie de la particula se dan
diferentes tipos de equilibrio tales como, protonacién, desprotonacion y adsorcion (97,113).
Dados los equilibrios en la superficie de la particula, se ha confirmado que cuando se
alcanza un valor de potencial zeta de 0 mV se ha logrado la neutralizacién de todas las
cargas, y se dice que la interaccién entre los PE del CIP fue estequiométrica (105).
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Figura 3-4 Potencial Zeta para los lotes de los CIP
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De acuerdo a lo anterior, el CIP que mas se acerca a la neutralidad de cargas (interaccion

estequiométrica), es el obtenido a pH 6,0 (9,39 mV).

Observando la Figura 3-4 se puede concluir que cuando se utilizan pH elevados el
potencial zeta tiende a disminuir, lo que quiere decir que los iones negativos son los que
predominan en la superficie del CIP, expresando que habria un exceso de AYSucc
disociado en el medio (24,25). Esto se confirma al observar la Tabla 3-3 en donde se
presentan las concentraciones de las especies disociadas a cada pH de interaccion,
calculadas con la ecuacion de Henderson-Hasselbach, a partir de los valores de pKa, pH
y concentracioén total adicionada de cada uno de los PEs. Se observa que a pH 6,0 las
especies se encuentran en concentraciones muy parecidas, logrando asi casi un complejo
estequiométrico. A pH mas bajos, la especie predominante es la especie disociada del
EUE, lo cual le confiere carga positiva al CIP (potenciales zeta cercanos a 30 mV) mientras
que, a pH mayores, la especie que predomina es la disociada del AYSucc confiriéndole

carga negativa al CIP (potenciales zeta cercanos a -30 mV).

Tabla 3-3 Concentracion (mmol/100mL) de las especies disociadas del almidon de yuca
succinato y del Eugragit® EPO

pH Interaccion Concentracion de especie Concentracion de especie
disociada AYSucc disociada EuE
4,5 0,0046 0,0317
5,0 0,0116 0,0317
55 0,0231 0,0320
6,0 0,0330 0,0316
6,5 0,0381 0,0325
7,0 0,0405 0,0317
7,5 0,0411 0,0301

Espectroscopia infrarroja

Con la caracterizacion por espectroscopia infrarroja se busca confirmar los enlaces que
cambian entre los grupos dietilendiamino del EUE y los carboxilicos del AYSucc al pH
seleccionado de 6. Para esto se compararon los espectros IR de la MF (0,75:1 EuE:

AYSucc) y el CIP formado a este pH (Figura 3-5).
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Se observa en el espectro infrarrojo que las sefales que caracterizan a los grupos
funcionales Carboxilo y dietilenamino libre siguen presentes en el CIP pero en menor
intensidad, esto se debe a que el complejo no es totalmente estequiométrico, es decir que

esas sefiales de amino y carboxilo no desaparecen del todo (19).
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Figura 3-5 Espectro infrarrojo de la mezcla fisica (MF) de los precursores del complejo y
el complejo interpolielectrolito (CIP)

En la Tabla 3-4 se resumen las sefiales presentes para cada una de las muestras.

Tabla 3-4 Senales caracteristicas del complejo interpolielectrolito (CIP) y la mezcla fisica
(0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) (cm")
Compuesto Dietilendiamino-C=0 Dietilendiamino

MF Menor intensidad 2821-2769
CIP 1645 Menor intensidad
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Con la calorimetria diferencial de barrido se pueden detectar las transiciones de primer o
de segundo orden. En la Figura 3-6 se presentan los termogramas, en donde las muestras
AYNat, AYSucc, MF y CIP, presentan un unico pico endotérmico que representa la

transicion de gelatinizacion ( AYNat y AYSucc y CIP) o vitrea (EuE).

50 - —CIP
— MF
EuE
0 - b — AYNat
— AYSucc
-50 4
-100 —
=
£
-150
-200 —
-250 -
T T T T T T T T T T T T ) 1
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Figura 3-6 Termogramas obtenidos por DSC del almidon de yuca nativo (AYNat) y
succinato (AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), la mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) y
el complejo interpolielectrolito (CIP)

En la Tabla 3-5 se presentan los valores de las Tg y las entalpias correspondientes a la

transicion involucrada para cada uno de los materiales estudiados.

Tabla 3-5 Temperaturas de transicion vitrea o de gelatinizacion y entalpia de la transicion
del almiddn de yuca nativo (AYNat) y succinato (AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla
fisica (0,75:1 EUE: AYSucc) (MF) y complejo interpolielectrolito (CIP)

Material Tg (°C) AH (J/g)
AYNat 59,68 28,12
AYSucc 62,00 16,63
EuE 41,95 0,92

CIP 76,04 43,36
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La temperatura de transicion (Tg) se presenta como una variacion de la capacidad caldrica,
debido al cambio de estado del material de uno rigido a uno de mayor movilidad molecular.
Estas sefales evidencian transiciones de segundo orden donde hay cambios hacia
estados mas desordenados, como la gelatinizacion o la transicion vitrea. En los materiales
que involucran en su composicion componentes semisintéticos o sintéticos, las sefnales del
termograma se evidencian de manera mas pronunciada (114), tal como se observa para
el AYSucc y CIP. La temperatura de transicion vitrea del EUE se presenta a 41,95 °C

aunque es imperceptible en la Figura 3-6 debido a la escala en la que esta.

Al comparar las Tg del AYSucc con respecto al AYNat, se observan valores no tan
diferentes entre si, lo que podria estar asociado al bajo grado de sustitucion que se
presenta para el AYSucc. Algunos autores tales como Rodriguez et al (115) explican que
este tipo de modificacion llevan generalmente a valores mas bajos de Tg, mientras otros
(59,106), discuten que estos valores pueden incluso aumentar. En el valor de entalpia de
gelatinizaciéon si se evidencian diferencias importantes entre los dos almidones, siendo
menor este valor para el AYSucc; lo que podria estar relacionado con la disminucién en el
grado de interaccién con el medio acuoso, debido a la sustitucion de los grupos OH de las

unidades de n-glucosa (59).

La temperatura de gelatinizacion del CIP es mayor que las temperaturas de los materiales
precursores, lo que coincide con el alto valor de entalpia de gelatinizacion del primero
respecto al EUE y el AYSucc. Esto podria estar relacionado con la alta interaccion iénica
que se da entre los PE que conforman el complejo, de manera parecida a lo que se daria

cuando hay entrecruzamiento (94).

Difraccion de rayos X (DRX)

La DRX se utilizé para caracterizar la estructura cristalina de los granulos de las diferentes
muestras. EI AYNat, de naturaleza semicristalina, al modificarse quimicamente se ve
afectado ligeramente en su cristalinidad, manteniéndose las tres sefiales caracteristicas a
15, 17 y 24 en los difractogramas (Figura 3-7) (106,107). En el caso del CIP, se evidencia
menos definicidn en las sefales del difractograma, ensanchandose, demostrando pérdida
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de la cristalinidad a causa de la interaccion con el EuE. El difractograma del EuE se

muestra como material amorfo.

— CIP

Intensidad

Angulo 28

Figura 3-7 Difractogramas de rayos X del almidon de yuca nativo (AYNat) y succinato

(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE) y complejo interpolielectrolito (CIP)

En la Tabla 3-6 se presentan los porcentajes de cristalinidad de los materiales
mencionados. Se evidencia que el porcentaje de cristalinidad del AYNat es ligeramente
mayor que el AYSucc (35,85% y 33,11%, respectivamente), esto puede deberse a que la
sustitucion del grupo succinato se haya dado en la seccion cristalina del almidén
(amilopectina), disminuyendo asi su cristalinidad (106).

Respecto al CIP y sus precursores, se evidencia pérdida de la cristalinidad con respecto
al AYSucc (31,73% para el CIP y 33,11% para el AYSucc), presumiblemente por la

presencia del EUE, que como se menciond corresponde a un material amorfo (33).
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Tabla 3-6 Porcentaje de cristalinidad del almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), y complejo interpolielectrolito (CIP)

Material Porcentaje de cristalinidad (%)
AYNat 35,85
AYSucc 33,11
EuE 25,90
CIP 31,73

Forma y tamano

En la Figura 3-8 se muestran las fotografias tomadas por microscopia 6ptica de cada uno

de los materiales analizados.

c.!

a

Figura 3-8 Fotografias de los materiales por microscopia optica con objetivo 100x, a.
almiddn de yuca nativo (AYNat), b. Almidén de yuca succinato (AYSucc), ¢ Eudragit®
EPO (EuE) y d. Complejo interpolielectrolito (CIP)

En el AYNat se evidenciaron granulos con forma poliédrica o semiesférica uniformes, pero
de diferentes tamafios con leves aglomerados, similares a los reportados por diferentes

autores [30,41,111]. Adicionalmente se observé un punto mas oscuro en el interior de los
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granulos, que representan la birrefringencia del almidén, caracteristica importante de los

almidones en general [30].

No se observé gran diferencia entre la forma del AYSucc y la forma obtenida por el AYNat,
debido a que el GS es muy bajo para generar cambios en la forma de los granulos (69),
podria decirse que el AYSucc es ligeramente mas esférico. Adicionalmente se observé que
el material no presenta aglomerados con respecto al AYNat.

El EuE se evidencié como un polvo muy fino, con forma irregular (109). Mientras que el
CIP se observa como granulos irregulares, con caracteristicas diferentes a los precursores
(EUuE y AYSucc).

Los resultados del dvs y de la distribucion de los tamafios de particula de los materiales se

presentan en la Tabla 3-7.

Tabla 3-7 Tamafio y distribucion de los tamafios de particula del almidén de yuca nativo
(AYNat) y succinato (AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), la mezcla fisica (0,75:1 EuE:
AYSucc) (MF) y el complejo interpolielectrolito (CIP)

Material dvs (um) Frecuencia acumulada 90%
AYNat 11,0 12,5-15,0 ym
AYSucc 369,9 326,9 — 411,3 uym

EuE 14,7 15,9 - 16,6 uym

MF 377,7 414,9 — 428,4 ym

CIP 385,1 447,1 — 449,9 ym

De acuerdo con los resultados presentados, se observd que el dvs y la distribucion del
tamano de particula del CIP es mayor que los PE precursores evidenciando el cambio de
las caracteristicas intrinsecas en el CIP, lo cual seguramente impactara en las propiedades

derivadas del mismo (61).

Densidad y voluminosidad aparente y apisonada

En la Tabla 3-8 se muestran los resultados de la densidad aparente y apisonada, la
voluminosidad aparente y apisonada, el indice de Carr y Hausner y el angulo de reposo

para los materiales estudiados.
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Tabla 3-8 Densidad y voluminosidad aparente y apisonada, indice de Carr, indice de
Hausner y angulo de reposo para el almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) y complejo
interpolielectrolito (CIP)

Propiedad AYNat AYSucc EuE MF CIP

Densidad Aparente (g/mL) 0,45 0,54 0,28 0,50 0,45
Densidad Apisonada (g/mL) 0,70 0,72 0,40 0,65 0,54
Voluminosidad Aparente (mL/g) 2,21 1,85 3,58 1,99 2,24
Voluminosidad Apisonada (mL/g) 1,44 1,39 2,50 1,55 1,84
Indice de Carr (%) 35,01 25,21 30,01 22,41 18,00

Indice Hausner 1,54 1,34 1,43 1,29 1,22
Angulo de reposo (°) 57,76 55,63 55,88 60,59 34,84

La densidad y la voluminosidad son propiedades derivadas las cuales estan relacionadas
con la morfologia, el tamano, entre otras propiedades intrinsecas de las particulas de los
solidos (20,97)

En general los resultados de densidad aparente y apisonada son diferentes entre los
materiales estudiados, esto se debe al acomodamiento de las particulas segun su tamafo
y forma. En el caso de los almidones nativo y modificado, se evidencia que la densidad
aparente es mayor en el modificado, lo que sugiere que el AYNat al presentar
aglomerados, podria generar mas espacios interparticulares. En el momento del
apisonamiento, éstos aglomerados se reorganizarian generando menor volumen. Por tal
razon la densidad apisonada no es muy diferente entre los dos almidones. Este
comportamiento se refleja en los valores de voluminosidad, siendo mayor la del AYNat.

En el caso del EuE, con tamafio de particula pequeio, podria atrapar aire entre las
particulas (debido a su naturaleza altamente hidrofébica), generando mayores espacios
entre ellas, lo que se traduce en bajos valores de densidad aparente y apisonada y valores

altos de voluminosidad.

En el caso de la MF se observa una pequefa disminucién en la densidad aparente con
respecto al AYSucc (0,50 g/mL y 0,54 g/mL respectivamente) lo cual evidentemente esta
influenciado por la presencia del EuE, caracterizado por tener una menor densidad.

Después del apisonamiento, se observa un mejor acomodamiento de las particulas, puesto
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que el valor de la densidad apisonada se hace mayor que el de la aparente, como sucedio

en todos los casos.
En el caso del CIP, se observa que la densidad tiende a ser diferente a la de sus
precursores, pero depende de su forma irregular, demostrando tener mejor

acomodamiento de las particulas con respecto al AYSucc y el EUE.

Con los resultados obtenidos de densidad y voluminosidad, se determinaron los indices de

Carr (indice de compresibilidad) y Hausner.

El indice de Carr (%) es un indicativo de la capacidad de flujo de un sdlido, el cual se puede

interpretar de acuerdo a la Tabla 3-9 (97).

Tabla 3-9 Interpretacién de los valores de indice de Carr (%) (97)

Indice de Carr (%) Tipo de flujo
5-15 Excelente
12-16 Bueno
18 - 21 Aceptable
22 - 35 Malo
36 -38 Muy malo
> 40 Extremadamente malo

De acuerdo a estos valores, el CIP es un sélido con flujo aceptable con un indice de Carr
de 18,0 %, los demas materiales tienen flujo malo, ya que su indice de Carr es superior a
22%. Dicho comportamiento se corrobora con los resultados del indice de Hausner, que
relaciona los cambios entre la densidad aparente y apisonada con la friccién entre
particulas para predecir el flujo (97), ya que un sélido es de flujo aceptable si representa
un valor menor a 1,25, y el unico dato que se encuentra en este rango es el CIP con 1,22

los demas materiales se encuentran en un rango de 1,29 a 1,54.

El angulo de reposo se relaciona de manera empirica con la forma cénica que genera un
soélido y la capacidad que tiene el mismo para fluir (97). En la Tabla 3-10 se muestran los

valores tedricos de tipo de flujo para cada angulo de reposo.
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Tabla 3-10 Angulo de reposo con relacién al flujo de un sélido (97)

Angulo de reposo (°) Tipo de flujo
<20 Excelente
20-30 Bueno
30-34 Aceptable
> 40 Malo

El angulo de reposo para el CIP es de 34,8° lo cual hace que sea catalogado como
aceptable, a diferencia de los demas materiales en donde se evidencian valores mayores

de 55,0° catalogados como materiales con mal flujo.

Compresibilidad

Los resultados obtenidos para los materiales se encuentran en la Tabla 3-11.

Tabla 3-11 Resultados de compresion del almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF)y complejo
interpolielectrolito (CIP)

Material Adherencia Dificultad de expulsién  Desintegraciéon  Laminacién
AYNat + ++ 1 min 30 seg +
AYSucc + + 1 min 39 seg +

EuE + + 30 min 12 seg -

MF + + 4 min 44 seg’ +

CIP - - 9 min 49 seg’ -

"Polimero hinchado en la canastilla del equipo, con desintegracién del comprimido.

Los resultados demuestran que el CIP no presenta adherencia al punzoén, dificultad de
expulsién y laminacion a diferencia de los PE precursores, demostrando que es posible
comprimir directamente a diferencia de los demas materiales, los cuales si presentaban
dificultades en el momento de la compresion y las tabletas eran muy fragiles, demostrando
que no son utiles para compresion directa. En términos generales, de los resultados se
resalta el mejoramiento en todas las caracteristicas de compresion del CIP respecto a los
demas materiales y unido a su buen flujo, evidenciado anteriormente, sugiere su posible

empleo como excipiente de compresion directa.

Capacidad de sorcién

Esta propiedad es muy importante para la evaluacion de matrices hidrofilicas, ya que la
modificacion de la liberacién del principio activo depende del hinchamiento de la matriz,
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por tal motivo se midio la sorcion de los comprimidos formados en tres medios diferentes,
HCI 0,1 N pH 1,2; buffer fosfatos pH 6,8 y 7,2 en funcién del tiempo. En la Figura 3-9,
Figura 3-10 y Figura 3-11 se muestran los resultados de captacion de volumen del medio
en funcion del tiempo en los diferentes pHs.

A partir de los datos obtenidos de la sorcién en los diferentes medios, se calcularon las
velocidades de sorcion, se separaron los procesos de sorcidon por etapas (1, 2y 3) y se
obtuvo la ecuacioén para cada una, dependiendo de las velocidades de sorcion de agua.
Los materiales presentan procesos de sorcion en dos o tres etapas (ver Tabla 3-12). A
diferencia del EUE, todos los materiales presentan una velocidad de sorcién inicial mayor,

que poco a poco disminuye con relacion al tiempo.
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Figura 3-9 Comportamiento de sorcion del almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) y complejo
interpolielectrolito (CIP) en HCI 0,1 N pH 1,2
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Figura 3-10 Comportamiento de sorcion del almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) y complejo
interpolielectrolito (CIP) en Buffer de fosfatos 6,8
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Figura 3-11 Comportamiento de sorcion del almidén de yuca nativo (AYNat) y succinato
(AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE: AYSucc) (MF) y complejo
interpolielectrolito (CIP) en Buffer de fosfatos 7,2
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Después de trascurrido unos minutos, en el AYNat, el AYSucc, la MF y el CIP se genera
una capa de gel que va retrasando la penetracion del medio hacia el interior del
comprimido, por tal motivo, inicialmente se evidencian pendientes mayores en la etapa 1
o inicial con respecto a las etapas finales, en donde la velocidad se disminuye
considerablemente y tiende a mantenerse constante. En el caso del EUE, al ser un material
hidréfobo, inicialmente se resiste a la humectacion, por tal motivo la etapa 1 no tiene
pendiente ni ecuacion, pero al transcurrir el tiempo, un poco del agua penetra en el
comprimido, la pendiente mas alta se logra con el medio de HCI 0,1N pH 1,2 con un valor

de 0,002, debido a que en este medio es capaz de protonarse, haciéndolo mas hidrofilico.

Tabla 3-12 Comportamiento de sorcion de los materiales en los diferentes medios

Medio Muestra Etapa k (mL/200mg*min) R? Ecuacién de la
recta

HCI 0,1N AYNat 1 0,001 0,991 y=0,001x+0,197
pH 1,2 2 0,0002 0,926 y=0,0002x+0,325
AYSucc 1 0,008 0,965 y=0,008x+0,311

2 0,001 0,930 y=0,001x+0,403

EuE 1 0,000 0,000 NA

2 0,002 0,903 y=0,002x-0,317
3 0,0001 0,930 y=0,0001x+0,403

MF (0,75:1 1 0,001 0,967 y=0,001x+0,238
EuE: AYSucc) 2 0,0001 0,989 y=0,0001x+0,408

CIP 1 0,021 0,983 y=0,021x+0,069

2 0,0001 0,948 y=0,0001x+0,601

Buffer AYNat 1 0,001 0,992 y=0,001x+0,208
fosfatos 2 0,0002 0,994 y=0,0002x+0,274
pH 6,8 AYSucc 1 0,001 0,932 y=0,001x+0,347
2 0,0003 0,946 y=0,0003x+0,389

EuE 1 0,001 0,963 y=0,001x-0,114

2 0,0008 0,997 y=0,0008x-0,101

MF (0,75:1 1 0,030 0,985 y=0,030x+0,380

EuE: AYSucc) 2 0,002 0,904 y=0,002x+0,499

3 0,0004 0,969 y=0,0004x+0,543

CIP 1 0,295 0,987 y=0,295x+0,834

2 0,0004 0,903 y=0,0004x+1,382

3 0,0005 0,947 y=0,0005x+1,369
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Medio Muestra Etapa k (mL/200mg*min) R? Ecuacién de la
recta

Buffer AYNat 1 0,0003 0,993 y=0,0003x+0,270

fosfatos AYSucc 1 0,0002 0,992 y=0,0002x+0,359
pH 7,2 EuE 1 0,000 0,000 NA

2 0,00004 0,923 y=0,0004x-0,045

MF (0,75:1 1 0,020 0,966 y=0,020x+0,435

EuE: AYSucc) 2 0,0001 0,927 y=0,0001x+0,539

3 0,0002 0,944 y=0,0002x+0,531

CIP 1 0,266 0,992 y=0,266x+0,039

2 0,010 0,929 y=0,010x+1,062

3 0,0004 0,916 y=0,0004x+1,205

Comportamiento frente a la humedad

En la Figura 3-12 se presentan el contenido de humedad en estado de equilibrio para los

materiales estudiados en funcion de la humedad relativa.

Este estudio es importante para poder clasificar a los materiales de acuerdo a la capacidad

de tomar humedad del medio, en otras palabras saber qué tan higroscépico es, sometiendo

las muestras a diferentes camaras de humedad relativa de 34 a 92%, y evaluando las

variaciones de peso en cada caso (116).
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Figura 3-12 Contenido de humedad en el estado de equilibrio del almidén de yuca nativo
(AYNat) y succinato (AYSucc), Eudragit® EPO (EuE), mezcla fisica (0,75:1 EuE:
AYSucc) (MF) y complejo interpolielectrolito (CIP)

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura 3-12 del comportamiento de los
materiales frente a la humedad y teniendo en cuenta la clasificacion de higroscopicidad,
las muestras son Categoria I: No higroscopicas, ya que al ser sometidas a humedades
mayores al 90% las muestras no tuvieron ganancia de peso superiores al 20%. Por lo
general, estos materiales requieren un material de envase estandar y no presentaran
problemas de estabilidad fisica (116).

Si se evidencian diferencias entre los materiales precursores y el CIP, demostrando que
el CIP presenta mayor ganancia de peso a humedades relativas mayores de 70%.

Frentes de movimiento

Se midieron los frentes de movimiento de la MF y del CIP en tres medios diferentes: HCI
0,1 N pH 1,2; buffer fosfatos pH 6,8 y 7,2 en funcion del tiempo. En la Figura 3-13 se

presentan las fotografias de los frentes de movimiento para las dos muestras a tiempo 0 y
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480 min, a pH 1,2. En la Figura 3-14 y Figura 3-15 se presentan las graficas de los frentes
de movimientos para las muestras de MF y de CIP a pH 1,2 en funcion del tiempo.

a

Figura 3-13 Fotografias de las tabletas ubicadas dentro de los discos de Plexiglas usados
para establecer los frentes de movimiento experimentales, a. tiempo 0 min y b. tiempo 480
min de la MF (0,75:1 EuE: AYSucc), c. tiempo 0 min d. tiempo 480 min del CIP a pH 1,2.
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Figura 3-14 Frentes de movimientos de la MF (0,75:1 EuE: AYSucc) a pH 1,2
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Figura 3-15 Frentes de movimientos de la CIP a pH 1,2
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En los resultados se presentan las dinamicas de las muestras a pH 1,2 de los frentes de
movimiento con respecto al tiempo, en donde se observan comportamientos
completamente diferentes para la MF y el CIP, debido a que en la MF se evidencian los
tres frentes de movimiento, en donde el frente de erosion (de color azul en la Figura 3-13
fotografia b) se observa de mayor tamano al frente de erosién del CIP (de color azul en la
Figura 3-13 fotografia d), en donde se desintegré casi completamente y no se evidencié
claramente el frente de difusion. Esto quiere decir que a este pH el CIP no funciona como

matriz hinchable, sino como un sistema de liberacidén inmediata.

En la Figura 3-16 se presentan las fotografias de los frentes de movimiento para las dos
muestras a tiempo 0 y 480 min, en la Figura 3-17 y Figura 3-18 se presentan las graficas
de los frentes de movimientos para las muestras de MF y de CIP a pH 6,8 en funcién del

tiempo.

’“da |

Figura 3-16 Fotografias de las tabletas ubicadas dentro de los discos de Plexiglas usados
para establecer los frentes de movimiento experimentales, a. tiempo 0 min y b. tiempo 480
min de la MF (0,75:1 EuE: AYSucc), c. tiempo 0 min d. tiempo 480 min del CIP a pH 6,8.
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Figura 3-17 Frentes de movimientos de la MF(0,75:1 EuE: AYSucc) a pH 6,8
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Figura 3-18 Frentes de movimientos de la CIP a pH 6,8
Para las muestras sometidas al buffer pH 6,8 se evidencia una dinamica diferente a la

observada a pH 1,2, pues no se presenta desintegracion del CIP. Se presenta crecimiento
simultaneo del frente de erosion y de difusion, y la disminucion del frente de hinchamiento
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con respecto al tiempo. Este comportamiento es el esperado en una matriz hidrofilica, en
dénde, cuando el frente de difusion aumenta con respecto al tiempo, se da la liberacién
paulatina del farmaco contenido en el interior de la matriz (11,117). Adicionalmente se han
observado casos en los cuales el frente de difusion aumenta y disminuye aleatoriamente
a lo largo del tiempo lo cual es debido a que existen movimientos de translocacion del
polimero hinchable, lo cual evita que la capa de gel producida por el polimero se expanda

(117) comportamiento observado en la Figura 3-18 para el CIP.

Se observa gran diferencia entre los frentes de movimiento generados por la MF y el CIP,
ya que los valores para los frentes de erosion y difusion del CIP son mayores, evidenciando
que el CIP tiene mayor capacidad de hinchamiento que la MF formando una gran capa de
gel alrededor de la tableta (11). Esta mayor capacidad de hinchamiento podria hacer que
el CIP retenga mas tiempo el farmaco en su capa de gel y asi aumente el tiempo de
liberacion hacia el exterior de la matriz (14).

De manera similar a lo presentado anteriormente, en la Figura 3-19 se presentan las
fotografias de los frentes de movimiento para las dos muestras a tiempo 0 y 480 min, en
la Figura 3-20 y Figura 3-21 se presentan las graficas de los frentes de movimientos para

las muestras de MF y de CIP a pH 7,2 en funcion del tiempo.

Para las muestras sometidas al buffer pH 7,2 se evidencia una dinamica similar a la
observada con el buffer pH 6,8, con respecto al crecimiento simultaneo del frente de
erosion y de difusion, y la disminucion del frente de hinchamiento con respecto al tiempo.
La principal diferencia que se evidencia es que el CIP a pH 6,8 presenta un frente de
difusién mas estable, manteniéndose con pocas variaciones con respecto al tiempo,

mientras que a pH 7,2 tiende a disminuir después de los 120 min (ver Figura 3-21).
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Figura 3-19 Fotografias de las tabletas ubicadas dentro de los discos de Plexiglas usados
para establecer los frentes de movimiento experimentales, a. tiempo 0 min y b. tiempo 480
min de la MF(0,75:1 EuE: AYSucc), c. tiempo 0 min d. tiempo 480 min del CIP a pH 7,2.
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Figura 3-20 Frentes de movimientos de la MF (0,75:1 EuE: AYSucc) a pH 7,2
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Figura 3-21 Frentes de movimientos de la CIP a pH 7,2

Comportamiento de liberacion del dexibuprofeno

Para la evaluacion de la liberacion se elaboraron dieciocho comprimidos en total, cada uno
de 400 mg: nueve comprimidos de CIP + dexibuprofeno (200 mg) y nueve de la MF +

dexibuprofeno (200 mg).

Para cuantificar el dexibuprofeno liberado a partir de los comprimidos en cada una de las
condiciones del ensayo, se validé la metodologia analitica por UV. En la tabla Tabla 3-13
se muestran los resultados de cada uno de los parametros de la validacion. En el jError!
No se encuentra el origen de la referencia. se presenta el protocolo y resultados de la

misma.

Ademas de evaluar la liberacion del dexibuprofeno a partir de las matrices de MF y CIP,
estas se compararon con la muestra comercial en los tres medios seleccionados, HCI 0,1
N pH 1,2; buffer fosfatos pH 6,8 y 7,2 en funcion del tiempo. En la Figura 3-22 se muestran

los perfiles de liberacion del dexibuprofeno para cada una de las matrices a pH 1,2.
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Figura 3-22 Perfil de liberacién del dexibuprofeno a partir de la mezcla fisica de
polielectrolitos (MF) (0,75:1 EUE: AYSucc), del complejo interpolielectrolitico (CIP) y del
producto comercial, a pH 1,2.

Tabla 3-13 Resumen de la validacion de la metodologia analitica para el ensayo de
liberacion de dexibuprofeno

Parametro de Validacion Resultado Concepto
Rango 2 -12 pg/mL -
Selectividad (pH 1,2) 221 nm — No se presenta interferencias Cumple
Selectividad (pH 6,8) 221 nm — No se presenta interferencias Cumple
Selectividad (pH 7,2) 221 nm — No se presenta interferencias Cumple
Linealidad y = 0,0379x + 0,0067

M: t calculado = 71,276; t tabulado = 2,120 Cumple

b: t calculado = 1,513; t tabulado = 2,120 Cumple

R: t calculado = 71,276; t tabulado = 2,120 Cumple
Limite de deteccion 0,386 pg/mL --
Limite de Cuantificacion 1,169 ug/mL --
Repetibilidad del sistema RSD: 0,273% Cumple
Repetibilidad del método RSD: 0,737% Cumple
(4 pg/mL)
Repetibilidad del método RSD: 0,475% Cumple

(6 pg/mL)
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Parametro de Validacion Resultado Concepto
Repetibilidad del método RSD: 0,177% Cumple
(8 pg/mL)

Precision intermedia (Analistas) F caicuiado = 0,28; F tabulado = 4,75 Cumple
Precision intermedia (Dias) F caicuiado = 1,63; F tabulado = 3,89 Cumple
Precision intermedia (Replicas) F caicuiado = 0,59; F tabulado = 3,89 Cumple
Exactitud t calculado = -0,03; t tabulado = 2,31 Cumple
Robustez (Exactitud pH 1,2) t calculado = 0,48; t tabulado = 2,31 Cumple
Robustez (Exactitud pH 6,8) t caloulado = 0,17 t tabulado = 2,31 Cumple
Robustez (Exactitud pH 7,2) t calculado = -2,12; t tabulado = 2,31 Cumple

El comportamiento ilustrado muestra que al final del estudio (480 min) no se encuentra la
totalidad del principio activo disuelto en el medio. Esto se debe a que el dexibuprofeno es
poco soluble a pH acido, aproximadamente 10 mg por cada 100 mL (46).

Aunque los tres sistemas, en contacto con el medio acido se desintegraron casi de
inmediato, cabe resaltar que las muestras del CIP y MF presentan mayor porcentaje de
liberacion del dexibuprofeno que la muestra comercial en la Figura 3-22, pero la cantidad
disuelta en los 900 mL del medio de disolucién para las tres muestras es de
aproximadamente 90 mg, pero los comprimidos de la muestra comercial tienen el doble
dosis de dexibuprofeno lo cual hace que el porcentaje de liberacién sea menor en

comparacion con los porcentajes de liberacion del CIP y MF.

En la Figura 3-23 y Figura 3-24 se presentan los perfiles de disolucion para los

comprimidos de dexibuprofeno en buffer pH 6,8 y 7,2.
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Figura 3-23 Perfil de liberacion del dexibuprofeno a partir de la mezcla fisica de

polielectrolitos (MF) (0,75:1 EuE: AYSucc), del Complejo interpolielectrolitico (CIP) y del
producto comercial, a pH 6,8.
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Figura 3-24 Perfil de liberacion del dexibuprofeno a partir de la mezcla fisica de
polielectrolitos (MF) (0,75:1 EuE: AYSucc), del Complejo interpolielectrolitico (CIP) y del
producto comercial, a pH 7,2.
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Se observa que la muestra comercial libera el 90% del activo en menos de 60 min en los
medios de disolucion pH 6,8 y 7,2, confirmando ser un comprimido de liberacién inmediata.
Segun la Figura 3-23 y la Figura 3-24 visualmente la MF también se comporta como
sistema de liberacion inmediata, pero al calcular los factores de similitud (tomando como
referencia la muestra comercial), se obtiene que a pH 6,8 el f, es de 39,7 y a pH 7,2 de
64,6. Este resultado demuestra simitud a pH 7,2 y diferencias a pH 6,8. Para el CIP, con
valores de f, de 20,72y 27,06 a pH 6,8 y 7,2 respectivamente, demuestra no tener similitud

con la muestra comercial.

Este comportamiento muestra que el CIP genera un control en la liberacién, siendo mayor
a pH 6,8, lo que esta asociado a los resultados presentados en los frentes de hinchamiento
y en sorcioén, sugiriendo que el CIP podria ser empleado como excipiente en el desarrollo
de SLM tipo matriz hidrofilica. La desintegracion que sufre la matriz del CIP como resultado
de su disolucién a pH 1,2, podria prevenirse mediante el empleo de una cubierta

gastroresistente al momento de formular un producto.

En la Tabla 3-14 se muestran los parametros asociados a cada modelo cinético evaluado,
a partir de los datos de liberacién del activo a partir del CIP, que fue el que presenté un
control de la liberacion, junto al respectivo coeficiente de correlacion, en los medios de
buffer de fosfato pH 6,8 y 7,2.

Tabla 3-14 Modelos cinéticos, parametros y coeficientes de correlacién de la liberacién
del dexibuprofeno en el complejo interpolielectrolito (CIP) a pH 6,8 y 7,2.

Modelo Parametro pH 6,8 pH 7,2
Orden Cero ko (%/min) 0,205 0,208

R? 0,892 0,816

Orden 1 k1 (min™") 0,287 0,305

R? 0,975 0,969

Korsmeyer - Peppas k' (min™) 4,328 5,299
n 0,522 0,494

R2 0,997 0,994
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Los resultados del analisis cinético evidencian que el modelo al que mas se ajustan los
datos es el de Korsmeyer — Peppas, siendo el coeficiente de correlacion mas cercano a 1.
A partir de este modelo, el calculo de los valores de n da informacién acerca del mecanismo
de liberacion. En la Tabla 3-15 se muestran los valores teréricos de n con relacion al

mecanismo de liberacion.

Tabla 3-15 Mecanismos de liberacion suponiendo figura geométrica de cilindro segun
Korsmeyer - Peppas (63)

Valor del n Mecanismo de liberacién
0,45 Difusién Fickiana
0,45>n<0,89 Anémala
0,89 Relajacién — erosion del polimero

Segun los valores calculados de n para CIP reportados en la Tabla 3-14 comparados con
los valores tedricos de la Tabla 3-15, 0,522 para pH 6,8 y 0,494 para pH 7,2. indican que
la liberacién del dexibuprofeno de la matriz hidrofilica es de tipo anémalo, en donde se
presentan dos fendmenos difusion de Fick y relajacion — erosién de la matriz
(11,15,57,102,103).

Es importante tener en cuenta en el momento de la formulacién de una matriz hidrofilica a
partir del CIP, que en el medio de disolucion, el complejo podria interactuar con los demas
componentes que se encuentren ionizados, tales como sales (en éste caso los fosfatos del
buffer). Por tal motivo se debe tener en cuenta que dicho CIP debe ser estequiométrico,
para disminuir las interacciones innecesarias; aunque la presencia de dichas sales podria
disminuir la complejacion entre los poliiones (21), se han documentado casos en donde los
principios activos ionizados generan “defectos” en las cadenas de los PE afines, formando
enlaces ionicos fuertes, disminuyendo la liberacién (63). De acuerdo a los resultados
presentados de liberacion, no se evidencia que haya habido interaccion del CIP con los
iones del buffer ni con el dexibuprofeno, teniendo en cuenta que se alcanzé el 100% a pH
6,8 y 7,2 cuando se empled el CIP. Algunos autores Moustafine et al y Baena (63,109) han
manifiestado disminucion en la liberacion en presencia de los iones fosfato del medio, que
se pueden unir a los grupos no neutralizados del complejo generando matrices insolubles.
El hecho, de que no se presente interaccion de los fostatos con el CIP sugiere que se esta

comportando como un complejo estequiométrico. Por otra parte, de los resultados se
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infiere que si el dexibuprofeno se hubiera complejado, se reflejaria en un perfil de liberacién

controlado que no se presentd en el comprimido del activo con la mezcla fisica.

En general, a partir del estudio realizado para la caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas y funcionales del CIP, se demuestra que puede ser un buen material para

la formacién de una matriz hidrofilica, que libere controladamente el dexibuprofeno.

3.4 Conclusiones

Se establecié un pH de 6,0 por presentar el potencial Z mas cercano a cero, para la
obtencion de un CIP estequiométrico, con una relacion de 0,75:1 de EUuE y AYSucc, cuya

formacion se confirmd mediante IR.

Este complejo se caracteriza por ser un polvo fino de color blanco a beige, con un tamano
de 385,1 um y forma irregular. Estas propiedades intrinsecas diferentes a los de los
materiales precursores, demostraron que la formacién del complejo confiere un
comportamiento distinto, que se refleja en propiedades farmacotécnicas derivadas con

valores adecuados para ser empleado como un excipiente para compresion directa.

El comportamiento frente a la humedad, permitié clasificar al CIP, asi como a los demas
materiales como no higroscopicos (categoria 1), lo que facilita el almacenamiento o los
procesos tecnolégicos al momento de elaborar una formulacién, no requiriendo un

tratamiento especial frente a la humedad.

Mediante los ensayos de sorcion, se observé una mayor capacidad del CIP para captar el
medio liquido en los tres valores de pH, caracterizado por un comportamiento bifasico, en
comparacion de los PE precursores.

El analisis de los frentes de movimiento revelé que a pH 1,2 tanto el CIP como la MF se
desintegran rapidamente y no se evidencian los frentes. A los valores de pH 6,8 y 7,2 se
evidencian los frentes siendo mas claros y de mayor tamafo para el CIP, que para la MF.
Esto sugiere que la matriz con CIP, podria comportarse como una matriz hidrofilica.
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La validacion de la metodologia analitica se llevo a cabo en un rango de 2 a 12 ug/mL de
dexibuprofeno teniendo en cuenta los diferentes medios en los cuales se realizarian los
perfiles de disolucion, cumpliendo con los parametros de selectividad, linealidad, exactitud,
precision y robustez. Se establecieron los limites de deteccién y cuantificacion, que fueron
de 0,386 pg/mL y de 1,169 pyg/mL, respectivamente.

El comportamiento de la liberacion del dexibuprofeno presentd desintegraciéon para el
producto comercial, la MF y el CIP a pH 1,2. ApH 6,8 y 7,2, el producto comercial y la MF
se comportan como sistemas de liberacion inmediata, mientras el CIP presenté un control
de la liberacién, que se ajusta al modelo matematico Korsmeyer y Peppas, con un
coeficiente de correlacién de 0,997 para pH 6,8 y 0,994 para el pH de 7,2. El valor de n fue
cercano a 0,5 para los dos casos, lo que indica que dicho proceso de liberacion se lleva a
cabo bajo mecanismos de difusién y de relajacion — erosidon del polimero de la matriz

hidrofilica.






4. Conclusiones Generales

Se obtuvo el almidén de yuca modificado quimicamente por medio de succinatacion, con
un porcentaje de sustitucion 3,48 %. La caracterizacion realizada permitio demostrar que
el AYSucc tiene la capacidad de disociar en soluciones acuosas, convirtiéndolo en un PE

anioénico semisintético de gran utilidad para el estudio de los CIP.

Se obtuvo el CIP a partir del almidéon modificado (AYSucc) y un PE sintético (EUE), cuya
caracterizacion fisicoquimica y farmacotécnica demostré sus ventajas frente a los PE

precursores, en términos de fluidez y compresibilidad.

Los ensayos de sorcidn, frentes de movimiento y liberacion, este ultimo realizado
empleando una metodologia analitica validada por UV, permitieron demostrar que el CIP
se comporta como una matriz hidrofilica a valores de pH 6,8 y 7,2, caracterizada por una
mayor capacidad de sorcion de agua al principio del proceso; por una definicién clara de
los frentes de hinchamiento, difusion y erosion y por un comportamiento de liberacion

controlada, que se ajusta al modelo cinético de Korsmeyer y Peppas.

A partir de los resultados derivados del presente trabajo, se sugiere que el CIP podria ser
empleado como excipiente para la elaboraciéon de matrices hidrofilicas para administracion
peroral, elaboradas mediante compresion directa, con una cubierta entérica para evitar su
desintegracion al pH gastrico. Para el caso especifico de un SLM para dexibuprofeno se
logra el control de la liberacién durante 8 horas, siempre y cuando se incluya un

recubrimiento gastroresistente.
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Recomendaciones

Evaluar la formacion del CIP con almidones de yuca succinatos con diferentes grados de
sustitucion, para asi determinar la influencia de esta variable en la liberacion de principios

activos.

Continuar con los estudios para la evaluacion de la liberacién del dexibuprofeno, con todos

los excipientes de la formulacion, incluyendo una cubierta gastroresistente.

Continuar las investigaciones en el campo de los CIP empleando Unicamente almidones
modificados, con el fin de obtener sistemas que pudieran ser biodegradables y por lo tanto

adecuados para otras vias de administracion.



A. Anexo A: Validacion de la metodologia
analitica

PROTOCOLO DE VALIDACION ANALITICA

Metodologia analitica

Se peso aproximadamente 11,0 mg de dexibuprofeno (Balanza analitica, OHAUS Pioneer,
EEUU) en un vaso de precipitados y se adicion6 5 mL de metanol para disolver. Se
transfirio cuantitativamente a un balén aforado de 100,0 mL y se llevé a volumen con medio
disolvente. Se transfiridé una alicuota de 1,0 mL de esta solucién a un balén de 50,0 mL y
se llevo a volumen con el mismo solvente (66,118). Se us6 un espectrofotémetro UV-VIS
a una longitud de onda de 221 nm (Ultravioleta UV-1800, Shimadzu, Japon) siguiendo la

metodologia descrita por Dhartarkar (118), con algunas modificaciones.

Validacién de la metodologia analitica

Para la validacion de la metodologia analitica se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros: Rango, especificidad, linealidad, limite de deteccion y de cuantificacion.
Precisiéon (Repetibilidad del sistema, repetibilidad del método y precision intermedia),
exactitud y robustez (75,119-121).

e Rango
Se determindé en una concentracion de 2 a 12 ug/mL de dexibuprofeno en agua destilada
(66,118).

o Selectividad

Para la validacion de este parametro se realizé un registro en la region ultravioleta entre
200 y 400 nm con dexibuprofeno disuelto en agua destilada y los tres buffer de pH 1,2; 6,8

y 7,2. Adicionalmente se realiz la dispersion de la MF y del CIP en agua destilada y los
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tres buffer de pH 1,2; 6,8 y 7,2 de manera individual para determinar posibles

interferencias.

e Linealidad

La determinacion de este parametro se llevé a cabo empleando seis concentraciones
crecientes de dexibuprofeno. Las concentraciones utilizadas fueron de 2, 4, 6, 8, 10 y 12
pg/mL, cada una de las cuales fue preparada por triplicado a partir de la diluciéon de tres
soluciones madre de 100 yg/mL en agua destilada.

Los datos se calcularon teniendo en cuenta el modelo de una recta siguiendo la Ecuacién
A-1. El modelo estadistico utilizado fue el de t de studient en donde el t calculado debe ser
menor al t tabulado para el parametro del intercepto, y t calculado debe ser mayor al t
tabulado para la aceptacién de la pendiente y de la correlacion.

Ecuacion A-1 Modelo de la recta

y=a+ bx

Ecuacion A-2 Prueba t student para la correlacion
. Irl \J(n—2)

Ja—r?

Ecuacion A-3 Calculo de Sb

Sh =Y

(X0 —0)?]

Ecuacioén A-4 Calculo de Sa

Ecuacion A-5 Prueba t student para la pendiente
m

tm = —
m=3p
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Ecuacion A-6 Prueba t student para el intercepto

_b
" Sa

th
e Limite de deteccion y cuantificacion

Los valores de limite de deteccién y cuantificacion se estimaron segun el método basado

en la curva de calibracion utilizando la Ecuacion A-7 y la Ecuacién A-8 .

Ecuacion A-7 Calculo de limite de deteccidn
3,3 *Sa
m

Limite de Deteccién =

Ecuacion A-8 Calculo de limite de cuantificacion
10 * Sa
m

Limite de Cuantificacion =

e Precision
Para el estudio de la precision se tuvo en cuenta los siguientes parametros: Repetibilidad

del sistema, del método y precision intermedia.

o Repetibilidad del sistema

El estudio del parametro «Repetibilidad» correspondiente al instrumento de medida se
realizé6 mediante la lectura de una misma solucion diez veces y determinando el RSD, el

cual debe ser menor de 2,0%.

o Repetibilidad del método

El estudio del parametro «Repetibilidad» correspondiente al método se realiz6 mediante la
lectura de cinco soluciones a tres concentraciones diferentes, determinando la

concentracion de cada una, y el RSD, el cual debe ser menor de 2,0%.

e Precision intermedia

Este parametro se realizé evaluando la similitud estadistica de los resultados al variar el
dia y el analista en la realizacion de la metodologia analitica, empleando el mismo equipo.
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Para ello, cada dia, cada analista preparé una solucién de 4,0 ug/mL. Estas soluciones
fueron preparadas y leidas en tres dias diferentes, y el analisis estadistico fue realizado

mediante un ANOVA en donde el F calculado debe ser menor al F tabulado.

e Exactitud

Este pardametro se realizé evaluando el grado de concordancia entre los resultados
obtenidos por la aplicacion de la metodologia, y el valor verdadero aplicando la ecuacion
dada por la linealidad. Para ello, se prepararon tres soluciones a tres concentraciones
diferentes y se sometieron a la curva de calibracién. Se realiz6 el analisis estadistico de t

de student y el test de Cochran.

Ecuacién A-9 Prueba t student para la exactitud

{(100 — Promedio) *Vn}
RSD%
Ecuaciéon A-10 Prueba del test de Cochran para la exactitud

t calculada =

S?mayor
S21+ 522+ 523

Gexp =

e Robustez

Este parametro se realizd evaluando la exactitud de diferentes muestras preparadas a tres
pH diferentes, 1,2; 6,8 y 7,2. Para ello, se prepararon tres soluciones por pH, a tres
concentraciones conocidas de 2,0; 6,0 y 12 yg/mL y se sometieron a la curva de calibracion

para asi determinar si cumplen con el parametro de exactitud.

RESULTADOS DE LA VALIDACION ANALITICA

e Rango
El rango de concentracion estudiada se encuentra entre 2,0 y 12,0 pg/mL de

Dexibuprofeno.

e Selectividad

El método es selectivo debido a que no se observa en los espectros ninguna interferencia

proveniente del agua destilada. Adicionalmente se realizd el espectro del dexibuprofeno
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en diferentes solventes (buffer pH 1,2; 6,8 y 7,2) sin evidenciar ningun tipo de cambio en
el espectro (119,121). En la Figura A-1 se observan los espectros UV a diferentes pH en
donde a. corresponde al solvente agua destilada, b. buffer pH 6,8; c. buffer pH 7,2 y d. HCI
0,1 NpH 1,2.

0810

0,000

0,200

Abs

0.200

0,000

o .07 3 A A A A
200,00 220,00 240,00 260.00 280,00 20058
nm

Figura A-1 Selectividad del dexibuprofeno en agua y en buffer pH 1,2; 6,8 y 7,2

e Linealidad

El modelo usado se representa en la Ecuaciéon A-1 (119,120).

Tabla A-1 Datos primarios de la curva de calibracion

Solucién [C] ug/mL Abs 1 Abs 2 Abs Promedio
2,10 0,093 0,092 0,093
4,20 0,166 0,167 0,167
6,30 0,243 0,243 0,243
| 8,40 0,330 0,331 0,331
10,50 0,415 0,415 0,415
12,60 0,505 0,504 0,505
2,14 0,091 0,091 0,091

4,28 0,165 0,161 0,163
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Solucién [C] pg/mL Abs 1 Abs 2 Abs Promedio
6,42 0,247 0,247 0,247
| 8,56 0,337 0,332 0,335
10,70 0,402 0,402 0,402
12,84 0,489 0,489 0,489
2,18 0,092 0,092 0,092
4,36 0,166 0,163 0,165
6,54 0,250 0,249 0,250
i 8,72 0,340 0,335 0,338
10,90 0,407 0,407 0,407
13,08 0,495 0,495 0,495
Tabla A-2 Analisis estadistico de los datos para linealidad
[C] Abs
(ng/mL)

x y Y x? y> o (XBY r Y (v yix
2,10 0,093 0,194 4,410 0,009 -5,390 29,052 0,086 0,006 0,000
2,14 0,091 0,195 4,580 0,008 -5,350 28,623 0,088 0,003 0,000
2,18 0,092 0,201 4,752 0,008 -5,310 28,196 0,089 0,003 0,000
4,20 0,167 0,699 17,640 0,028 -3,290 10,824 0,166 0,001 0,000
4,28 0,163 0,698 18,318 0,027 -3,210 10,304 0,169 -0,006 0,000
4,36 0,165 0,717 19,010 0,027 -3,130 9,797 0,172 -0,007 0,000
6,30 0,243 1,531 39,690 0,059 -1,190 1,416 0,245 -0,002 0,000
6,42 0,247 1,586 41,216 0,061 -1,070 1,145 0,250 -0,003 0,000
6,54 0,250 1,632 42,772 0,062 -0,950 0,903 0,254 -0,005 0,000
8,40 0,331 2,776 70,560 0,109 0,910 0,828 0,325 0,006 0,000
8,56 0,335 2,863 73,274 0,112 1,070 1,145 0,331 0,004 0,000
8,72 0,338 2,943 76,038 0,114 1,230 1,513 0,337 0,001 0,000
10,50 0,415 4,358 110,250 0,172 3,010 9,060 0,404 0,011 0,000
10,70 0,402 4,301 114,490 0,162 3,210 10,304 0,412 -0,010 0,000
10,90 0,407 4,436 118,810 0,166 3,410 11,628 0,419 -0,012 0,000
12,60 0,505 6,357 158,760 0,255 5,110 26,112 0,484 0,021 0,000
12,84 0,489 6,279 164,866 0,239 5,350 28,623 0,493 -0,004 0,000
13,08 0,495 6,475 171,086 0,245 5,590 31,248 0,502 -0,007 0,000
7,49 0,290 48,240 1250,522 1,862 0,000 240,720 5,224 0,000 0,001
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Figura A-2 Curva de linealidad de dexibuprofeno en agua
Tabla A-3 Analisis estadisticos de los datos
Parametro Respuesta
r 0,998
r? 0,997
m o pendiente 0,038
b o intercepto 0,004
S y/x 0,008
Sb 0,001
m/Sb 71,276
Sa 0,004
b/Sa 1,514
Tabla A-4 Analisis t-Student de los parametros de la linealidad
Linealidad segun prueba t (n-2 grados de libertad, t dos colas, a:0.05)
t calculado t tabulado
r pendiente intercepto r pendiente intercepto
71,276 71,276 1,513 2,120 2,120 2,120

Segun el andlisis estadistico desarrollado anteriormente, se concluye que el Intercepto no
es significativamente diferente de cero ya que la t cacuada €S menor que la t tapuiada. La
pendiente es significativamente diferente de 0 ya que la t cacuiada €S mayor que la t tabuiada. Y

finalmente que hay correlacion entre los datos de la regresion ya que la t caicuiada €S mayor
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que la t tbuada (120). Por lo cual se dice que el parametro de linealidad se encuentra
validado y la Ecuacion A-11 representa la curva.

Ecuacion A-11 Ecuacion validada
y = 0,0379x + 0,0067

e Limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se representan en la Tabla A-5.

Tabla A-5 Limite de deteccién y cuantificacion calculados

Parametro Resultado (ug/mL)
Limite de deteccion 0,386
Limite de cuantificacion 1,169

e Repetibilidad del sistema

Con respecto a la repetibilidad del sistema, el RSD para las 10 lecturas fue de 0,273% (Ver
Tabla A-6). De acuerdo con estos resultados se puede afirmar que la metodologia cumple
con el parametro de repetibilidad para el sistema.
Tabla A-6 Datos de repetibilidad
Lectura Absorbancia

0,245

0,244

0,244

0,243

0,244

0,243

0,244

0,244

0,244

0,245

Promedio 0,244

RSD (%) 0,273
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o Repetibilidad del método

Con respecto a la repetibilidad del método, el coeficiente de variacion para las 15 lecturas
fue de maximo 0,737% (Tabla A-7). De acuerdo con estos resultados se puede afirmar

que la metodologia cumple con el parametro de repetibilidad para el método.

Tabla A-7 Datos de repetibilidad del método

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3
4,08 ug/mL 6,12 ug/mL 8,16 ug/mL
No Analisis Abs [C] (ug/mL) Abs [C] (ug/mL) Abs [C] (ug/mL)

1 0,163 4,124 0,236 6,050 0,316 8,161
2 0,161 4,071 0,239 6,129 0,317 8,187
3 0,161 4,071 0,237 6,077 0,317 8,187
4 0,162 4,098 0,237 6,077 0,317 8,187
5 0,160 4,045 0,237 6,077 0,316 8,161
PROMEDIO 4,082 6,082 8,177
DESVEST 0,030 0,029 0,014
RSD (%) 0,737 0,475 0,177

e Precision intermedia

Segun el analisis estadistico desarrollado, se concluye que los analistas, los dias y las
réplicas no presentan diferencias significativas en los resultados, ya que los valores de

F calculado SON Menores que los valores de F tapuiado VEr Tabla A-9.

Tabla A-8 Datos de la precision intermedia

Analista [C] (ug/mL) Réplica DIA1 DIA 2 DIA 3
Y Y? Y Y? Y Y?
Analista 1 4 1 0,162 0,026 0,165 0,027 0,164 0,027
2 0,164 0,027 0,167 0,028 0,165 0,027
3 0,163 0,027 0,165 0,027 0,165 0,027
Analista 2 4 1 0,163 0,027 0,164 0,027 0,165 0,027
2 0,165 0,027 0,162 0,026 0,165 0,027
3 0,164 0,027 0,166 0,028 0,163 0,027
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Tabla A-9 ANOVA de los factores

Fuente de error GL SC CM F cal F Tab
Analistas 1 5,00E-07 5,00E-07 0,282723 4,750
Dias 5,78E-06 2,89E-06 1,633508 3,89
Réplicas 2,11E-06 1,06E-06 0,596859 3,89
Error 12 2,12E-05 1,77E-06
Total 17 2,96E-05 1,74E-06
Exactitud

El parametro "Exactitud al 100% de recuperacion del nivel de concentracion" de la

metodologia analitica para la cuantificacion de dexibuprofeno no presenta una media de

recuperacion significativamente diferente de 100%. Ya que el valor de t caiculado €S menor

que el valor de t tapuiado, adicionalmente el valor de G experimental €5 menor que el valor de G

tabulado VEr Tabla A-11.

Tabla A-10 Datos para la exactitud

[C] (ug/mL) Abs mg mg Reales S? %R
4,08 0,163 10,31 10,20 0,076 101,08
0,161 10,18 10,20 99,79
0,161 10,18 10,20 99,79
6,12 0,239 10,22 10,20 0,051 100,15
0,237 10,13 10,20 99,29
0,237 10,13 10,20 99,29
8,16 0,316 10,20 10,20 0,019 100,01
0,317 10,23 10,20 100,33
0,317 10,23 10,20 100,33
Media % 100,01
RSD % 0,56
Tabla A-11 Estadisticos de la exactitud
Estadistico Resultado
Gexp= 0,5217
Gras= 0,8709
tca= -0,0367
trae= 2,3060
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Robustez

La metodologia analitica es robusta a los pH de 1,2; 6,8 y 7,2 para la cuantificacién de
dexibuprofeno. Los valores de t cacuado SON mMenores que los valores de t tabuiado,

adicionalmente los valores de G experimental SON Menores que los valores de G tapuado (Tabla

A-13).
Tabla A-12 Datos de % de recuperacion a diferentes pH
[C] (mg/mL) Réplica pH 1,2 pH 6,8 pH 7,2
% Recuperacion

2,0 1 100,82 99,34 100,89

2 102,03 98,02 99,64

3 99,61 99,34 98,38

6,0 1 100,18 100,40 101,90

2 99,77 101,28 101,48

3 100,18 100,40 101,90

12,0 1 98,50 100,33 101,00

2 98,70 100,11 100,79

3 98,50 100,33 101,21

Promedio 99,81 99,95 100,80

RSD % 1,17 0,93 1,13

Tabla A-13 Estadisticos de la exactitud a diferentes pH
Estadistico Resultado pH 1,2 Resultado pH 6,8 Resultado pH 7,2

Gexp= 0,7760 0,5455 0,7358
Gras= 0,8709 0,8709 0,8709
tca= 0,4877 0,1653 -2,1235
tras= 2,3060 2,3060 2,3060
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