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1. CICLODEXTRINAS

1.1 INTRODUCCION

Los antecedentes historicos se remontan a 189hdou¥illiers (Villiers, 1891)
obtuvo, de la fermentacion bacteriana del almididm, sustancia cristalina desconocida, a la
que denomind “celulosina”. Afios después, en 190Bamslinger $chardinger, 1903) aislo
dos compuestos cristalinos a partir de la digedtigicteriana del almidon, que parecian ser
idénticos a las “celulosinas” de Villiers. Schagbn identificé el género bacteriano
responsable de la produccién de estos compuddtmsis macerar)s asi como la enzima
implicada, la ciclodextrina-glucosiltransferasadgnomind a estas moléculas “dextrinas”,

gue después fueron también conocidas como “degtdagschardingerSzeijtli, 2004).

La estructura quimica de las ciclodextrinas (CDs)se conocié hasta finales de los
afos 30 Freudenberg & Meyer-Delius 1938). Freudenberg y sus colaboradores, basandose
en trabajos previos, describieron estas molécaasanacrociclos constituidos por residuos
de glucosa unidos por enlaces glicosidicg$—4). Este descubrimiento dio lugar a un
notable aumento en las investigaciones sobre pwtfEculas, que se vieron reflejadas en la
primera patente sobre usos y aplicaciones de ¢&sdeixtrinas Freudenberget al., 1953), y
en los trabajos de produccion enzimatica y carnaeigdn fisicoquimica de las ciclodextrinas

como componentes purdSramer, 1954;French, 1957).

A pesar de estos estudios, los altos costes deuguida y la posible toxicidad de las
ciclodextrinas (posteriormente atribuida a reswslidolventes organicos), ralentizaron el uso
e investigacion sobre estas moléculas durante élcedds. Ha sido a partir de los afios 70 y
hasta la actualidad cuando el conocimiento de jia toxicidad de las ciclodextrinas, junto
con el abaratamiento de los procesos de produdtampermitido el crecimiento exponencial

en el niumero de publicaciones cientificas sobdedéxtrinas Loftsson & Duchéne 2007).

1.2 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos fados por seisoCD), siete BCD) u
ocho (CD) unidades de D(+)-glucopiranosa unidas por eslaglicosidicosa(1—4)
(Duchéne 2011), que se obtienen por degradacion enzimaétaalmidon Bender &
Komiyama, 1978; Duchéne 1987). La enzima responsable de esta degradacion

(ciclodextrina-glucosiltransferasa) se puede obtate las bacteriaBacillus maceransy




Bacillus circulans (Szejtli, 2004). LaFigura 1 muestra la estructura quimica de las
principales ciclodextrinas y en Taabla 1estan recogidas sus propiedades fisicoquimicas mas
relevantes.
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Figura 1 — Estructura quimica dg gy yCDs.

Tabla 1 — Propiedades fisicoquimicas y dimensionekeculares de, f y yCDs(Gelb et al.,
1980, 1982Szejtli, 1988).

aCD BCD yCD
N° unidades glucosa 6 7 8
Masa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua a 25°C (g/L) 145 18,5 232
Diametro de la cavidadj 5,0+0,3 6,3+0,3 7,9+0,4
Diametro exteriorg) 14,6+0,4 15,4+0,4 17,5+0,4
Altura (A) 7,9+0,1 7,9+0,1 7,9+0,1
Volumen molecular de la cavidad 100 160 250
pKa(H20, 25°C) 12,33 12,20 12,08

La solubilidad acuosa de las ciclodextrinas es muunknor que la de los sacéaridos no
ciclicos similares. Esto es consecuencia de laguerion de las moléculas de CD dentro de
la red cristalina. Ademas, enf3€D, al tener un niumero impar de unidades de gluanpsa,
se forman seis enlaces de hidrégeno intramolecutnte los grupos hidroxilo secundarios,

evitando la formacion de enlaces de hidrogeno asmmoléculas de agua circundantes, lo




Introduccién 5

cual deriva en una menor solubilidad en aguacgye/CD (Tabla 1) (Loftsson & Brewster,
1996). Las CDs presentan una elevada estabilidadesho alcalino, pero se hidrolizan en
medio &cido fuerte, transformandose en oligosagalidealesl(i & Purdy , 1992).

Debido a la conformacion en “silla” que presenias moléculas de glucopiranosa que
componen las ciclodextrinas, éstas tienen una atsteu de cono truncado y hueco. La
cavidad central esta compuesta por las unidadaegudesa y los oxigenos de los enlaces
glicosidicos, por lo que presenta caracter hidrdfobientras que la parte externa es hidroéfila
debido a la presencia de grupos hidroxifag(ra 2). Debido al caracter hidréfobo de la
cavidad, las ciclodextrinas pueden formar complé@snclusion estables con moléculas (o
grupos concretos de moléculas) apolares de tantdtuaddDodziuk, 2006;Szejtli, 1998).
Ademas, al presentar los bordes externos de ldsdeitrinas un caracter hidrofilo, los
complejos de inclusibn a menudo son solubles era.agsta propiedad hace que estas

moléculas sean Utiles para numerosas aplicaciones.

Hidroxilos secundarios

Enlaces glicosidica

Hidroxilos primarios

HO

Figura 2 — Estructura esquematica de la geometdaida ciclodextrina.

También pueden obtenerse otras CDs de mayor taroaii®m son, €, {, n y 6CD,
formadas por 9, 10, 11, 12 y 13 residuos de gluaopsa respectivamenteychéne 2011;
French et al., 19651 arsen et al., 1998). Estas ultimas se obtienen en mpraporcion y
sus propiedades complejantes no son significatima@resentar una estructura cilindrica
distorsionada, con una cavidad interna menor g @iclodextrinas mas pequefias (debido
a su tamano, tienden a adoptar una conformacideoiual). Existen, ademas de las naturales
ya mencionadas, otras ciclodextrinas derivadasbitamllamadas modificadas. Estas CDs,
resultantes de la sustitucién de grupos hidroxdo giros grupos funcionales, presentan un
notable incremento en su solubilidad, comparadada ciclodextrinas naturalelsaftsson
& Brewster, 1996). Existen tres grupos importantes de CDs ifinadas: metiladas,

hidroxipropiladas (ambas neutras) o sulfobutilagdasgadas negativamente).




Las ciclodextrinas modificadas también tienen lac&dad de incluir moléculas en su
cavidad hidréfoba, pero con una afinidad difereatéa ciclodextrina natural de la que
derivan. Ademas, debido a su mayor solubilidadasegticlodextrinas también pueden

presentar un menor riesgo de toxicidad.

1.3 SEGURIDAD DE LAS CICLODEXTRINAS

En la actualidad, varios estudios de toxicidad demostrado que las ciclodextrinas son
practicamente inocuas, y los posibles problemaspge€elen ocasionar se conocen y su uso
estd regulado. Por ello, sélo en el campo farmaméuexisten alrededor de treinta
formulaciones que contienen ciclodextrinas y searomalizan en la actualidad (se muestran
algunos ejemplos en lBabla 9. El tipo de CD que contienen esta relacionadolaornia de

administracion.

Por via oral, las ciclodextrinas se consideranaate seguras, siempre por debajo de
unos valores maximos de administracion dependietgda normativa de cada pais o region
(segunArima y col. (2011), Japdn presenta una normativa meestsictiva y un uso mas
normalizado de CDs en productos farmacéuticos ccaxiitivos alimentarios). Esto se debe
a que las CDs apenas sufren hidrolisis y postexixmorcion en el tracto gastrointestinal
(Duchéne & Wouessidjewe1990;Irie & Uekama, 1997).

En lo que respecta a la administracion por vieaw@nosa, se ha observado que las
ciclodextrinas pueden inducir cambios morfolégieados eritrocitos, seguidos de hemolisis
(Macarak et al., 1991). Esto se debe a la interaccion geClas con componentes de las
membranas celulares, como el colesterol, protednfasfolipidos Ezejtli et al., 1986). La
BCD presenta una mayor afinidad por los dos primenisntras que para los fosfolipidos, la
interaccion es mayor carCD (Arima et al., 2011). En generfdCD es la ciclodextrina mas
problematica en esta via de administracion, segigeday por ultimoyCD, menos peligrosa
debido principalmente a su alta solubilidddofano-Méndez et al., 1994;0Ohtani et al,
1989).

La ciclodextrinas modificadas, por su mayor soldhidl, son mas apropiadas y por
tanto mas empleadas en principios activos cuyadeiaadministracion es parenteral o

intravenosa, como se observa eiddla 2
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Tabla 2 — Productos farmacéuticos comercializades gontienen ciclodextringé&rima et

al., 2011).
Ciclodextrina Farmaco Nombre comercial  Formulacion Compaiia
. . Ono (Japdn)
aCD Alprostadil Prostavastin Inyectable Schwarz (Europa)
Limaprost Opalmon Comprimido Ono (Japon)
. . Teikoku (Japdn)
£CD Benexate HCI Ulgut, Lonmiel Capsula Shionogi (Japon)
Cetirizina Cetirizine Comp_rlmldo Losan Ph?rma
masticable (Alemania)
lodina Mena-Gargle Solucion Kyushin (Japén)
Omeprazol Omebeta Comprimido  Betafarm (EEUU)
L . Pierre Fabre
yCD Minoxidil Alopexy Solucion (Francia)
Morfina Moraxen Supositorio SChW""TZ (Reino
Unido)
Hidroxipropil-3CD Indometacina Indocid Colirio Chauvin (Europa)
Mitomicina  MitoExtra, Mitozytrex  Inyectable Novartis (Europa)

Hidroxipropil-yCD Diclofenac sodico

Tc-99m
Teoboroxima

Sulfobutil éter8CD  Maropitant

Voriconazol

Metil-BCD Cloranfenicol

17B-Estradiol

Voltaren ophta

CardioTec

Cerenia

Vfend

Clorocil

Aerodiol

SuperGen (EEUU)

Colirio Novartis (Europa)
Inyectable Bracco (EEUUV)
Invectable Pfizer Animal
y Health (EEUU)
Invectable Pfizer (EEUU,
y Europa, Japon)
Colirio Oftalder (Europa)
Spray nasal Servier (Europa)




1.4 COMPLEJOS DE INCLUSION

Como se ha comentado anteriormente, a pesar détasscdubilidad en agua, la
cavidad interna de las ciclodextrinas es relativamapolar, por Io que estos compuestos son
capaces de formar complejos de inclusion con mtaéau regiones moleculares hidréfobas.
Esta es la propiedad mas importante de las cictodeg, y en la que se basan todas sus
aplicaciones. Como resultado de estas interaccmmedtienen estructuras del tipo “anfitrion

(CD) — huésped (sustrato)”, en las que la moléeuésped queda encapsulada por la CD.

Los complejos de inclusion pueden presentar digegséequiometrias, en funcion del
tamano de la ciclodextrina y de la estructura dadécula huésped a incluir. La interaccion
CD - sustrato no implica la formacién de ninguraealcovalente, por lo que la estabilidad
del complejo dependera de la fortaleza de las esion covalentes que se establecen entre la
CD vy el sustrato incluidoSzejtli, 1998). La afinidad de esta interaccion puedendeé
mediante las constantes de estabilidad de los eposptie inclusion que, en disolucion, se
pueden determinar mediante diferentes técnicaso damspectroscopia de fluorescencia, los

estudios de solubilidad o la potenciometRaKharsky & Inoue, 1998;Singh et al., 2010).

La formacién de complejos va a depender principatmele factores estéricos y
termodinamicos. Los factores estéricos implicaadacuacion del tamafio de la molécula o
parte de la molécula a incluir, al tamafio de ladade la CD correspondiente. Los factores
termodinamicos implican la existencia de un balalaverable de energia en el proceso de
formacion del complejo. Las CDs en disolucion aeutisnen su cavidad ocupada por
moléculas de agua, pero cuando se incorporan alonmadléculas huésped de caracter
hidrofobo, el agua es desplazada de la cavidacke Bmsiceso de sustitucion aporta una

contribucién entrépica favorable a la inclusi@ofzalez-Gaitanoet al., 2000, 2002).

Los complejos de inclusiébn permiten mejorar progiésss de la molécula huésped
como la solubilidad o la estabilidad ante procetegradativos entre otros, sin necesidad de

modificar quimicamente esta molécula.

1.5 POLIMEROS DE CICLODEXTRINA

Las ciclodextrinas presentan ciertas limitacionagasu utilizacion. EI hecho de ser
moléculas pequefas y bastante solubles puede fes@nproblema para su uso en algunas
de sus aplicaciones potenciales (como puede salifdnacion de residuos de aguas
contaminadas). Por ello, la eficacia y aplicabdidie las ciclodextrinas puede incrementarse




Introduccién 9

si se incorporan dentro de una estructura poliraépe. una red tridimensional insoluble), en
la que sigan siendo accesibles para la compleja€ésteroset al., 2006, 2007Garcia-
Zubiri et al.,, 2007;Renard et al., 1997,Vélaz et al., 2007). Ademas, esta complejacion
puede ser modulada debido a la funcionalidad awitide la macroestructura del polimero.
Es decir, ademas de la inclusiéon de la moléculagaden la cavidad de la CD, puede darse
la sorcion de esta en la red de polimegartia-Zubiri et al., 2007,Gazpio et al., 2008).
Esto hace interesante este tipo de polimeros pagddncion y liberacién controlada, tanto de

farmacos como de otras sustancias (insecticidatgrm@das o perfumes).

En general, nos referimos a polimero de ciclodeatrcuando la macromolécula
contiene dos o mas unidades de CD covalentemelazadas. La polimerizacion viene dada
por la reaccién de los grupos hidroxilo de las @Da un agente entrecruzante. Segun el
procedimiento que se utilice para obtener el paldneste puede presentar una estructura

muy diferente, de la siguiente manesa€jtli & Osa, 1996):

» Silas CDs se unen como sustituyentes a la cademapal de un polimero preexistente,
generalmente vinilico, se obtiene lo que se denamfpolimeros lineales”(Chen et al.,
2000;Crini et al., 1999, 2005zejtli et al., 1981)

» Si se produce un entrecruzamiento de las CDs mtedicondensacion, usando agentes
bi o polifuncionales$eader & Henley 1998), se obtienen “polimeros entrecruzados”. Los
entrecruzantes mas utilizados son, entre otrogdészidos y los diisocianatos. De acuerdo
con el grado de entrecruzamiento y con el pesoaulaeque presente el polimero final,
éste puede ser soluble o insoluble en cualquiehdiste.

» Otra alternativa consiste en la inmovilizacién gearo fisica de las CDs sobre un soporte,
como puede ser un oxido inorganico refractario, @temalimina. Normalmente tanto las
CDs como los soportes deben ser modificados previterantes del enlacBHan et al.,
2002). Esta técnica da lugar a materiales con agmhce formar complejos de inclusion.
En el caso de que la inmovilizacion sea fisicdyad®a de “polimeros que contienen CDs”.

Por ultimo, también pueden obtenerse lo que sendie@o“polimeros fisicos”, ya que
su sintesis no implica la formacion de enlaces guisnentre moléculas. Un ejemplo de estas
estructuras son los polirrotaxanos, donde varioboande CD se fijan alrededor de una

cadena de polimero, como “perlas” en un collari@fieta, 2012)
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(@)
23233

Figura 3 — Representacion esquematica de los tifgogolimeros de ciclodextrina mas

caracteristicos: (a) lineales; (b) entrecruzados) folimero fisico con estructura tipo collar.

Los polimeros mas utilizados y en los que se ceesta tesis son los polimeros
entrecruzadosHigura 3. Uno de los entrecruzantes mas utilizados egegita bifuncional
epiclorhidrina (EP). Esta molécula contiene un gr@poxido y un halégeno, que pueden
reaccionar con los grupos hidroxilo de las CDsewigndose éteres. La EP es mas reactiva
que otros epoxidos similares debido al efecto itidoael cloro. La reaccion de la EP se da
con los grupos hidroxilo de la ciclodextrina, sed¢mmsiguientes pasoBiQura 4; Renard et
al., 1997):

- Los grupos hidroxilo de la ciclodextrina puedencoganar con un grupo reactivo del

agente bifuncional (reaccion 1).

- La cadena lateral obtenida puede, ademas, reacadendos maneras diferentes: el anillo
de epdxido puede reaccionar con otro grupo hidsodé una segunda molécula de CD
(reaccidn 2), resultando en un puente glicerilo cueecta dos cavidades de CD, o bien el
anillo de epoxido puede ser hidrolizado (reacciprEd este ultimo caso, el resultado final
es una molécula de CD con un resto de glicerol,puezle dar lugar a una cadena mas

larga.

- Por otra parte, la epiclorhidrina tiene la capattide reaccionar consigo misma (reaccién
4) para formar homopolimeros de epiclorhidrina ifierentes tamarios, que también actian
como entrecruzantes. En consecuencia, los pueetagiakrilo y las colas de glicerol
pueden tener diferentes longitudes, obteniéndogmlimero final amorfo, con cadenas de

longitudes muy diferentes.
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Figura 4 — Esquema de las reacciones de la polieasdcion dggCD con EP

Anteriormente se ha discutido acerca de la segilid@alas ciclodextrinas y su posible
uso en las industrias alimentaria y farmacéutez¢ion 1.8 En el caso de estos polimeros,
aungue la epiclorhidrina presenta un caracter toxianto sus residuos como los de la
ciclodextrina se encuentran entrecruzados dentrdadesd polimérica, por lo que es
improbable encontrar residuos de EP lib@eir{i & Peindy, 2006), y son potencialmente
seguros para una posible administracion oral. Poorgrario, el caracter insoluble de estos

polimeros los hace inviables para la administrasiavenosa.

Ademas de la epiclorhidrina, en los dltimos afioshaa empleado otros agentes
entrecruzantes para la obtencién de diferentesnpabis insolubles de ciclodextrina, como
son el polietilenglicol Cesteros et al., 2006, 2007) o los diisocianatos de tolugnde
hexametileno Garcia-Zubiri et al., 2007). Los agentes entrecruzantes magagkils se
muestran en ldabla 3 Por otro lado, también es posible la sintesipaleneros solubles de
ciclodextrina de alto peso molecular empleando leqicrina como entrecruzante,

deteniendo la reaccidn antes de que se produgsdifigacion Renard et al., 1997).
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Tabla 3 — Algunos de los agentes entrecruzantasiqas utilizados en sintesis de polimeros
de ciclodextrina

Nombre Masa molar Estructura quimica
(g/mol)

Epiclorhidrina 92,53
Polietilenglicol variable

Dicloruro de acido

O
H OH
n
O
Cl
Cl
O

g 154,98
succinico
O
TS AN
1,6 dusomanato de 168.20 C\ /\/\/\/N\
hexametileno N C
\O

2,4-diisocianato de
’ O O
tolueno 174,16 \C C/
\N /

N
(@) OH
HO
Acido citrico 192,13
HO OH
(@)

@)
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Por ultimo, otros polimeros de ciclodextrina quenaa estudiado ampliamente en los
altimos afios son las redes interpenetradas de ea$m(PN, Interpenetrating Polymer
Network3. En lasIPNs dos estructuras reticulares de diferente nazmage entrecruzan
entre si (sin formacion de enlaces quimicos enfigs)e generando un material cuyas
propiedades pueden depender sinérgicamente deparpidn de componentes poliméricos,
con una menor separacion de fases que la simplelarfézica Yalero et al., 2005). Existen
diferentes tipos de IPNs: secuenciales, simultaf®bs), latex, gradiente, termoplasticos y
semi-IPNs Utracki, 2002).

Estas IPNs pueden ser de gran interés si se desteaner o liberar dos sustancias de
diferente naturaleza (mediante la sorcion select&/aada una de ellas en una red polimérica
diferente), o para el disefio de polimeros inteligerfpolimeros que sufren cambios en sus
propiedades como respuesta a ligeros cambios emtsuno, como temperatura, pH, luz,

campo eléctrico o magnético...).

1.6 APLICACIONES DE LAS CICLODEXTRINAS Y SUS POLIMEOS

Ciclodextrinas en alimentos

a, By yCD se encuentran dentro de las sustancias “GepndRaltognized As Safe”
(GRAS), de la Food and Drug Administration (FDA)sly uso como aditivo alimentario esta
permitido siempre por debajo de unos niveles masgi@DA, 2000, 2001, 2004). Por eso, es
frecuente su empleo como aditivos en bebidas, sop@sitaneas, cereales, gelatinas, chicles,
etc.; se han utilizado muy especialmente en cometassadas y alimentos precocinados,
para evitar la pérdida de aromas volatiles, y paraliminaciéon de colesterol en productos
bajos en grasa como leche, mantequilla, eBzejfli, 1998, 2004). Ademas, se estan
estudiando otros usos potenciales, como su empl&orecuperacion de sustancias dietéticas,
como el tirosol, que se pierden durante los praceoelaboracion de alimentdSafcia-
Padial et al., 2012).

Ciclodextrinas en el campo de la quimica

Las ciclodextrinas se emplean en las areas de tognafia y catalisisiuchéne 1987;
Schneiderman & Stalcup 2000). En quimica analitica, se utilizan CDs yivdelos para
preparar columnas capilares en separaciones crgrafitas de enantiomeros debido a sus

propiedades quirales. En cuanto a la catalisisiclasion de ciertas moléculas en la cavidad
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de la CD puede favorecer ciertas reacciones, debidamplicacién de los grupos hidroxilo
de las CDs en la reaccion.

Ciclodextrinas y medio ambiente

Las ciclodextrinas y sus polimeros también tienéidad en el area medioambiental;
en concreto, diversos polimeros de CDs se han admplpara la eliminacién de pesticidas
(Liu et al., 2011) y compuestos aromaticos del a@uini(, 2003;Romo et al., 2004, 2008;
Sanceyet al., 2011Sevillanoet al., 2008, 20%2¢u et al., 2003).

Ciclodextrinas en la industria farmacéutica

La aplicacion més interesante de las ciclodextramaselacion con este trabajo se da en
el campo farmacéutico. Uno de los objetivos de tnaegupo de trabajo en los ultimos afios
ha sido el estudio de las interacciones de lasdrsitrinas faddens et al., 2011Uzqueda
et al., 2006, 2009, 201¥¢lazet al., 1997) y de los polimeros de ciclodext(frarnandezet
al., 2011;Gazpio et al., 2008 Machin et al., 2012{JUzquedacet al., 2011) con sustancias de

interés farmacéutico.

Las ciclodextrinas y sus derivados se emplean ceruipientes en formulaciones
farmacéuticas con el fin de mejorar la solubilidizdl principio activo l(oftsson & Masson
2004; Loftsson et al., 2003, 2005Mura et al., 2002). Ademas, en muchos casos, la
formacion del complejo de inclusién confiere magstabilidad a la moléculd(chéne &
Wouessidjewe 1990).

En relacion con el uso de las CDs en el desardalsistemas de liberacion controlada,
en los ultimos afios se han realizado numerososliestsobre la posible incorporacién de
ciclodextrinas a sistemas matriciales, ya sean Qddgrales o modificadafRésheedet al.,
2008;Panichpakdee & Supaphol 2011), polimeros de CM@chin et al., 2012Namazi &
Kanani, 2009;Rodriguez-Tenreiro et al., 2007aZhang et al., 2011Zugasti et al., 2009),
redes interpenetradadM@ya-Ortega et al., 2010;Rodriguez-Tenreiro et al., 2007b) o
polimeros fisicosl@rrafieta, 2012;Li & Loh , 2008).

Ademas, la liberacion controlada no solo es Utieeindustria farmacéutica, ya que este
tipo de polimeros pueden emplearse también erefzapacion de otros productos industriales,
como pueden ser fragancias o pesticiPeppas & Ende 1997;Szejtli, 1988, 1997).
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2. LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

2.1 INTRODUCCION

Los farmacos se distribuyen en el organismo seg@npsopiedades fisicoquimicas,
tales como la solubilidad y el coeficiente de p#dti, y pueden alcanzar concentraciones
fuera del intervalo terapéutico, siendo inactivppar el contrario, dando lugar a efectos no
deseados o0 nocivoSéezet al., 2003). Por ello, desde hace mas de cudradas, se han
venido desarrollando lo que se denominan formasdakgficacion para una liberacion
controlada, que tratan de mantener estable unartracion terapéutica del farmaco en el

organismo.

Estos sistemas han ido adquiriendo cada vez masapmad en comparacion con otras
formas de dosificacion. Una de las primeras forntes liberacion controlada de
administracion oral que se desarroll6 fue la cgpSplansule, que se introdujo en la década de
los 50 @lythe, 1958). Este tipo de formulacion consiste en palds granulares o
“micropastillas” que contienen el principio activg, que ademas estan vehiculizadas en
capsulas de estearato de glicerilo y cera, coreigioi un mejor control de la liberacion y una
biodisponibilidad méaxima. En la misma décaBGaaudhry y Saunders(1956) plantearon el
uso de resinas de intercambio idnico para el diskfibormas farmacéuticas de liberacién
controlada para la administracion oral. Desde e@®nse han desarrollado numerosas formas
de administracion que proporcionan una liberaci@mtrolada para diversas vias de

administracion.

Estos sistemas de liberacién controlada ofreceremsas ventajas frente a las formas
de dosificacion convencionales. Las formas conwerates, que aun predominan en la
formulacién farmacéutica, no son capaces de redalarantidad liberada de farmaco y
presentan una liberacion inmediata o rapida, pogue se requiere una administracion
frecuente para mantener el nivel terapéutico. Carmoltado, la concentracion de farmaco en
sangre y tejidos fluctia bastant€igura 5), lo cual puede provocar, por un lado,
concentraciones puntualmente elevadas que prodwefeatos téxicos, y, por el otro, una
rapida caida por debajo del nivel minimo terapéuticn el paso del tiempo. En las formas
convencionales, la duracién de la eficacia terapgufueda condicionada por la frecuencia de
administracion, la vida media del farmaco y paraka de liberacion de este desde la forma de

dosificacion.
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Dosis toxica

Dosis terapéutica

(b)

Dosis no efectiva

(@)

Concentracién de farmaco en plasma

Tiempo

Figura 5 — Concentracion hipotética en plasma tieaberacion desde: una forma

farmacéutica convencional (a); una forma farmacéapara liberacion controlada (b).

Por su parte, los sistemas de liberacion contratadsdlo son capaces de reducir estas
fluctuaciones y mantener la dosis de principiovactentro de niveles terapéuticos, sino que
también es posible reducir la frecuencia de admnau®n. Esto se traduce a menudo en una
mayor eficacia farmacologica, un menor gasto dacfeio activo, y una reducciéon de la
toxicidad y otros posibles efectos secundariosvddas de las altas concentraciones
puntuales provocadas por el consumo repetido delaid. Ademas, principios activos con
tiempos de vida media cortos, pueden protegers$e diegradacion al ser administrados desde

este tipo de sistemakdtime et al., 2004).

Por otro lado, estos sistemas presentan tambiémadgdesventajas y limitaciones,
como pueden ser el retraso en el inicio de ladikién, una menor precision en el ajuste de la
dosis, una liberacion no completa de la cantidaderoda en el sistema, una dependencia de
la via de administracion, y un mayor coste de proihm y de aprobacién para su uso, hasta
tener una completa certeza sobre la seguridad iskelma disefiadoK{m, 2000). Estos
problemas pueden mejorar con el desarrollo de rsusisgtemas que se adapten al tipo de

farmaco y a la via de administracion.
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Los sistemas de liberacion controlada pueden iasse de acuerdo a su mecanismo de
liberacion y a su preparacién de la siguiente naar@ajpai et al., 2008;Kim, 2000;
Siepmann & Siepmann 2008):

A. Sistemas fisicos:

- Sistemas controlados por difusion:

* Sistemas monoliticos (matrices)
Farmaco disuelto
Farmaco disperso
Sistema poroso
Hidrogeles

* Sistemas de membrana (reservorios)
Actividad constante

Actividad no constante
- Resinas de intercambio iénico
- Sistemas controlados osmoéticamente

- Otros sistemas fisicos

B. Sistemas quimicos:
- Sistemas bioerosionables o biodegradables

- Sistemas con cadenas pendientes

C. Sistemas bioldgicos:

- Terapia génica

2.2 SISTEMAS MONOLITICOS O MATRICES

Un sistema matricial o matriz se define como uros@pque regula la liberacién de un
farmaco de acuerdo a la superficie de contactoetonedio. Las matrices pueden presentar

diversas formas y tamafios, pero siempre con unaejei@a controlada.

La liberacidn controlada depende de los materialee componen la matriz,
normalmente polimeros naturales, sintéticos o sambéticos Kelia, 1991). Algunos
ejemplos de polimeros empleados en el desarrollsislemas de liberacion controlada se
muestran en l&abla 4(Kim, 2000;Langer, 1989).
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Tabla 4 — Principales polimeros empleados en siasethe liberacion controlada

Tipo de polimero Polimero

Funcién

Gelatina
Acido alginico
Goma xantano, goma arabiga
Quitosano
Metilcelulosa
Etilcelulosa
Hidroxietilcelulosa
Hidroxipropilcelulosa
Hidroxietilmetilcelulosa
Hidroxipropilmetilcelulosa
Carboximetilcelulosa sodica
Acetato de celulosa
Acetato butirato de celulosa
Acetato propionato de celulosa
Acetatoftalato de celulosa
Ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa

Naturales

Semi-sintéticos

Resinas de intercambio i6nico (acido
metacrilico, poliestireno sulfonado...)

Acido poliacrilico
Poli(metilmetacrilato/metacrilamida)

Sintéticos

Poli(metilmetacrilato/dietilaminoctilmetacrilato)

Poli(metilmetacrilato/etilacrilato)
Poliftalato de vinilacetato
Polivinilalcohol
Polivinilpirrolidona
Acido polilactico
Acido poliglicélico
Acido polilactico/glicélico
Polioxido de etileno
Polidimetilsilicona
Polihidroxietil metacrilato
Polietilen-vinil acetato
Polietilen-vinil alcohol
Polibutadieno
Polianhidrido
Poliortoéster
Acido poliglutamico

Aglutinante, coacervacion
Encapsulacion
Matriz, aglutinante

Matriz, membrana

Aglutinante, recubrimiento
Matriz, recubrimiento
Aglutinante, recubrimiento
Aglutinante, recubrimiento
Aglutinante, recubrimient
Matriz, recubrimiento
Aglutinante, desiraege

Membrana
Membrana
Membrana
Recubrimiento entérico
Recubrimizentérico

Matriz

Matriz, bioadhesivo
Recubrimieetutérico
Matriz, membrana
Membrana
Recubrimiento entérico
Matriz
Aglutinante
Biodegradable
Biodegradable
Biodegradable
Matriz, aglutinante
Matriz, membrana
Matriz, membrana
Matriz, membrana
Matriz, membrana
Adhesivo, matriz
Bioerosionable
Biodegradable
Biodegradable
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En funcién de las propiedades y proporcion de tBneros utilizados en el disefio de
la matriz, es posible controlar el mecanismo prdadante en la liberaciorkhan & Zhu,
1999;Zugasti et al., 2009). En menor medida, la velocidad ber&icion depende también de
factores del medio de disolucion, como son el pld gemperatura, y por ello dependera de
los fluidos del organismd<@time et al., 2004Séaezet al., 2003).

Los sistemas monoliticos son los sistemas mas efypinenos costosos para controlar
la administracion de farmacos. Los procesos deactdion de estos sistemas no presentan,
por lo general, mucha mayor complejidad que los lae formas de dosificacion
convencionales, y son altamente reproducibles. A&derfas matrices dan una liberacion
inicial mayor que otros sistemas de liberacion mdatla (como los sistemas de membrana), a
la vez que pueden mantener una velocidad de lideraasi constante. Lieigura 6 muestra
de manera esquematica los principales sistemasdidie liberacion controlados por difusion

(extraido desSiepmann & Siepmann 2008).

Non-constant activity source First order release

Drug

Reservoir systems Teservolr

Constant activity source
ty Zero order release

Release rate controlling
membrane

Monolithic solutions Geometry dependent release

Monolithic systems <
Monolithic dispersions

Drug and matrix former

Geometry dependent release

Miscellaneous systems

Figura 6 — Clasificacion de los principales sistesytie liberacion controlados por difusion

(las cruces representan al farmaco disuelto y iosutos, particulas sélidas de farmaco).
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En este tipo de sistemas, el farmaco se disuehdispersa uniformemente. Un
dispositivo monolitico de disolucion contiene ldus@n de principio activo dentro del
polimero, mientras que un sistema de dispersiotiesanfarmaco solido disperso en la matriz
(Bajpai et al., 2008). Un tipo particular de estos sistefogdorman los hidrogeles: polimeros

capaces de hincharse y aumentar su volumen medhaaibsorcion de agua.

2.3 MODELOS MATEMATICOS

Los modelos matematicos desarrollados hasta el montkesempefian un papel muy
importante en la liberacion controlada de farmacgs, que permiten determinar los
principales parametros y los mecanismos que siguééracion de la molécula desde la
matriz. Esta informacion es util para caracterizaomparar diferentes perfiles de liberacion,
y puede facilitar el disefio de nuevas matricesnpériicas como vehiculos para inmovilizar,
encapsular y liberar progresivamente un farmacast&x varios modelos para representar los
perfiles de liberacidon, que relacionan la cantidadarmaco liberado en funcién del tiempo

transcurrido.

En base a la informacién obtenida al ajustar urilpge liberacibn a un modelo
matematico, es posible dilucidar cual es el meoamigo combinacion de mecanismos)
predominante en la cinética de liberacion de umd&o, y establecer correlaciones con la
estructura del polimero empleado. En este tralmjtas empleado los siguientes modelos de

analisis dependiente e independiente.
2.3.1 Modelos de analisis dependiente

Modelo de Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer y col., en 1983, desarrollaron un modelo simplemismpirico, que
relaciona exponencialmente la liberacion del famaon el tiempo transcurrido. Este
modelo, que se ajusta principalmente al 60-70%admahtidad de farmaco liberadan &
Metters, 2006), se emplea para determinar si la cinégclberacion sigue un mecanismo de
difusidn que obedece a la ley de Fick, o si pa@oekrario sigue un mecanismo diferente:

M

M_t = kKPtn 1)

00

dondet es el tiempo de liberacioN); es la cantidad de farmaco liberada en el tiemph, tes

la cantidad total de farmaco liberadgr es una constante cinética que depende de las
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caracteristicas estructurales y geométricas de daizanpolimérica, yn es el exponente
difusional, un indicador del mecanismo de liberaaide toma distintos valores dependiendo

de la geometria de la matriggbla 5.

Segun Peppasl valor den se relaciona con los diferentes mecanismos deatlim, de

la siguiente manerdéppas 1985;Ritger & Peppas 1987;Sinclair & Peppas, 1984):

« Valores cercanos a 0,5 indican que la liberacignesun comportamiento fickiano, siendo
la difusiéon el principal mecanismo implicado. Eneesaso, el estudio se puede continuar
aplicando el modelo de Higuchiliguchi, 1963).

- Valores den cercanos a 1 indican que la liberacion esta claataopor procesos de
relajacion/erosion del polimero, lo que se denortriaasporte “Caso II”. Estos perfiles se
ajustan al modelo de cinética de orden cero, poupresentan una liberacion constante

en el tiempoCosta & Sousa Lobg 2001).

« Valores comprendidos entre los dos anteriores dbbas segin geometriiabla 5 son
indicativos de un mecanismo mas complejo, en elinflleyen ambos procesos, difusion y
relajacion/erosion de la matriz polimérica. Es e ge denomina un transporte “anémalo”.
En este caso, interesa estudiar el perfil de ldé@naempleando el modelo de cinética de
primer orden o mediante el modelo aditivo de Pejfgadin, que indica la contribucién de
cada proceso al mecanismo global que sigue laaki@r Peppas & Sahlin 1989).

« Valores superiores a 1,0 muestran lo que algunosesudenominan transporte tipo “Saper
Caso II” Ritger & Peppas 1987).

Tabla 5 — Interpretacion del mecanismo de liberacs&ggun el exponente difusional n para
matrices de diferente geometrRitger & Peppas1987).

Exponente difusional (n) segiin geometria Mecanisnde liberacion
Lamina fina Cilindro Esfera

0,5 0,45 0,43 Difusion "fickiana"
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte andmal

1,0 0,89 0,85 Transporte tipo Caso Il

>1,0 >0,89 >0,85 Transporte tipo Super Caso |l
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Se han observado en algunos casos valores rday inferiores a 0,5. Estos valores
suelen obtenerse en perfiles con efdmtiost que presentan una liberacibn muy rapida. El
efecto burst puede considerarse segun dos puntos de vista:nadmese ve como una
consecuencia negativa, cuando se intentan obteatices de liberacion controlada a largo
plazo; sin embargo, en otras ocasiones, se busceapida liberacién o velocidades iniciales
altas. Por ello, algunos autores recomiendan eiimél primer 5-10% de la cantidad de

farmaco liberada antes de realizar el ajuste ada@on (1) Huang & Brazel, 2001).

Modelo de Higuchi

El modelo deHiguchi (1963) se emplea en los estudios de liberacidardeacos desde
matrices no erosionables, como los hidrogeles. d¢higulescribioé la liberacibn como un
proceso de difusion simple que sigue la ley de kiclue depende de la raiz cuadrada del
tiempo. Por tanto, el modelo de Higuchi simplifioaguede expresarse de la siguiente

manera.

M

Tkt @

00

dondet es el tiempo de liberacioM; es la cantidad de farmaco liberada a tiempa.tes la
cantidad total de farmaco liberaddsyes la constante de disolucién de Higuchi.

Este modelo se utiliza con frecuencia, debido graimente a su simplicidad. De igual
manera, al ser un modelo simplista, es dificil atrconclusiones definitivas sobre el
mecanismo de liberaciéon de un farmaco, por lo gqterésa ampliar el estudio mediante la
aplicacion de otros modelos, como los modelos iciogtde primer orden y de orden cero
(Siepmann & Peppas2001).

Por otro lado, en base al modelo de Higuchi esbposbtener una ecuaciéon que
permita determinar el coeficiente de difusi@) €n la liberacion de un farmaco desde una
matriz Pitarresi et al., 2002):

Dt \*°
q=2GC, (7j (3)

dondet es el tiempo de liberacién en segundpss la cantidad de farmaco liberado al medio
por unidad de superficie de la matriz (mgfEnC, es la cantidad inicial de farmaco en la

matriz por unidad de volumen (mg/&my D es el coeficiente de difusién aparente para el
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farmaco (crfYs). Una buena correlacion linegpbs. t>° se consigue normalmente hasta el 60-
70% del farmaco liberado.

Modelo de cinética de Orden Cero

Una cinética de orden cero es el modelo ideal aqplee dseguir la liberacion de un
farmaco si el objetivo es conseguir una actividadstante y prolongada, debido a que se
libera durante todo el proceso la misma cantidathdeaco por unidad de tiempGdsta &
Sousa Lobg 2001). Este modelo suele adecuarse cuando elnmeta predominante es la
relajacion/erosion del polimero (valor adecercano a 1 en Korsmeyer-Peppas), y viene

expresado por la siguiente ecuacion:
M, =M, +kt (4)

dondeM; es la cantidad de farmaco liberada en el tiempd, es la cantidad inicial de
farmaco en el medio (si la hubierakgyes la constante cinética de orden cero. En egiqjtr,

la cantidad de farmaco cargado en cada matrizhdtaeo diferente en funcion del tipo de
farmaco y polimero. Para facilitar la comparacignree los diferentes sistemas, se ha

modificado la ecuacién anterior refirieni al cociente de la cantidad total liberada:

L=kt (5)

dondeM,, es la cantidad total de farmaco liberad&;gyes la constante cinética de orden cero
(ko= K'oMs).

Modelo de cinética de Primer Orden

Por el mismo motivo que en el modelo anterior,repled una version normalizada de

este modelo, que se puede expresar de la sigunamtera Costa & Sousa Lobg 2001):

M
M

t :eklt (6)
dondet es el tiempo de liberacioN; es la cantidad de farmaco liberada en el tiemph, tes
la cantidad de farmaco liberado a tiempo infingok; es la constante cinética de primer

orden. Este modelo muestra, por lo general, buenalacion con los perfiles de liberacion
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gue presentan un mecanismo mixto o transporte dondrea el que influyen, en distinta

proporcion, tanto la difusién segun Fick comodijacion/erosién de la matriz polimérica.

Modelo aditivo de Peppas-Sahlin

En base a los trabajos previos realizadosApioey en 1966 para el caso de transporte
del disolvente al polimerd&eppas y Sahlinen 1989, desarrollaron un modelo en el que los
dos mecanismos principales que controlan la lib@ngoueden considerarse aditivos, y que se

expresa de la siguiente manera:

M

Y L=k t" + k" 7)

[oe]

donde el términdot™ corresponde a la contribucion del mecanismo desidif fickiana Kp

es la constante difusional), y el térmig¢?™ al mecanismo de transporte tipo Casdqlds la
constante de relajacion/erosion). El coeficiemtees el exponente de difusion puramente
fickiana para una matriz de cualquier forma geoiteétjue presenta liberacion controlada. El
valor dem se determina en funcion de la relacion diametp@ss que presenta la matriz
(Peppas & Sahlin 1989).

Los valores dép y ks permiten determinar el porcentaje de contribudértada uno de
los mecanismos implicados en la liberacidfp (para difusion fickiana yR para
relajacion/erosion del polimero), de acuerdo aelasaciones (8) y (9)Peppas & Sahlin
1989;Sujja-areevath et al., 1998):

1
Fo=—c— ®)
1+-Rt™
D
B =ty ©)
FD D

2.3.2 Modelos de analisis independiente

Comparacion de dos perfiles de liberaciéon: factdeediferencia ¢f v similitud (f)

Independientemente del modelo mateméatico seleabiopara el estudio de cada perfil
de liberacion, los perfiles realizados bajo coraties idénticas (temperatura, medio de

liberacion, forma y resistencia de la matriz, tiemge toma de muestra,...) pueden




Introduccién 25

compararse dos a dos empleando un factor de difardh) y un factor de similitudff)
(FDA, 1997;Moore & Flanner, 1996).

El llamado factor de diferenci&) calcula la diferencia en porcentaje entre dosasyr

teniendo en cuenta todos los puntos, y se expeekagiguiente manera:

f=t@ X100 (10)

El factor de similitud f) es una transformacion logaritmica de la inversdadraiz
cuadrada de la suma del cuadrado de la diferentia ambas curvas, y es una medida de la

cercania de los puntos de ambos perfiles, expresada:

f, =50109{{1+%i( R —Tﬂ_ | xlO% (11)

En ambos factoren es el nUumero de muestras tomaddsy T; indican el porcentaje de
farmaco liberado al tiempb(tiempo de cada toma de muestra) para el perfietbrencia y
para el del ensayo, respectivamente. En una coniparantre dos perfiles, hay que
seleccionar uno de ellos como referencia. Tambsgnosible tomar como referencia fera

suma de los valores medios entre los perflas{a & Sousa Lobg 2001).

Finalmente, las dos curvas se consideran tantososimélares cuanto mas préoximo sea
el valor def; a 0, y el valoif, a 100. Por lo general, los valoresfdede hasta 15 % (0-15) y
los valores dé&, mayores de 50 (50-100) aseguran la igualdad o algmeia de las dos curvas
(FDA, 1997;Costa & Sousa Lobg 2001), considerandose idénticas,; ®s igual a 0 ¥, es
igual a 100.

Area bajo la curva (AUCQC) v eficiencia de disoluci@E)

También es posible comparar dos perfiles mediantéleulo del area bajo la curva
(AUC) hasta un tiempt o mediante la eficiencia de disolucion (DE). L& Be define como
el area bajo la curva de liberacién hasta un tiempgpresado como porcentaje de area del
rectangulo descrito por el 100% del perfil en &@mo tiempo Khan, 1975).




26

3. HIDROGELES

3.1 DEFINICION

Un hidrogel es una red tridimensional de caderashiles, constituida por elementos
conectados de una determinada manera e hincha dela absorcién de aguldatime et
al., 2004). Estos geles son polimeros hidréfilaspiubles en agua, blandos, elasticos, y en
presencia de agua se hinchan, aumentando condataeatie su volumen, pero manteniendo
su forma hasta alcanzar un equilibrio fisicoquim{Pedley et al., 1980), mientras que en
estado deshidratado (xerogel) son vitreos. La ddgadale sorcion de agua de un xerogel
depende del niumero de grupos hidréfilos y del gamlentrecruzamiento del polimefa(
et al., 2009).

La hidrofilicidad de estos geles se debe a la praale grupos como: -OH, -COOH,
-CONH; y -SGH (Greenhamet al., 1993). Esta capacidad de absorber agumieserte en
materiales de enorme interés, sobre todo en lasindufarmacéutica, como sistemas de
liberacion controlada y/o sostenida de principiasivas, dispositivos para diagndstico,
substratos para el cultivo de células, geles plaereforesis, desintoxicantes sanguineos,
membranas para hemodidlisis, sistemas terapéubicoiegradables, lentes de contacto e
implantes Escobaret al., 2002).

Los hidrogeles se obtienen mediante polimerizagi@mtrecruzamiento simultdneo de
uno o varios monémeros mono o polifuncionales. ¢ascteristicas de estos monomeros y
del agente entrecruzante, asi como el grado decemtiamiento, determinan las propiedades

mecanicas y de hinchamiento del gel y, por tant@micabilidad.

3.2 PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS HIDROGELES

Composicién quimica

La naturaleza de los mondmeros y del agente engacte empleados condiciona las
propiedades del hidrogel resultante. Por ejemplepngleo de mondémeros hidroéfilos, como
las ciclodextrinas, da lugar a geles con una megpacidad de retencion de agua (y por tanto
una mayor biocompatibilidad y una mayor capacidadatcion de otras sustancias), pero con
peores propiedades mecaniddat{me et al., 2004).
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Grado de entrecruzamiento

En funcién de la relacibn mondmero/entrecruzante guesenta el hidrogel, sus
propiedades son diferentes. Una estructura retlautacon cadenas de entrecruzante cortas
(densidad de nudos de entrecruzamiento elevadaigdaa un material poco elastico, y con
una capacidad de sorcion limitada. Por el contrazamlenas de entrecruzante de mayor
tamafio producen una estructura menos reticulagar;, tanto mas porosa, lo que conlleva una

mayor capacidad de sorcion e hinchamiento, y ungneasticidad.

Las propiedades mecanicas de un hidrogel se puierminar mediante la medida de
la deformacién que sufre un disco de poliméjaal aplicarle una tension(Lin et al., 2007,
Rodriguez & Katime, 2003). De acuerdo a las siguientes ecuacioneppsible obtener

diferentes parametros mecanicos:
r=E(-1 (12)

r=G(A-1/1?) (13)

dondeE es el modulo de elasticidad de Youn& s el médulo de compresion. A partir del
valor de estos modulos, es posible determinardaidad de entrecruzamientos efectin ¥

la masa molar media por cadena de entrecruziije (

=1/3
v, = GF(’fT (14)
M, =20 (15)
1%

dondeR es la constante de los gases (8,314 Jriél™), T es la temperatura es la relacion,

en volumen, entre xerogel e hidrogelges la densidad del xerogel.

Capacidad de hinchamiento

La capacidad de absorcion de agua, determinadeal pstado de equilibrio hinchado, se
debe al balance entre la ésmosis, flujo de aguaemiea en la red, y la oposicion que
presentan las cadenas poliméricas a la expansiatime et al., 2004). Por tanto, la

composicion quimica y el grado de entrecruzamidetgolimero determinaran la capacidad
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de hinchamiento de este, ya que los espacios gestaaezcan entre las cadenas poliméricas
flexibles determinaran la cantidad de agua quédebgel puede albergaPéppas 2001).

La cantidad de agua que puede retener un hidrogell @stado de equilibrio hinchado
se puede expresar matematicamente de diferentesrasaatime et al., 2004), como el

grado de hinchamient®j:

W,
D=—1 (16)
Wy
o el factor de hinchamient&)
W
F=—* (17)
Wd

dondew; es el peso total del polimero hinchado en agudrdgel),w, es el peso de agua

retenida por el polimero,wy es el peso del gel seco (xerogel).

En base a los estudios realizados Ritger y Peppas(1987), la cinética del proceso
puede ser controlada mediante un seguimiento dealoses dd- a diferentes tiempos, hasta

llegar al equilibrio de hinchamiento, de acuerda siguiente ecuacion:

F/F, =kt" (18)

dondeF; es el factor de hinchamiento a tiempoF, es el factor de hinchamiento en
equilibrio, k es una constante relacionada con la estructuda ded yn es un exponente
indicativo del tipo de difusibnHariharan & Peppas, 1996;Lin et al., 2007;Ritger &
Peppas 1987;Saraydin & Caldiran, 2001)

Es posible relacionar el factor de hinchamiento toriemperatura a la que se ha
determinado, para obtener la variacion de entalplgoroceso 4H), segun la ecuacion de
Van’'t Hoff Hu & Lin , 1994):

din(F) __AH

d(l/T) R (19)
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dondeF es el factor de hinchamiento del polimero a teatpeaT, 4H es la entalpia de

hinchamiento del polimero en aguaR ¢s la constante de los gases.

Capacidad de sorcion de solutos

Se conoce como “sorcion” cualquier proceso en &l woa sustancia se asocia con fases
sélidas. Si el proceso se produce en una supetfidienensional se denomina adsorcion,
mientras que si se da en una matriz tridimensisedrata de absorciés¢hwarzenbachet
al., 2003). Para estudiar la distribucién de eludi de un soluto entre un soélido y una
disolucion, hay que considerar que la concentraititat de sorbato en el solidp(expresado
como cantidad de sorbato por unidad de masa ddo¥oliepende de la concentracion de
soluto que queda en la disoluci@y, La relacion entre estas dos concentracionesrsseo
como isoterma de sorcidén, ya que se aplica Uniceme&rtemperatura constant@afcia-
Zubiri , 2006).

En la mayoria de los casos, las isotermas se spiegs satisfactoriamente por la

ecuacion empirica propuesta por Freundlich, y guexpresa de la siguiente manera:

4=k Gy " (20)

dondeks es la constante de Freundlich o factor de capdcydd/n es el exponente de

Freundlich. Ambos se conocen como parametros denélieh y representan la capacidad y
la afinidad de la sorcion respectivamente. La isodede Freundlich asume que hay un gran
namero de sitios de sorcion, que ademas puedate ghiferentes tipos, cada uno de ellos con
una energia libre de sorcion diferen@afcia-Zubiri, 2006). Si, por el contrario, existe un

namero total de sitios limitado y homogéneo, elesim no se puede describir mediante la
ecuacion de Freundlich. En este caso, la isoterenaathgmuir puede ser un modelo mas

apropiado:

_ rmaxKLCeq

Ty K, Ceq

(21)

donde/max representa el numero total de sitios por masadeeste YK, es la constante de

Langmuir, que se define como la constante de émuailde la reaccién de sorcion.
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Existen ademas otros modelos, como el modelo deonth@l, que no han sido
utilizados para la caracterizacion de los polimernseste trabajoGarcia-Zubiri et al.,
2009).

3.3 HIDROGELES EN LA LIBERACION CONTROLADA DE FARMEOS

Los hidrogeles son materiales muy apropiados pesibles aplicaciones en medicina
(Hoffman, 2002), ya que muestran buenas propiedades denhpatibilidad, debido a su
consistencia blanda, elastica y su contenido e §lgyanthi & Rao, 1990). Ademas, su
capacidad de hinchamiento les aporta la propieda@bs$orber, retener y liberar algunos

compuestos organicos en disolucidmrédondo & Londofio, 2009;Katime et al., 2004).

En el proceso de liberacion de farmacos desdedrndel hacia el medio externo, estos
deben atravesar la barrera que supone la supedrliegel. Cuando la capacidad de
hinchamiento es elevada, la liberacion del farnesta determinada por la interaccién con los
intersticios de la red polimérica, por la geomettéh polimero y por las caracteristicas del
propio farmaco (solubilidad y peso moleculaBernandez et al., 2011). Por ello, las
caracteristicas de la red polimérica (descritasekempartado3.2) constituyen un factor
importante en la liberacidon, y pueden controlaragante la sintesis del polimero
(Matsuyamaet al., 1997).

Son particularmente interesantes los hidrogelescquéenen ciclodextrina@Cesteros
et al., 2006, 2007Fernandezet al., 2011 Gazpio et al., 2008Garcia-Zubiri et al., 2007,
Machin et al., 2012Rodriguez-Tenreiro et al., 2006, 2007&jzquedaet al., 2011Yang &
Kim, 2010). Debido a la capacidad de las CDs paraimslstancias en su cavidad, estos
hidrogeles presentan una mayor capacidad de sorcidma liberacion de farmaco sostenida

de acuerdo con la composicion del polimero y laaataristicas del disolvente.

La Figura 7 muestra un polimero de ciclodextrina-epiclorhidr{CD:EP) cargado con
un hipotético principio activo (en rojo). Se obseninicialmente las moléculas de farmaco
incluidas en las CDs y también retenidas en laietsira reticular del polimero. Al inicio de la
liberacion, en primer lugar difunden, en su mayatey las moléculas sorbidas en la red, para
posteriormente ser liberadas las moléculas de fomae han formado complejo de inclusion
con las ciclodextrinas. Esta hipotesis es cohemndos ensayos de determinacion del calor
isostérico de sorcion para varios compuestos,zagdis previamente en nuestro grupo de

investigacién con sustancias que forman complegsBED con constantes de asociacion
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elevadas. Estos ensayos concluyen que los sitiaftalenteraccion energética (las cavidades
de las CDs) son los primeros en ocuparse, y pdanto, la liberacion de las moléculas

incluidas en esas cavidades sera posterior a lasdeetenidas en los intersticios de la red
polimérica Garcia-Zubiri et al., 2007Gazpio et al., 2008)

Figura 7 — Liberacion de un farmaco desde una neflezruzada de CD con EP.

El mecanismo de liberacion depende por tanto deotaposicion del polimero. En
funcioén del tipo de CD, de la afinidad que tenga gldarmaco y de la estructura de la red
polimérica, es posible disefiar hidrogeles que sste&) a un mecanismo concreto de
liberacién y que presenten una velocidad de libénadeterminada.

Los mecanismos cinéticos mas importantes que nedamtaelocidad de liberacion de un
farmaco son el hinchamiento, la difusion y la @nsile la matriz Qosta & Sousa Lobg
2001;Lin & Metters , 2006;Sandovalet al., 2008 Siepmann & Peppas 2001;Zugasti et
al., 2009). El estudio de estos mecanismos requakrajuste de los datos cinéticos a
determinados modelos matematicos, teniendo enagemstel sistema presenta una geometria

determinada que es estable durante la libera€igui@ 8).

Figura 8 — Ejemplo de discos de CD:EP con una géoeeontrolada: (a) disco seco

(xerogel); (b) disco hinchado (hidrogel); (c) diskofilizado (xerogel poroso).
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4. SUSTANCIAS MODELO

4.1 INTRODUCCION

El uso como modelo de moléculas de estructura gsmnes conocidas es importante
a la hora de evaluar sistemas de liberacion ca@uaol En este trabajo, se han empleado
diferentes farmacos para estudiar las caractexsstae sorcion y liberacion desde los
polimeros de ciclodextrina sintetizados. Estos &ws presentan estructuras quimicas
similares (derivados del naftaleno), y se han dtetgniendo en cuenta trabajos anteriores del

grupo de investigacion sobre la formacion de cojopleon ciclodextrinas.

4.2 NAPROXENO

El naproxeno [acido (+)-2-(6-metoxinaftil)-propacoj es un derivado del acido
propanoico, de férmula empirica#,4,03; y masa molar 230,3 g/mol, que pertenece al grupo
de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)naetamente a los inhibidores de las
ciclooxigenasas 1 y 2/€laz et al., 1997). Se presenta en forma de polvoatinst blanco e
inodoro y tiene un punto de fusién de 156°C. Delasidgu caracter acido, su solubilidad es

elevada a pH basico, y se considera practicamesdéuble en medio acido.

R OO

Figura 9 — Estructura quimica del naproxeno.

Los responsables de la actividad farmacoldgicandptoxeno son el grupo acido y la
parte aromatica, que ademas estan relacionadda cmion a proteinas en el lugar de accion.

Por su parte, el radical metoxi es el responsabla distribucion del farmaco.

Su aplicacion terapéutica esta basada en su addiadtiinflamatoria y analgésica, por
lo que se emplea en el tratamiento sintomaticonfermedades como la artritis reumatoide,
la espondilitis anquilopoyética, la osteoartritiday artritis gotosa. El naproxeno se puede
administrar como acido o en forma de sal sodicad@pon intestinal mas rapida). En
comparacion con otros AINEs, presenta menor incidede efectos secundarios, lo cual
probablemente se debe a la ausencia de nitrogeso estructura.
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El naproxeno ha sido empleado como modelo paraesértbllo de matrices de
liberacidn de muy diferente naturaleza y mecanisim@ccion. Asi, en los ultimos afios se
han disefiado sistemas de liberacion controladodifasion, como hidrogeles inorganicos
(Carriazo et al., 2010), sistemas bioerosionabléso{leman et al., 1986), sistemas basados
en hidroxipropil metilcelulosa (HPMC)Kétzhendler et al., 2000) o matrices de acido
polilactico Miyajima et al., 1999). También se ha empleado el naproeenel disefio de
matrices de liberacion de orden cero, como sistdrasados en HPMQpnti et al., 2007), y
de otros sistemas potenciales para liberacion geafos, como particulas de hidrogel de

acido hialurénicokkici et al., 2011) o sistemas basados en quitosdhas (et al., 2003).

La interaccidn del naproxeno con las diferentelodextrinas es conocida y los valores
de las constantes de estabilidad de los complemsindlusion formados han sido
determinados por diferentes técnicas [40 para el complejo formado carCD, 1702 M
paraBCD y 179 M! parayCD, determinadas por el método de solubilidad & ZBettinetti
et al., 1989)]. Ademas, otros autores realizaramdéss con polimeros de ciclodextrina
empleando NAPMura y col. (2002) caracterizaron mezclas de naproxamopolimeros de
BCD:EP, tanto solubles como insolubles, mientrasMagin y sus colaboradores, en 2006,
observaron un aumento en la solubilidad del NARnaaterizaron su constante de inclusion

aparente con un polimero solublef3{eD.

4.3 NABUMETONA

La nabumetona [4-(6-metoxi-2-naftil) butan-2-ona$ e@n profarmaco no acido
perteneciente a la familia de las aril-2-butano®asformula empirica es;€H160, Y su masa
molar 228,3 g/mol. Su metabolito activo es el addmetoxi-2-naftil-acético (6-MNA), que

actua como inhibidor de la sintesis de prostagtasdpro-inflamatoriasGoyenecheeet al.,

2001).
. OO

Figura 10 — Estructura quimica de la nabumetona.
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La nabumetona se presenta en forma de polvo anisthlanco e inodoro. El punto de
fusion es 80°C y su cristalizacion se realiza ean@t Por su naturaleza cetonica, sus

propiedades no presentan variaciones significaguasincion del pH.

Al igual que el naproxeno, su empleo es efectiveeletratamiento de enfermedades
como la artritis reumatoide y la osteoartritis. @owentaja frente a otros principios activos
presenta una menor toxicidad gastrointestinalejadh en la baja incidencia de ulceras
producidas por su administracioflglfgott, 1994). Su interaccion con las CDs ha sido
estudiada con anterioridacClfen et al., 2004;Goyenecheaet al., 2001, 2002), lo que

convierte a la nabumetona en una molécula intetesamo modelo de liberacion.

4.4 NAFTIFINA'YY TERBINAFINA

Las alilaminas naftifina y terbinafina son dos faoms antimicéticos, cuyo mecanismo
de accidén consiste en la inhibicion de la epoxigtaciel escualeno, dentro de la via de sintesis
del ergosterol, constituyente esencial de la memgbielular de los hongo84lfour &
Faulds, 1992;Ryder & Dupont, 1985). Ambos se presentan como clorhidrato, emdade
polvo blanco. Su solubilidad en pH basico es maycala.

La naftifina [(E)-N-metil-N-(1-naftiimetil)-3-fenH2-propen-1-amino clorhidrato] tiene
una formula empirica £H2,NCly una masa molar de 323,5 g/mol. Su punto de emrilies
177-179°C.

T
N N

Figura 11 — Estructura quimica de la naftifina (diidrato).

La terbinafina [(E)-N-(6,6-dimetil-2-hepten-4-iniN-metil-1-naftaleno metanamina
clorhidrato] por su parte tiene una formula empide G;H,sNCI, una masa molar de 327,9

g/mol y un punto de ebullicion de 203-207°C
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CHs,
H
fs P CHs,
No 72 CH,

Figura 12 — Estructura quimica de la terbinafindoftidrato).

Ambas alilaminas han sido objeto de estudios rézsery se han determinado tanto
solubilidad como la estabilidad de los complejos dorman con las diferentes CDs
(Uzquedaet al., 2006, 2009, 2010).

4.5 OTRAS SUSTANCIAS MODELO

Ademas de los farmacos anteriores, se han empt#eafosustancias como modelo para
la caracterizacién de los diferentes polimerosetizgdos en este trabajo. Estas han sido
fenol, 1l-naftol y el farmaco antiinflamatorio diflisal. Ademés, se han empleado dos
derivados del fenol (3-nitrofenol y 4-nitrofenollla estructura de estas moléculas esta

recogida en |abla 6

La eleccion de estas sustancias se debe a difenmat®/os. Por un lado, la interaccion
de 1-naftol, fenol y diflunisal con las ciclodert@s ya habia sido estudiada en nuestro grupo
de trabajo, asi como por otros autores. Debido @difstente tamanio, la interaccion de cada
una de estas sustancias con las diferentes ChOgeemnte: el fenol, al ser de menor tamafio,
presentara una mayor interaccion @i@D (Lewis y Hansen 1973), el 1-naftol cofsCD
(Garcia-Zubiri, 2006), mientras que el diflunisal presentard interacciéon similar cofs y
yCD (Sideris et al., 1999). Por otro lado, se emple6 el 4-feétrol, ya que permite
caracterizar el material sorbente por medio dstimacion de la superficie disponible para la
sorcion Lynam et al., 1995; Pratt et al., 2010), y el 3-nitrofenol, debido a su $iond

estructural con el anterior.
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Tabla 6 — Estructura quimica de las sustancias nwdmpleadas en la caracterizacion de

los polimeros.

Nombre Masa molar Estructura quimica
(g/mol)

OH

1-naftol 144.3
OH
F

fenol 94,1

O
diflunisal 250,1 o Q O i

o

H
o
/
\
\O
(@)
. N\
4-nitrofenol 139,1 /N* OH
O

3-nitrofenol 139,1
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Como se ha comentado en la introduccion, las asfivthas son moléculas de gran
interés en la industria farmacéutica, dado queasibfe interaccion con un principio activo
puede mejorar las propiedades de este, bien sestailidad, su solubilidad, o la velocidad
de liberacion al medio desde la forma farmacéuBaa.ello, nuestro grupo de investigacion
se ha centrado en los ultimos afios en la realimatgddiferentes estudios de interaccion de
las ciclodextrinas y los polimeros de ciclodextiioa farmacos modelo de diversa naturaleza
y actividad, tales como los antiinflamatorios ndeesideos naproxeno, nabumetona y
diflunisal, los antifungicos natftifina y terbinaéin el regulador lipidico gemfibrozilo, el
antihipertensivo pindolol o el antidiabético glisda. Todos ellos contienen en su estructura
grupos aromaticos que presentan una interacci@rdhble con las cavidades hidréfobas de
las ciclodextrinas. Estos trabajos han incluiddreentros ensayos, la caracterizacion de los
complejos farmaco-ciclodextrina formados, tantosetucion como en estado solido, y el
estudio de las cinéticas de sorcion y liberaciotadaistancia modelo desde polimerogde

ciclodextrina.

Este trabajo pretende profundizar en estos estudarello, se han sintetizado matrices
poliméricas en forma de discos, para disponer de geometria controlada que permita
abordar el estudio matematico de la liberacionodegdrmacos. Esto supone un peldafio mas
en esta linea de investigacion, en su camino pasaposible aplicacion en la industria

farmacéutica.

Los objetivos especificos de esta tesis doctoraripp resumirse de la siguiente

manera.

1.- Optimizar la sintesis de polimeros @ED entrecruzados con epiclorhidrina, a
diferentes temperaturas (25, 35, 50 y 60°C), emdaite discos de dimensiones determinadas.
Por el mismo procedimiento de sintesis, obten@odisimilares con las ciclodextrinasy y,
asi como mezclas/f3 y Bly, sintetizados a una misma temperatura. Optimasapfocesos de
liofilizacién y secado de los discos de polimemtetizados para su conservacion y uso en
ensayos posteriore€4pitulos 1, 3y ¥

2.- Caracterizar los diferentes polimeros sintdtigzaseguin su capacidad de sorcién de
agua y solutos diversos, sus cinéticas de hinchamen agua, la determinacion de entalpias
de hinchamiento en agua, ensayos mecanicos, ysigndé la estructura y tamafo de los

poros Capitulos 1y 2
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3.- Estudiar la sorcién de diferentes sustanciadetooen los polimeros sintetizados.
Optimizar la carga de los discos a partir de disohes concentradas de farmaco en mezclas

etanol/aguaQapitulos 2, 3y}

4.- Estudiar la liberacion de los farmacos modealede diferentes discos de polimero,
en medios de liberaciéon que simulan condiciondsldigicas. Mediante el estudio de los
datos obtenidos en estas cinéticas empleando nsodeliematicos, caracterizar cada
liberacion mediante la identificacion del princigmlos principales mecanismos implicados
en la misma. Con ello, se pretende profundizarl @@m@ocimiento de estos sistemas, con el

fin de avanzar hacia la posible aplicabilidad dernfosmos (@pitulos 3y %
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ABSTRACT

Different insoluble polymers (hydrogels) have besymthesized by crosslinking-
cyclodextrins BCD) with the reagent epichlorohydrin at differeatniperatures. These gels
have been characterized by measuring their swatlpgcity, mechanical behaviour, thermal
properties and pore size distribution. The enthapywelling calculated show that water
uptake is an exothermic process. The hydrogelshegited at higher temperatures present a
higher swelling capacity, due to the self-polymatia@n of epichlorohydrin, yielding a more
expanded reticular structure. Mechanical assayw shat a lower synthesis temperature leads
to stronger and harder polymers, according with owel swelling capacity. SEM
microphotographs and pore structure assays cortfiemmacroporosity of the freeze-dried
samples, and the relationship between average fimee and synthesis temperature. The
characteristics of the polymer network constituteracial factor in the resulting sorption
capacity and release behaviour and, according é&ir ghroperties, these hydrogels are
potentially suitable as drug release systems.

Keywords: B-cyclodextrin, hydrogel, swelling kinetics, mechatiproperties, porosity
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1. INTRODUCTION

A hydrogel is a three-dimensional network consgstif flexible chains constituted by
some elements connected in a certain way and swollavater Katime et al., 2004). These
gels are hydrophilic, soft and elastic materiaispluble in water because of their “infinite”
covalent structure, and capable of swelling in agsesolutions with a substantial increase in
volume, but keeping its shape until physico-chemgzpuilibrium is reachedRedley et al.,
1980). The hydrophilicity of these gels is duehe presence of functional groups such as -
OH, -COOH, -CONH and -S@H (Greenham et al., 1993). This water uptake ability and
their soft and elastic consistency make them exhginteresting materials, especially in the
pharmaceutical industry, because of their gooddmguatibility (Hoffman, 2002;Jeyanthi &
Rao, 1990). Moreover, the swelling ability gives thehe capacity to absorb, retain, and
release some substances under controlled cond{feresdondo & Londofio, 2009;Katime
et al., 2004). For this reason, hydrogels are piatgn suitable for applications as
controlled/sustained release systems and diagndstices, as substrates for the growing of
cells, in the design of electrophoresis gels, doiadegradable therapeutic systefasdqobar
et al., 2002).

Hydrogels are obtained by simultaneous polymeprnatind crosslinking of one or more
mono or polyfunctional monomers. The charactesstf these monomers and the
crosslinking agent, as well as the crosslinkingsdgndetermine their network structure and,
consequently, the properties and applicability lvé tiydrogel Pal et al., 2009;Peppas
2001). Among the physical properties of a hydrogeth the mechanical behaviour and the
swelling capacity possess important roles. The ia@chl properties are directly related to
the crosslinking density: long crosslinker chaiaad/or low density of crosslinking knots)
relates to a greater resistance to deformation hef material. The swelling capacity,
determined by the equilibrium swollen state, is tluthe balance between osmotic forces (the
driving force for the water uptake) and the foregsrted by the polymer chains in opposition
to this expansionKatime et al., 2004). Hence, the determination of the amh@f water
imbibed within the hydrogel is an important criterifor characterizing the hydrogel for

biomedical applicationK@shyap et al., 2005).

Cyclodextrins (CDs) are cyclic torus-shaped oligobarides formed bya-(1-4)
glycosidic linked glucopyranose molecules. The mmemon arex, 3 andyCD, with six,

seven and eight glucopyranose units, respectivels present a relatively hydrophobic
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cavity (Szeijtli, 1998), which gives rise to a remarkable capaoitiorm inclusion complexes
with organic molecules, through host-guest inteoast Crini, 2003). Due to their ability to
form inclusion complexes with different molecul€3)s are particularly interesting in the
synthesis of hydrogels. Thus, different CD polymiease been synthesized in recent years
(Cesteroset al., 2006, 2007Garcia-Zubiri et al., 2007 Rodriguez-Tenreiro et al., 2007;
Yang & Kim, 2010). Because of the complexing ability of tlyeladextrins, these hydrogels
are expected to show a higher sorption capacitthesorbate can be retained both in the CD

cavity and in the polymer networksércia-Zubiri et al., 2007Gazpio et al., 2008).

By modifying the synthesis conditions, the gel mies of the cyclodextrin polymers
can be tuned. Previously, the effects of the crulsst length Cesteroset al., 2007) and the
crosslinking density Katime et al., 2006;Romo et al., 2006) have been studied. The
characteristics of the polymer network constituteracial factor in the resulting release
behaviour, and the predominant mechanism of thegs can be controlled from the
synthesis of the geMatsuyama et al., 1997). In the present wofdCD based hydrogels
have been synthesized at different temperaturesrdar to obtain materials with different
properties, which have been characterized by meastheir swelling capacity, mechanical
behaviour and pore structure. These gels are egbetct be suitable for application in

controlled drug release systenMachin et al., 2012).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 MATERIALS

B-cyclodextrin (BCD) was a commercial product (Wacker). Reagentshémiohydrin
(EP; Sigma Aldrich), NaBiHand NaOH (Panreac, analytical grade) were usaegasved.
All other reagents and solvents were from Panreac.

2.2 POLYMER SYNTHESIS

Bulk polymerization was developed by crosslinkgi@D with reagent epichlorohydrin,
according tdGarcia-Zubiri et al. (2006) (based on the procedur€wnhi et al. (1998))BCD
and a constant 1:11 CD:EP mole ratio were usedh®rsynthesis process. Four insoluble
polymers were synthesized at different temperatl#®¥C, 35°C, 50°C and 60°C. According
to molar ratio and temperature, polymers were narh&f5, 1135, 1150 and 1160,
respectively.




Capitulo 1 61

Once the reacting mixtures are about to reach éhegaint, they were transferred to
cylindrical moulds (diameter 76 mm, thickness 3 numisisting on a Teflon® ring between
two glass square€gsteroset al., 2009Machin et al., 2012). After complete gelation in an
oven at the same synthesis temperature, the magids carefully removed and the gels were
cut with a cork borer to obtain 13+1 mm diametecdi The resulting discs were immersed in
water overnight to remove possible reaction resdddter this procedureghe discs can be
stored in two ways: either dried or lyophilized.n8odiscs were dried at room temperature,
introducing them into small bottles with a smallamt of towel paper, to ensure a very slow
drying and to prevent the rupture of the disc. Papeets were changed daily, until the total
drying of the discs. Other discs were freeze-d(j€elstar Cryodos Lyophilizatprfor 4-5

hours at -50°C. The samples were previously fraaeB0°C for 30 minutes.

2.3 ASSAYS IN XEROGELS

Swelling studies

In orderto characterize the network structure of the déffiersynthesized polymers,
swelling kinetic studies were carried out at constamperature using a heating bath. Dried
hydrogel discs were immersed in an excess of lddtwater (1L) at 20, 30, 40 and 50°C. The
swelling kinetics assays were performed in dupdicafollowing standard procedures
(Cesteroset al., 2006, 200Quintana et al., 1999).

The amount of water retained inside the hydrogelghe equilibrium state can be
expressed mathematically in different ways, eitherl swelling degree or a swelling factor
(Katime et al., 2004). The swelling factdf)(is defined as the ratio of the weight of water
retained by a polymer disev() and the weight of the same dried disg)([Eq.(1)]. The
swelling degreeld) is defined as the ratio of the total weight afveollen polymer discwy)
and the weight or the same dried disg) (Eq.(2)]:

F=w,/w, (1)
D =w/w, (2)

Based on thé& values obtained, the enthalpies of swelling ofdiuethesized polymers
were calculated by plottinig F versusl/T, according to the van’'t Hoff equation fBr(Hu &
Lin, 1994):




62

din(F) _ _AH,, .
d(L/T) R )

whereF is the swelling factor of the polymer at temperafl, 4H;, the enthalpy of mixing

between each polymer and water, &1id the gas constant.

Finally, according tdRitger and Peppas(1987), the water uptake and the tineafe

related by an exponential function:

F./F, =kt" (4)

whereF; is the swelling factor at timg F., is the equilibrium state swelling factds,is a
constant related to the structure of network and an exponent indicative of the type of
mechanisml(in et al., 2007Ritger & Peppas 1987;Saraydin & Caldiran, 2001); a value
of n equal to 0.5 indicates that the water uptake Wadla Fickian behaviour, whereas a value
close to 1.0 reflects the influence of polymer okaielaxation on the movement of water
molecules in the matrix. The first 60% of the waiptake data were fitted to Eq.(4) and the

corresponding values &fandn were obtainedHariharan & Peppas, 1996).
Pore structure

A comparative pore size distribution study was @eried for the different freeze-dried
polymers with the mercury intrusion porosimetryhigicue using aMicromeritics AutoPore
IV 9500 with a pressure range between 0.0015 and 207 MRssure, pore diameter and

intrusion volume were automatically registered.

In addition, the microscopic structure of the pogysmwas observed by SEMdanning
Electron Microscope, DSM 940 A Zgisélso, freeze-dried polymer discs hardnesses were

measured using@aleva Tablet Hardness Tester

2.4 ASSAYS IN HYDROGELS

Mechanical properties

The extension ratio of the hydrogel digy ersus the applied force per unit areéanas
measured for swelling hydrogels usin@arkin Elmer DMA-7 dynamic mechanical analyzer
with parallel plate geometryRpdriguez & Katime, 2003). According to the following
equations, different mechanical parameters couldbiained Kariharan & Peppas, 1996;
Lin et al., 2007):
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r E
S T ®)
G =RV, 4" (6)
M, =22 (7)

whereG is the shear modulug,is the Young's modulug is the volume fraction of polymer
in the hydrogelye is the effective cross-link densify, is the density of the xerogel, aN is

the molar mass per cross-link.
Thermal analysis

The thermal analysis of the polymers was performsithg adifferential scanning
calorimeter TA Instruments (DSC 292@alibrated with indium and equipped with a
refrigeration unit. Excess of water was removedapping the surface of the hydrogels with

filter paper.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 ASSAYS IN XEROGELS

Swelling studies

The amount of water absorbed by the xerogel disckthe corresponding swelling
process were studied following standard proceddres.swelling factorsK) were calculated

for the five polymers according to Equation (1).

Table 1shows theF values obtained for the polymers, measuring thérdifeerent
temperatures after equilibrium is reached. The inbthF values evidence the remarkable
affinity of the polymer discs towards aqueous mediaich confers them the potential ability
to release entrapped solutes in a biological medium observed that the swelling factor is
higher when the synthesis temperature increases.cén be related to the fact that EP self-
polymerization is favoured at higher temperaturgglding a more expanded reticular
structure, which explains the higher water sorpttapacity observedRpomo et al., 2006).
Moreover, the increase in the temperature of thellsyg medium results in slightly lower
values off for the same polymer, due to the exothermic natfitke swelling.
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Table 1 - Swelling factors of the synthesized pefgndetermined at different water

temperatures.
Water Polymer
temperature

(°C) 1125 1135 1150 1160
20 1.82 1.86 2.74 3.62
30 1.81 1.84 2.69 3.58
40 1.79 1.80 2.64 3.48
50 1.78 1.78 2.58 3.41

The enthalpies of mixing between each polymer amdem(4H) were calculated
according to Equation (3). The valueslofF versusl/T were plotted for the four polymers
(Figure 1), and the corresponding enthalpies were calculfated the respective slope values
(Table 3. Negative values ofH,, confirm the exothermic nature of the swelling,sagen in
the literature for other swellable polymeitan( et al., 2007). Also, it is observed that the
enthalpy value depends on the polymer type. ItEmaseen thgtiH,,| values increase for the
polymers synthesized at higher temperatures, heset presenting a more pronounced

swelling capacity.

= 1125
1'3'_ /k//*’ e 1135
1.9 A 1150
] v 1160
1.14
LL 1'0__ //
£ 009
0.8+
0.74
064 S,
0-5- T T T T T T T T 1
3.1 3.2 3.3 34 35

1/T x10(K™)

Figure 1 — Temperature dependence of equilibriurtemaptake for different polymers.
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Table 2 - Values ofH, for the swelling of the synthesized polymers.

Polymer type AHm (kJ mol™)
1125 -0.65
1135 -1.32
1150 -1.56
1160 -1.60

The swelling profiles confirm the data obtainedleible 1(Figure 2. Figure 2ashows
the complete swelling profiles of the four polymanswater at 20°C. Highef values are
gradually observed according to the increase irsyimhesis temperature. On the other hand,
Figure 2bshows the first section of the swelling profildssample 1150. In all cases, for a
given polymer, higheF values are observed at higher water temperatcoegsponding to a
faster diffusion of the water molecules within thelymer network. Although the swelling
process occurs faster at higher water temperattinesequilibriumF values reached are
slightly lower (Table J.

(a) (b)

3.5 -

= 1125 2.0 s 20°C
30/ ¢ 1135 v e 30°C

' 4 1150 A 40°C v,
2.5 v 1160 A A A 154 v 50°C v Va
' v A o
YV oa 1 v Voa °
2.0 v A v A o .
R e o . 1.04 v A . ° . .
LL o® LL ' A . [
1.5 ° " " " Ya - "
® L g Y a ®
" s = "
Lo 05{ yiit
"
0.5 11 (]
0.0+ T T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T L— T 1
0 400 800 1200 1600 2000 0 20 40 60 80 100 120 140
t (min) t (min)

Figure 2 — Swelling profiles of cyclodextrin polysm@btained in water at 20°C (a), and the
first section (0-150 min) of the swelling profilesthe 1150 sample at different temperatures

(b).
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In Table 3the kinetic parameters obtained by fitting the ling data of the polymers to
Eq.(4) at different water temperatures are compiléen values are between 0.5 and 0.6 for
all cases, indicating that these swelling processeanainly controlled by Fickian diffusion
(Lin & Metters, 2006). For a given polymer, an increasekofalues as a function of the
temperature was observed. It occurs because, ed abbve, an increase in water temperature
facilitates the water diffusion into the polymertnra These values are in the range of those
obtained by other authorkif et al., 2007).

Table 3 - Values of k and n for CD polymers deteetliat different temperatures. The

coefficient of determinationdris given.

Polymer type T (°C) r k x 107 n
1125 20 0.999 2.710.1 0.54+0.1
30 0.998 3.0£0.1 0.56+0.1
40 0.996 3.1+0.2 0.58+0.2
50 0.994 3.4+0.3 0.58+0.2
1135 20 0.999 2.810.1 0.54+0.1
30 0.998 3.1+0.1 0.5410.1
40 0.996 3.2+0.2 0.57+0.2
50 0.998 3.5+0.2 0.57+0.1
1150 20 0.999 3.210.1 0.55+0.1
30 0.999 3.41+0.1 0.56+0.1
40 0.996 3.6+£0.2 0.57+0.1
50 0.999 4.1+0.1 0.59+0.1
1160 20 0.999 3.810.1 0.50+0.1
30 0.998 4.0+0.2 0.55+0.1
40 0.999 4.4+0.1 0.52+0.1

50

0.999

4.6+0.1

0.52+0.1
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Pore structure

In order to evaluate the microstructure of the pwy discs, the pore size distribution
was measured by mercury intrusion-extrusion poresin The main characteristic
parameters are shown Trable 4 Samples 1150 and 1160 presented a total intrugtme
higher than that of the polymers synthesized atfowmperatures. As mentioned above, the
self-reactivity of epichlorohydrin molecules incsea for higher temperatures; therefore,
polymers synthesized at 50 or 60°C present longessknking chains, resulting in higher
porosities of the freeze-dried materials obtaineminf them. In contrast, these polymers
present a total pore area smaller than those sgimdtkat 35 and, especially, at 25°C. The
polymers synthesized at lower temperatures havdlesn@ores, which results in a larger
contact surface. This is confirmed by the tortyosit the samples, an index related to the
diffusivity of molecules within the polymeEgcuderoet al., 2008). The tortuosity is higher
for polymers synthesized at lower temperaturespraiieg to its lower porosity and the small
volume of its pores which produces to a more lattgime structure. This index is also related
to the kinetic constants of the swelling procesdesady shown iTable 3 a high tortuosity

value is related to a slower diffusion of water emlles into the polymer network.

Table 4 - Parameters characterizing the porousdtrte of the freeze-dried samples.

Total intrusion Total pore area

Polymer type volume (mL/g) (m?g) Tortuosity
1125 0.89 5.05 5.49
1135 1.16 3.31 3.68
1150 2.67 0.73 2.36
1160 2.64 0.52 242

The pore size distribution for each polymer is showFigure 3 It is observed in all
cases a predominant family of 18-gfh diameter pores, originated by the freeze-dryihg o
the discs. Moreover, there is a relationship betw#dee synthesis temperature and the
presence of pores of smaller diametdrlower synthesis temperatures the presence ekpor
of smaller diameter is observed; even a family afep less than 0.01m diameter for the
polymer 1125 becomes eviderfiqure 3. Obviously, the CD cavities [inner diameter:
0.63+0.03 nm$zejtli, 1998)] are not detected with this technique.
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Figure 3 — Semi-logarithmic plot of pore size verglifferential intrusion for the four

synthesized polymers.
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Figure 4 — SEM images of 1125 (a) and 1150 (b) el (200x).
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Scanning electron microscopy images are showRigare 4 The porous structure of
the freeze-dried polymers can be clearly obser¥ée. SEM results are consistent with the
porosimetry studiesT@ble 4: a few large pores are observed in the polymeth&gized at a
higher temperature, while lower synthesis tempeeatuesults in a more “crosslinked”

structure, with pores of smaller diameter.

The hardness of the freeze-dried discs was obtaaisedn average of at least ten
measurements, and the results obtained, expressbd force required to fracture the sample
disc (N), were 408, 35+4, 23+3 and 20+£3 for the polymsysthesized at 25, 35, 50 and
60°C, respectively. It can be observed that a laio@ between hardness and synthesis
temperature occurs: the resistance to fractureeasas for polymers prepared at lower
temperatures, agreeing with its lower swelling catgaMoreover, hardness seems to be quite
similar for polymers 1125 and 1135, and also fosAland 1160 samples. Because of this
similarity, only polymers 1125 and 1150 have beemdufor a more exhaustive study on
mechanical properties of the hydrogels.

3.2 ASSAYS IN HYDROGELS

Mechanical properties

A mechanical characterization was carried out f@ tyclodextrin based hydrogels.

Polymer discs with a defined geometry were usedhigranalysis.

Table 5 - Mechanical properties of polymer discs.

Polymertype G (kPa) E (kPa) @, (rx))l(/dlr%) (kg/pc(l)ms) (kg'\lﬂrﬁol)
1125 99.7 299.0 0.270 6.2 0.505 8.1
1135 - - 0.299 - 0.470 -
1150 42.4 127.2 0.319 2.5 0.330 13.2

1160 - - 0.327 - 0.234 -




70

Using Equation (5)G moduli were determined for swollen polymer disssng a
mechanical analyzer with parallel plate geomeffable 5. The corresponding Young's
modulus E) values were obtained considering that they amettimes greater thad (Lin et
al., 2007). These moduli are higher for the 112Bmer, according to its higher hardness.
The molar mass per cross-link{) is higher for the polymer synthesized at 50°C, in
aggreement with the fact that the self-polymer@atof epichlorohydrin, favoured at high
temperatures, produces longer crosslink chainsdmtwyclodextrin knots. It can be observed
that the effective crosslink density)increases abl. decreases. Short crosslink chains give
rise to a more reticulate polymer, with a highensiy (po) and higher effective cross-link
density ¢e) (Table 9. Finally, it has to be noticed that a decreasMlineads to a Young's

modulus E) increase according to the statistical theoryubber elasticityKlory, 1953).
Freezing and non-freezing water content

Hydrogel properties are considerably influencedHgyamount of water in equilibrium,
which depends on the chemical composition and tbsstnking density of the material. It
has been shown that some water molecules candw®htrassociated to the polar groups of
the polymeric structure. On the other hand, thesgmee of water molecules with a high
degree of mobility, which can be deduced by thbilitg to freeze at the same temperature
than pure water, is often responsible for a deerezEsthe mechanical resistance of the
material. Calorimetric measurements allow us taiobthe freezing water contents of the
gels. Taking into account the total amount of watabed, the difference between these two

values correspond to the non-freezing water cortktite hydrogel.

As shown in our previous worksg@si et al., 2002), the amount of associating (i.en*no
freezing”) water is very similar for cyclodextrinolymers prepared using different
CD/epichlorohydrin feed ratios and synthesis terafees. Thus, the considerably higher
water contents of the hydrogels prepared at 506@9%C are attributed mostly to the
corresponding increase in their “freezing” watentemts. In these “freezing water” regions,

the diffusion rates of solutes would be equal okthin pure water.
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4. CONCLUDING REMARKS

The amount of water absorbed by these CD/EP polmsehigh enough so they are
adequate sorbing materials. Not all the water nubdscare bound to the gel structure in the
same way, which can have an effect in their trarisgod mechanical properties. The freeze-
drying process is also relevant in regard to théera porosity and can have an influence in
the behaviour of the gel and its interaction withetained sorbateBpateng et al., 2009).
Although these hydrogels cannot be considered psrabsorbing materials, they retain a

considerable amount of water, depending on thehsgig conditions of the network.

Three types of “cavities” are present in these nwdte First of all, the small
cyclodextrin cavities, of a constant volume, previén interaction site for several
hydrophobic groups (mainly benzene or naphthalergs out also aliphatic chains) that can
be present in a selected sorbate (such as a dragpesticide) and can be considered as a
specific interaction with a high inclusion constarglue. Secondly, the network cavities
formed in the crosslinking process can possessrdiit sizes and shapes depending on the
gelation conditions, giving rise to interactionesitless specific but capable of hosting more
sorbate molecules which, in general, will be maasilg delivered from the matrix. Finally,
the pores formed during the freeze-drying processlifate the diffusion of the sorbate
through the matrix. As can be deduced form thelteguwesented in this work, the network
structure of these systems can be tuned in ordexach an optimal delivery of a particular

sorbate.
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Sorption of phenols from single and mixed cyclodern polymers
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ABSTRACT

Cyclodextrin (CD) hydrogels were synthesized by tresslinking reaction with
epichlorohydrin usingtCD, BCD, yCD, and 50:50 mixtures af/CD andp/yCD. In order to
investigate the sorption capacity of these hydgeldifferent solutes, five model molecules
have been selected: phenol, 3-nitrophenol, 4-rieopl, 1-naphthol, and the antiinflamatory
drug diflunisal. The amounts sorbed have beene®lad the different affinities of the solutes.
1-naphthol shows the highest affinity for theseypwrs, especially in the case of sorbents
containingBCD. The sorption is considerably poorer for phehah for its nitro derivatives.
For the latter, the two structural isomers alsowslsgnificant differences in their affinities
towardsaCD andBCD. Finally, the obtained results for the largerdelomolecule diflunisal

suggest a more important role of the crosslinkiegyvork in this case.

Keywords: cyclodextrin hydrogels, sorption, surface area
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1. INTRODUCTION

Cyclodextrins (CD) are torus-shaped cyclic oliga$acides formed bg—(1-4) bonds
of six, seven or eight glucopyranose units, nanted andyCD, respectively. This structure
gives CDs a remarkable capacity to form inclusiomplexes with organic molecules through
host-guest interaction®6dziuk, 2006;Martin del Valle, 2004). Insoluble polymers can be
obtained by crosslinking cyclodextrins with a biftional reagent, such as epichlorohydrin
(Crini et al., 1998;Garcia-Zubiri et al., 2006). Cyclodextrin/epichlorohydrin (CD)EP
copolymers can be swollen in agueous solutionsthisrreason, a large number of potential
applications are attributed to these polymers, sashpollutant removal or drug release
matrices Fernandezet al., 2011Hoffman, 2002;Machin et al., 2012Romo et al., 2008;
Sevillanoet al., 2008).

Besides their mechanical and structural properties sorption capacity of a particular
solute is important in polymer characterizatiodmpleby et al., 2001). The sorption
mechanism of these polymers involves the inclusmmplexation of the solute within the CD
cavities and also the interactions of the sorbatie the polymer network, either with the tails
of the crosslinking agent or with the flexible sedary cavities formed by the polymeric
structure Fernandez et al., 2011). In order to study the distributioiha solute between a
polymer and a solution, the total concentrationsofbate in the gelg (expressed as the
amount of sorbate per unit mass of sorbent) mustaosidered as a function of the solute
concentration that remains in soluti@@, The relationship between these two concentrations
is known as the sorption isotherm, because it iy applicable at a constant temperature
(Garcia-Zubiri, 2009).

In most cases, the sorption of organic moleculethimvipolymers is satisfactorily

represented by the empirical equation proposed-éeyrilich:

q = KF C:eq}{1 (1)

whereKe is the Freundlich constant arddn is the Freundlich exponent. These Freundlich
parameters represent the capacity and affinithefsorption, respectively. Both are empirical
constants dependent on several environmental facsoich as dru@CD ratio, drug initial

concentration and ionic strengtilZqueda et al., 2011). This isotherm assumes a large
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number and variety of sorption sites, with difféarenergies of sorption. On the contrary, if
there is a limited number of homogeneous sitesstdute interaction in the polymer, the

Langmuir isotherm may be a more appropriated model:

— r maxKLCeq

T K, Ceq

)

where /max represents the total number of sorption sitesnpass of sorbent anld, is the

Langmuir constant, defined as the equilibrium canstor the sorption reaction.

The aim of this work was to investigate the somptd different solutes on insoluble CD
based polymers. These gels exhibit a similar riticstructure and it is expected that the
affinity for the CD cavities would be selective aotding to the nature of the solute. This
process has been studied using five sorbates teselbg their different structures and sizes.
Provided that the porous structure of the gel perraicomplete diffusion of the sorbates
towards the appropriate interaction sites withi@ ¢fel structure, the amounts sorbed will be
related to the different affinities of the solutesthe CDs. The model sorbates chosen were
phenol, 1-naphthol, the antiinflamatory drug ditkai, and two phenol derivatives: 3-
nitrophenol and 4-nitrophenadFigure 1). Different CD insoluble polymers were synthesized
using aCD, BCD andyCD; besides, two mixed polymers were synthesizedgu50:50

mixtures ofa/BCD andB/yCD.
OH

HO o
Phenol 1-naphthol HO Q O F

HQ
o F
o
\ o
N{\ \N+ on Diflunisal
\
3-nitrophenol 4-nitrophenol

Figure 1 - Chemical structures of the model sorbate
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 MATERIALS

a, B and y-cyclodextrins(a, 3, yCD) were commercial products (Wacker). Reagents
epichlorohydrin (EP; Aldrich), NaBHand NaOH (Panreac, analytical grade) were used as
received. Isomers 3- and 4-nitrophenab$%) were purchased from Aldrich. 1-Naphtol
(>99%) was from Merck and phenol was from AldrichflDiisal [DIF; 2°,4 -difluoro-4-
hydroxy-(1,1"-biphenyl)-3-carboxylic acid] was oioted from Merck Sharp and Dohme de

Espafa S.A. All other reagents and solvents wera fPanreac

2.2 POLYMER SYNTHESIS

Different cyclodextrin insoluble polymers (CDP) taiming a, 3, yCD and 50:50
nominal mixtures of/3 or B/yCD were synthesized using the reagent epichloramy@P).
The synthesis temperature was 50°C and CD:EP veti® 1:11, for all the polymers,
according to previous works&@rcia-Zubiri et al., 2006Machin et al., 2012). After the bulk
polymerization was carried out, the resulting resiere cut in small pieces and immersed in
water overnight to remove possible reaction resdé&®llowing this purification procedure,
the presence of free residual EP is improbabten( & Peindy , 2006).

After the washing step, polymer pieces were frabmd (Telstar Cryodos
Lyophilizato)) for 4-5 hours at -50°C (the samples were preWofrezen at -80°C for 30
minutes). Freeze-dried polymers were ground, aed they were sieved; the particle size

fraction selected was 100-3ufn.

2.3 SORPTION STUDIES

Sorption tests were carried out in flasks contgrb@ mL of sorbate aqueous solutions
and different amounts of polymers at 25°C. Afterisg for at least 2 hours, a sample of each
flask was centrifuged (12000 g, 207), and UV measiants of the supernatant were carried
out using aHewlett-Packard 8452A spectrophotometitial concentrations were different
for each substance, according to the different kslitiy of the sorbates used. The main
experimental conditions are summarized able 1 Sorption data were fitted|[(mmol/g) vs.
Ceq (Mol/L)] to the Freundlich equation [Eq.(1)]. Other saptmodels, as the Langmuir
isotherm, could not be applied for this study beeanf experimental sorption range.
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Table 1 - Wavelength for UV determinations, initsgrbate concentration in water, and
polymer range amounts for the isotherms measur@®z.

Concentration x 10

Sorbate Wavelength (nm) (mol/L) CDP amounts (mg)
phenol 270 2.0 250 - 1000
1-naphthol 322 5.0 50 - 200
diflunisal 252 4.0 50 - 200
3-nitrophenol 330 3.5 250 - 1000
4-nitrophenol 318 3.5 250 - 1000

2.4 STUDY OF THE SURFACE AREA

The dye-based sorption method provides an indepers$timate of the sorbent surface
area, according to the following equatidrdtt et al., 2010Wilson et al., 2011):

SAni | gzw @)

whereQn, is an estimate of the monolayer coverage at dxjuitn (mol/g),N is Avogadro
number (6.022- T8 mol ), ois the cross-sectional molecular area of the &dgerni) andY

is the coverage factor.

Sorption data of 4-nitrophenol were used for dygson method, according to the
cross-sectional molecular area i 5.25-13° m?/mol for planar orientation and 2.5-10
m?/mol for “end-on” orientation for 4-NP) and the @wage factorY equals to unity for 4-
NP) already knownGilles et al., 1970Lynam et al., 1995).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 SORPTION OF NITROPHENOLS AND DETERMINATION OFHE
SURFACE AREA (SA) OF THE POLYMERS

Sorption studies

Polymer characterization by sorption studies wergied out using the common model
adsorbate 4-nitrophenol and its structural isomeaitr®phenol.Figure 2 shows the higher
sorption values of 4-NP in the different polymexscording to the higher values for similar
equilibrium concentrations. This result is attredito the greater affinity of 4-NP towards the
cyclodextrin polymers, probably due to its moreeéin structure, resulting in a different

mechanism of inclusion into the cyclodextrivafliarto et al., 2001).

(@)
= aCDP
4.0 o aBCDP
e [BCDP
35 © PBycDP
yCDP
3.01
T 25
<
2.0
1.5
1-0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
-11.5 -11.0 -10.5 -100 -95 -90 -85 -8.0 -75
(b) In Ceq
= oCDP
4.0 o ofCDP
] e pBCDP
© ByCDP
3.54 VCDP
3.01
C 254
£ ]
2.0
1.5
O T T 1

1. T T T T T
-115 -11.0 -105 -100 -95 -90 -85 -8.0 -7.5
InC

eq

Figure 2 — Freundlich isotherms for 3-NP (a) andN®-(b) sorption on different

cyclodextrin polymers, at 25°C.
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The Freundlich parameteks andn have been determined and they are showirable
2. As can be seen, the Freundlich parameters fasdi@ion of 4-NP yielded similar values
for the five isotherms. Therefore, th&ig values can be compared: higher values are observed
for the polymers containing, 3 anda/BCDs, respectively, according to their higher sanpti
capacities, as observed kigure 2 Polymers containingCD (either single or mixed with
BCD) showed a lower sorption capacity for 4-NP, @iy because thgCD cavity is too
large to produce a good interaction with this molecFurthermore, the sorption of 3-NP also
showed a better capacity faCDP, as can be observedRigure 2andTable 2 The mixed

o/BCD polymer showed an intermediate behaviour betveg@dP andBCDP. Then values

for the sorption of 3-NP were similar except fdyCDP.

Table 2 - Fitting parameters of the Freundlich lstms Kk end n and correlation coefficient

for 3-nitrophenol and 4-nitrophenol in water at £5°

Polymer Sorbate R In Ke n
aCDP 3-nitrophenol  0.997 18.7 0.64
a/BCDP 0.999 18.5 0.62
RCDP 0.994 16.3 0.69
RHCDP 0.999 11.5 1.03
vyCDP 0.997 13.2 0.79
_________ 4CDP  4nitophenol 0989 112 131
a/BCDP 0.999 10.4 1.34
RCDP 0.987 10.6 1.39
RHCDP 0.995 9.6 1.34

yCDP 0.967 8.5 1.44
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Study of the surface area

The surface areas (SA) of the different polymersewestimated by the dye-based
method for the sorption of 4-nitrophenol at 25°@nsidering the maximum coverage

obtained for each polymeg)(as the monolayer coverage.f.

The SA estimates are dependent on the 4-NP orientat the polymer Allen, 1997,
Wilson et al.,, 2011).Table 3 shows different SA values for a planar or an “end-
orientation. The planar orientation values are alimice those of the end-on orientation,
according to the dimensions of the 4-NP molecule.p&vious study, using mercury
intrusion-extrusion porosimetry, gave a surfaceafe0.73 Vg for theBCDP synthesized at
25°C (Chapter 3. The SA estimates were consistent in magnitudié whe porosimetry
obtained in those previous studies, but they aghdri for the dye-based method. The
differences are attributed to the diverse naturethef experimental conditions for each
technique. The greater SA estimates derived frommdye-based method are attributed to
framework structural changes of the polymer in agsesolution despite the insoluble
character of the polymer¥\ilson et al., 2011). The surface area estimated for patymer
is related with the isotherm parameters showedtaible 2 a higher sorption capacity results
in a higher SA estimation according to the dye sonpmethod Qkeola & Odebunmi,
2010).

Table 3 - Dye-based method estimates of the suidaea (SA) for polymeric

materials obtained for the sorption of 4-nitrophemowater at 25°C.

Polymer SA for planazr SA for end-ozn
orientation (m</g) orientation (m</qg)
aCDP 6.20 2.95
a/CDP 4.87 2.32
RCDP 5.17 2.46
RKCDP 3.88 1.85

yCDP 3.07 1.46
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3.2 SORPTION ISOTHERMS OF PHENOL, 1-NAPHTHOL AND
DIFLUNISAL

Figure 3illustrates different families of sorption isothes, according to the chemical
structure of each sorbate. It can be observedptieriol shows lower sorption values than its
nitro- derivatives (see aldéigure 2. In addition, the best sorption behaviour of phles
observed for thex/BCD polymer, probably related to a synergistic dffet mixing two
different CDs in a same polymeric structure. It eéso be confirmed by the higher value of
Kr compared to those afCDP and3CDP, which possess similarvalues Table 4. yCDP

showed a very lowm value, related to a poor affinity of phenol foistleyclodextrin.

1-naphthol showed the highest sorption capacitgliothe studied sorbates, as can be
observed by its higher values qffor similar Ceq (Figure 3. BCDP showed the highest
sorption capacity, followed by the mixed polymesdyich also contaif3CD. These results
confirm the optimal interaction of 1-naphthol withis cyclodextrin, and, consequently, its
applicability in order to ascertain the roles o tBD cavities and the network structures in the

sorption of aromatic molecule&ércia-Zubiri et al., 2007, 2009).

aCDP 1-NF
aBCDP 1-NF
BCDP 1-NF
ByCDP 1-NF
o ,%e¢ ° yCDP 1-NF

aCDP PHE
aBCDP PHE
BCDP PHE
BYCDP PHE
A ' yCDP PHE

aCDP DIF
aBCDP DIF
BCDP DIF
ByCDP DIF
yCDP DIF

=
1
> > > >

11 10 9 -8 7
In C
eq

Figure 3 — Freundlich isotherms of phenol, 1-naph#énd diflunisal sorption on different

polymers, at 25°C.
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Finally, the antiinflamatory drug diflunisal waslegted for its higher size, which leads
to a good interaction witlyCD. Previous studies have shown that this molepuésents
similar inclusion constants for its complexes WD andyCD (Sideris et al., 1999). The
corresponding Freundlich constants could not bepawed because the values were too
different for each sorbenTéble 4. Figure 3shows also that the isotherms were studied for
lower Ceq values in this case, according to the very limisedubility of diflunisal. BCDP
shows the highest sorption capacity of all the p@ys, significantly above that ¢€D. This
result undoubtedly points to the influence of thetwork in the sorption capacity, since
polymers containing CDs with similar affinity fdnis solute (i.eyCDP and3/yCDP), showed

remarkable differences in the sorption of difluhisa

Table 4 - Fitting parameters of the Freundlich lsms, k and n, and correlation

coefficient for phenol, 1-naphthol and diflunisalwater at 25°C.

Polymer Sorbate =3 In Kg n
aCDP phenol 0.988 14.3 0.72
a/BCDP 0.981 14.9 0.72
RCDP 0.999 14.4 0.74
RCDP 0.950 9.9 1.09
vyCDP 0.993 78.7 0.11
aCDP 1-naphthol 0.975 7.6 2.51
a/BCDP 0.962 10.2 1.46
RCDP 0.995 10.6 1.53
RHCDP 0.962 104 1.48
vyCDP 0.999 9.9 1.46
aCDP diflunisal 0.979 8.6 1.51
a/BCDP 0.980 4.3 3.82
RCDP 0.980 10.2 1.37
RKCDP 0.991 20.3 0.58

yCDP 0.981 5.5 2.65
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4. CONCLUDING REMARKS

Although phenol can be considered as a standabditsouseful to compare the retention
capacities of these polymers with the common sdshether model molecules such as 1-
naphthol or nitrophenols provide essential infoibratregarding their optimal interactions
with CD cavities of different sizes. The glyceryidges of variable lengths found in these
cyclodextrin/epichlorohydrin polymers form relatiygolar environments that are not suited
to provide a significant interaction with benzenmenaphthalene moieties. Nevertheless, they
can contribute to enhance the cleavage of the smaral interactions within the CD cavities
by means of additional favourable contacts betwegairoxyl groups. The present work has
shown that several orders of magnitude of the amnsarbedq can be obtained for a given
polymer using different sorbates but also for thene sorbate using variable cyclodextrin
combinations. These results confirm the importaotéhe inclusional interactions in the
sorption processes and point to the possibilitytaooring these resins to fulfil specific

applications.
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ABSTRACT

B-cyclodextrins BCD) are cyclic oligosaccharides which have beenelyig@mployed
for pharmaceutical applications. Discs of insolubp®lymers were synthesized by
crosslinkingB-cyclodextrins with the reagent epichlorohydrin tis work, the possibility of
employing a polymer containing $8 % BCD for drug delivery of two antiinflammatory
(naproxen and nabumetone) and two antifungal dfong#tifine and terbinafine) has been
investigated. The interaction of naproxen with thelymers was evidenced by X-ray
diffractometry, FT-IR spectroscopy and differentibermal analysis. Drug release kinetics
were carried out at physiological conditions of @htl temperature, and kinetic and diffusion
constants were calculated by fitting 60% of theeask profile according to the Korsmeyer-
Peppas equation. Also, diffusion coefficients weedculated according to the simplified
Higuchi model. The drug release followed a simglekign diffusion mechanism for all the
model drugs. This study suggests that these hytmogé&ices are potentially suitable as

sustained release systems.

Keywords: B-cyclodextrin hydrogels, diffusion coefficients, lease profiles, drug

delivery
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1. INTRODUCTION

B-cyclodextrin BCD), a natural molecule derived from starch, i®rag-shaped cyclic
oligosaccharide with a relatively hydrophobic caBzejtli, 1998). It is well known that this
structure gives rise to a remarkable capacity tanfanclusion complexes with organic
molecules, through host-guest interactioDedziuk, 2006). A great variety of applications
for CDs has been described: water purification, lyaical separations, food and
pharmaceutical industry useSkpld et al., 2009;Szejtli & Osa, 1996; Szente & Szejtli
2004). Numerous studies have revealed that CDsagable of improving the solubility and
bioavailability of poorly soluble drug&.¢ftsson & Masson 2004;Szejtli & Osa, 1996).

The efficiency and applicability of cyclodextrinsarc be increased if they are
incorporated into a polymeric structure (i.e. arsoinble three-dimensional network)
(Cesteroset al., 2006, 2007%Garcia-Zubiri et al., 2007Renard et al., 1997). In the last 20
years, the pharmaceutical research studies havefbeessed on obtaining new compounds
useful for drug controlled release. Hydrogels dmee¢ dimensional high molecular weight
networks which have acquired great importance lsranf their potential applications
(Hoffman, 2002; Liu et al., 2004;Lowman, 2000; Pasparakis & Bouropoulos 2006;
Peppas & Klier, 1991).

B-cyclodextrin insoluble polymers using epichlorohgdas a crosslinking agent can be
obtained as reported previouskidqure 1) (Crini & Morcellet , 2002). The high capacity of
retaining water for these polymers suggests thsilpitisy of using them as carriers of drugs
for controlled releasePeppas & Ende 2007). The controlled release allows keeping gesa
of drugs within the therapeutic level. This faatiluees the administration frequency, toxicity
and potential side effects.

— 1538 —5

P Secondary hydroxyl
+ 784

=)
pe

o
EHO OH
H o
H %0 i z <l Primary hydroxyl

Epichlorohydrin (EP)

Rﬂ Glycosidic
bonds

o

B-cyclodextrin

Figure 1 -pCD, epichlorohydrin and polymer network structures.
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Once the polymers have been obtained it is impbrtanknow the predominant
mechanism of drug releaskirf & Metters, 2006). Incorporation of CDs into polymeric
systems can influence these mechanisins (et al., 2004;Pariot et al., 2002). The
quantitative analysis of the physical, chemical aotentially biological phenomena, which
are involved in the control of drug release, offemsother fundamental advantage: the

underlying drug release mechanisms can be eludd&tepmann 2008).

Mechanistic mathematical theories are based onpkahomena, such as diffusion,
dissolution, swelling, erosion, precipitation arrdéegradation. This type of models allows
for the determination of system specific parametkas can offer a deeper insight into the
underlying drug release behaviour. For instanoe réfative importance of several processes

that are involved (e.g. drug diffusion and polyreeelling) can be estimated.

The aim of this work is the synthesis and char@aagon of novelp-cyclodextrin
polymers BCDP) as well as to study their applicability asgloarriers for drug release. The
mechanisms involved in the process have been stugseng four different model drugs
(Naproxen, NAP; Nabumetone, NAB; Naftifine, NF adfcerbinafine, TB; Figure 2.
Naproxen and the prodrug nabumetone have antrimflatory effects in the symptomatic
treatment of diseases such as osteoarthritis andtoid arthritis. The allylamines naftifine
and terbinafine are two antifungal drugs, whose lraeism involves inhibition of squalene

epoxidation, an earlier stage in the ergosterdiyay.

Q OH
(0]
\o OO \O
naproxen nabumetone
CHs,
H
CHs f 3 CH
| 3
N AN N N 2 CH,
OOhs "
naftifine terbinafine

Figure 2 - Chemical structures of the drugs.
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Previous works have demonstrated the ability ofadextrins to retain the model drugs
selected. The interaction between naproxeélaz et al., 1997, 2007) and nabumetone
(Chen et al., 2004Goyenecheeet al., 2001, 2002) witf-cyclodextrin molecules have been
extensively studied. More recent studies, carrietl io our laboratory, have proved the
formation of the inclusion complexes betwdenyclodextrin and the two antifungal drugs
used as model$Jgquedaet al., 2006, 2010).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 MATERIALS

B-cyclodextrin was purchased to Wacker (water cdnfigét*1%). Naproxen ((+)-6-
methoxyea-methyl-2-naphtaleneacetic acid; 1481403, molecular weight: 230.3 g/mol;
melting point: 156°C) was obtained from Syntex-hati Nabumetone (4-(6-methoxy-2-
naphthyl)-2-butanone; 8H:60,; molecular weight: 228.3 g/mol; melting point: 8)°was
from SmithKline-Beecham pharmaceuticaiaftifine ((E)-N-methyl-N-(1-naphthylmethyl)-
3-phenyl-2-propen-1-amine-hydrochloride;»18,:NCI; molecular weight: 323.5 g/mol,
melting point: 177-179° Cwas kindly supplied by Schering. TerbinafinfE)-N-(6,6-
dimethyl-2-hepten-4-ynyl)-N-methyl-1-naphthalenehytéamine-hydrochloride; Cy1H26NCI;
molecular weight: 327.9 g/mol; melting point: 2083720 was kindly supplied by Novartis.
Reagents epichlorohydrin (EP) (Aldrich), NaB&hd NaOH (Panreac, analytical grade) were
used as received. Release media were prepared t#gNaHPO, and KHPO, (Panreac).
All other reagents and solvents were from Panreac.

2.2 SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THE CYCLODEXRIN
POLYMERS

Polymer synthesis

B-cyclodextrin insoluble polymersCDP) were synthesized using the reagent
epichlorohydrin. The EP:CD ratio was 11:1, anddhethesis temperature ranged between 25
and 60°C. The procedure was previously detailedGhycia-Zubiri et al. (2006) based on
that ofCrini et al. (1998).




98

In order to synthesize the cyclodextrin polymergZCD were dissolved in 12 mLJ
in a thermostated reactor vessel containing Nag8 mg), that prevents oxidation pED.
After homogenizing the mixture, an excess of Na(l4odw/w (13 mL) was added. NaOH
deprotonates the hydroxyl groups in fitgD, allowing them to react with EP. Epichlorohydrin
was added slowly and with constant stirring at mstant temperature. Stirring continued until
there was only a single homogeneous phaseT@ele 1for approximate gelation times); then
the mixture was carefully transferred into a tenglasing a syringe. Templates were made of
two silanized glass squares (treated with a 4%tisolwf dichloromethylsilane in toluene) and
a Teflon® ring, forming a cylindrical cavity (dian@ee 76 mm, thickness 3 mm). The samples
were introduced in an oven at the synthesis tenysesa until complete gelation.
Subsequently, moulds were carefully removed and gbls were cut with a cork borer

(diameter 13 mm) to obtain smaller discs.

Once the polymers have been cut in small discg, Were washed twice: water was
replaced after 2-3 hours and the discs were laftensed overnight (ca.12 hours) to remove
reaction residues (NaOH, reagents) and small palypagticles, which sometimes remain
attached to the disc surface. After washing, disese frozen at -80°C, in their equilibrium

swollen state, and freeze-drietke(star Cryodos Lyophilizatpat -50°C (4 h).
Characterization of the polymers

The percentage of cyclodextrin present in each oygmlymer was studied by elemental
analysis of ground powdered samples (ca. 0.180sg)gua LECO CHN-2000 analyzer
(Garcia-Zubiri et al., 2006). The average of three measurementld polymers is shown in
Table 1 This method has been also reported by other mii@@o & Zhao, 2004). In our
particular case, we realized that consistency ekent when the humidity of the sample is
also considered in the stoichiometry of the make@#her methods have been proposed in the
literature, based on the determination of redusingars Crini et al., 1998). In our previous
works, we concluded that elemental analysis yisdgsoducible results while the hydrolysis of

the cyclodextrin materials can be somewhat probliema

Swelling assays were carried out for dried polynsnsthesized at four temperatures:
25, 35, 50 and 60°C according to standard procediitee results revealed that the polymers
are able to retain 65, 65, 73 and 78 % of watepeetively.
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2.3 DRUG LOADING

Freeze-dried discs synthesized at 50°C were loadtbdthe drugs from ethanol/water
solutions. Due to the different solubility of eadhug, 40/60 (v/v) ethanol/water solutions
were used for the anti-inflammatory drugs (NAP:-8( M; NAB: 3.5-10° M), and 30/70
(v/v) ethanol/water solutions were used in the azfsthe antifungal drugs loading (3.710
M). The loading assays were carried out at 25.0€Dih a shaking thermostated bath (50
osc/min). Each disc was immersed in 50 mL of logdinlution for 48 hours. The loading
solutions were changed after 24 hours.

To determine the loaded amount, some discs wereg@lan a medium that allowed
them to release all the drug loaded. The total arnaf drug loaded was estimated
spectrofluorimetrically Rerkin Elmer LS-50B spectrofluorimeterexcitation/emission:
272/353 nm for NAP and NAB; 256/325 nm for NF; 2828 nm for TB). The assays for the

quantification of the amount of drug loaded wergqrened in triplicate.

2.4 INTERACTIONS BETWEEN NAPROXEN ANPBCD

Solid state studies were carried out only for NARe to its higher amount of drug
loaded compared with NAB, NF and TB. The formatofrihe complex was evidenced by X-
ray diffractometry, IR spectroscopy and differehtiermal analysis, by comparison with the
NAP/BCDP physical mixture with the same molar ratio. ax-powder diffraction patterns
were collected on Bruker D8 Advance diffractometéKarlsruhe, Germany), with a CyK
radiation, at a 40 kV voltage and a 30 mA curr@at®). The IR spectra were recorded over
the range 600-4000 ¢hwith a Nicolet-FTIR Avatar 360 spectromet@I, USA), using a
MKII Golden Gate ATR device, with OMNIC E.S.P. sefire (128 scans, resolution 2 ¢n
The thermal analysis was performed with a simuttasel GA/sDTA 851 Mettler Toledo
thermoanalyze(Schwerzenbach, Switzerland). The thermal behawi@s studied by heating
about 10 mg of the sample at a scan rate of 5°Ciimapierced aluminium crucible under

static air atmosphere from 25 to 250°C.

2.5 DRUG RELEASE KINETICS

In vitro drug release experiments were carried out usirgldd and dried discs.
According to the swelling kinetics, sorption andam&nical properties, the discs synthesized

at 50°C were selected for these assays. Two ditfeelease media were used: pH 7.0
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phosphate buffer (simulated intestinal pH) and p2 HCI solution (simulated gastric pH).
The dissolution tests were performed using the P&ille method at 50 rpm withSotax
AT7 smart(Sotax, Basel, Switzerland). All assays were edrrout according to sink
conditions. Each loaded disc was placed into aelessitaining 900 mL of release medium at
37.0+0.2°C. Aliquots of 3 mL were withdrawn and leged with fresh medium to keep
constant volume. The amount of drug delivered frodiscs was determined
spectrofluorimetrically. Kinetic and diffusion cdasts were calculated by fitting the release
data corresponding to 60% of drug released acaptdirKorsmeyer-Peppas equatidmn(&
Metters, 2006):

M/M.=kt" (1)

wheret is the release time (minl; is the amount of drug delivered at timé, is the total
amount of drug delivered is a kinetic constant related to the network $tmecandn is a
diffusion constant which indicates the mechanisnradéase. Due to the similar diffusion
constants obtained in all the release assays, mer ohathematical models (Higuchi, First

order or Zero order kinetic€0sta & Sousa Lobg 2000)) were applied.

Diffusion coefficients were determined for all thesays, according to the simplified
Higuchi model Pitarresi et al., 2002):

q = 2G(Dt/x)"? 2)

whereq is the amount of drug released into the mediumupérarea of exposure (mg/én
Co is the amount of drug loaded per unit volume stdimg/cni), D is the apparent diffusion
coefficient of each drug (cifs) andt represents the time elapsed since the start af dru

release. Values @ were calculated from the slope of the linear rssjen ofq versus™?
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THE CYCLODEXRIN
POLYMERS

Several batches of CD polymer were synthesizedffareht temperatures (25, 35, 50
and 60°C). These polymers were named 1125, 1134) afad 1160, respectively, the first
two digits referring to the EP:CD molar ratio usadd the last two digits to the temperature

at which each synthesis was carried out.

Samples of each polymer were characterised by el@nanalysis Table 1. It can be
observed that the amount of cyclodextrin in theypar is higher at a lower temperature of
synthesis. It can be due to the fact that higherptratures promote the self-reaction of
epichorohydrin so the average distance betweencyoidextrin molecules is increased.
Gelation times also depend on synthesis temperdilakle ). The average yield of the
synthesis was about 51%. The main characteristiteodiscs obtained from the different

polymer types are listed ifable 1

Table 1 - Percentage of cyclodextrin, gelation siend average size and weight of discs, for

different synthesized polymérs

Polymer % Cyclodextrin Gelation  Diameter Thickness Dry weight

time (min) (mm) (mm) (mQ)
1125 64 +3 250-300 12.3%0.1 29+0.1 174+ 2
1135 61+3 120-150 12.7+0.2 29+0.1 1792
1150 60+3 45 - 60 13.5+0.3 3.3+0.1 156 + 8
1160 58+ 3 25-30 14.2+0.1 3.6+0.1 133+2

& Standard errors are calculated

3.2 DRUG LOADING

A comparative assay was performed by loading Mog@d discs of the four polymer
types using the same drug (NAP) in all tests. Hseilts show that 1150 polymer discs were
able to retain a higher amount of NAPaple 3. Moreover, they showed higher resistance to
breakage than the others; therefore, 1150 polyrses dvere selected as the most suitable

ones for the controlled release kinetics.
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Table 2 - Amount loaded of NAP in 1125, 1135, 1d4ri® 1160 polymer dists

Polymer Amount I_oaded Amount loaded
(mg/disc) (mg/g dry polymer)
1125 9+2 50+1
1135 16+3 90+2
1150 23+1 156+3
1160 18+1 130+1

& Standard errors are calculated

The amount of drug loaded (average of at leass8sjliwas successfully quantified in
1150 polymer discs. The results are showiable 3 The sorption capacity is related to the
formation of inclusion complexes with the cyclod@xtunits and to physical adsorption in the
polymer network Gazpio et al., 2008). NAP showed the highest amount ldgufebably due
to the higher value of NABED complex stability constantGpyenecheaet al., 2001;
Uzquedaet al., 2009Veélaz et al., 1997); although complex stability conssastudied were
obtained by different techniques in agueous salgticNAP presents a stronger interaction

with BCD in the loading solution.

Table 3 - Amount loaded of model drugs in 1150melydiscd

Drug Amount I_oaded Amount loaded
(mg/disc) (mg/g dry polymer)
Naproxen 22.6+0.4 156+3
Nabumetone 2.0£0.6 14+4
Naftifine 1.8+0.2 11+1
Terbinafine 1.8+0.3 1242

@ Standard errors are calculated
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3.3 INTERACTIONS BETWEEN NAPROXEN ANBCDP

The diffraction patterns are shown kigure 3 The physical mixture pattern was a
superposition of both single components. Main negmgeaks betweert 2 5° to 30° can be
observed, suggesting the presence of free drudgpisnsample. In contrast, in the loaded
polymer pattern, NAP peaks could not be observedbgbly because the drug inclusion
within CD cavities and its sorption into polymertwerk prevent its crystallization.

Differential thermal analysis of NAP showed an dahdomic peak at 158-160°C,
corresponding to the melting point of the drigg(re 4). This peak was also detected in the
physical mixture, but it disappeared in the loagetymer. This fact can be considered as an
evidence of complex formation between NAP &@DP, in agreement with the X-ray

diffraction study shown ifrigure 3

loaded pol.

physmit A

B-CDP

__,—————/A
naproxcn L JA
[ T T T T T I T T T I T I T | T I
0 5 10 15 20 25 30 35 40

20

Figure 3 - X-ray diffraction patterns of NAPCDP, physical mixture and loaded polymer
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TCC)

Figure 4 - DTA thermograms of NAFCDP, physical mixture and loaded polymer

Figure 5shows the FT-IR spectra of solid dispersions. Vibeation modes detected at
1026 and 857 cth correspond to C-O-C bonds in naproxen. The band7a6 cnt is
attributed to C=0 stretching vibratioRigure 5a shows the C-O-C naproxen bands in the
case of the physical mixture, but not for the Iahgelymer. Moreover, the band at 1726
cm %, corresponding to the carbonyl stretching regiigyre 5b, is observed in the physical
mixture and also for the loaded polymer, confirmthg presence of NAP in both polymer
samples. It can be inferred that the interactiotwben the drug and the polymer occurs;

probably through the methoxy group of naproxen.

Moreover,CDP presents an intense band located at 165f) conresponding to th&
HOH bending of water molecules attache3@D (Netto-Ferreira et al., 2000). This band
has been shifted to lower frequencies for the spectorresponding to the loaded polymer.
This effect could be attributed to naproxen molesuteplacing water molecules in the

cyclodextrin cavities as previously shown for otegstems Garcia-Zubiri et al., 2006).
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Figure 5 - FTIR spectra of NABBCD polymer, physical mixture and loaded polymer(ah
the 1100-800 ci region (broken lines: modes at 857 ¢nand 1026 cit), and (b) the
carbonyl stretching region (broken line: mode a2@&zm?).
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3.4 CONTROLLED RELEASE KINETICS

All the release experiments were carried out aC3i%H 1.2 and 7.0. The percentages
released were calculated taking into account theuams loaded. The amount of NAP
released at pH 7.0 (64+10% of the amount loaded)hgher than that delivered in the acidic
medium (11£19%). This is a reasonable result takmg account that NAP is an acidic drug
(pPKa=4.2), so at pH 7.0 itis in its ionised form.these conditions, the solubility of the drug
iIs 250£10 mg/L eight-fold higher than at pH 1.2 £81mg/L). NAB, however, presents
similar behaviours at both pH values (slightly teghat pH 7.0 (38+3%) than at pH 1.2
(21+2%)), in accordance with the absence of ionésgboups Figure 2. NF and TB present
a low solubility at pH 7.0 (NF: 11+1 mg/L; TB: 5xg/L) (Uzquedaet al., 2006, 2010). For
this reason, the amounts released were much highecidic media (NF: 77+2%; TB:
96+6%) than at pH 7.0 (NF: 15£2%; TB: 10+3%) fothpdrugs.

The drug release profiles obtained at 37°C are dethm Figure 6 Table 4shows the
kinetic and diffusion constants calculated accaydmEc.(1). NAP kinetic constant at pH 7.0
is higher than pH 1.2 because of its acidic natreontrast, kinetic constants are similar for
NAB at both media; this is consistent with the kétonature of the drug. In the case of the
two allylamines, the kinetic parameters obtain@db{e 4 can be related to the chemical
structure of the drug and to the stability conganittheir inclusion complexes wiffCD (NF:
830 M™% TB: 1400 M* at 25°C zquedaet al., 2009)). The higher kinetic constant of NF
compared to that of TB can be associated to iteiostability constant, which leads to a
poorer entrapment of the drug in the polymer. Camtst could not be determined at pH 7.0
for the antifungal drugs, due to its extremely Iealubility in this medium, yielding a

negligible amount released and a greater experahenor.
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Table 4 - Kinetic and diffusion constants calcutbéecording to Korsmeyer-Peppas equation
for model drugs in 1150 polymer discs, at 37°C

Drug pH r? k (x10%) n
Naproxen 7.0 0.995 4.9+0.6 0.47+0.03
1.2 0.995 1.9+0.2 0.53+0.01
Nabumetone 7.0 0.995 2.2+0.2 0.54+0.02
1.2 0.990 2.8+0.5 0.53+0.03
Naftifine 1.2 0.991 5.2+0.9 0.45+0.03
Terbinafine 1.2 0.990 3.0+0.4 0.52+0.03

& Standard errors are calculated
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Figure 6 - Release profiles of model drugs obtaiaepH 7.0 and pH 1.2 at 37°C
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According ton values, a delivery system can be classified ihted different types
(Namazi & Kanani, 2009): a)n values near 0.5 refer to a simple Fickian diffasio
mechanism; b) a value ofof about 1.0 means a Case Il transport, thatatsflde influence
of polymer relaxation on guest molecules movemeanthie matrix; c) ifn takes a value
between 0.5-1.0 this indicates a non-Fickian orn@zadous behaviour, when the Fickian
transport and polymer relaxation occur simultanBoasd their rates are comparabiatger
& Peppas 1987a, 1987b). Values afclose to 0.5 in all the assays point to a simpd&i&n

diffusion (Case | diffusion).

In order to determine diffusion coefficients, aage three assays for each drug and
medium were plotted using Eq.(Higure 7), obtaining a good linear relationship (r> 0.98).
Linearity is kept only for the first 60% of relealsdrug data in all the assays, which confirms
the decision of fitting release data to Eq.(1) apthiat time.Table 5shows that apparent
diffusion coefficients are much higher for eachglm its most favourable release medium;

these results are consistent with kinetic constsimbsvn inTable 4
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Figure 7 - Amount of NAP released per unit areaxjposure at pH 7.0 as a function of the

square root of time
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Table 5. Drug diffusion coefficients (D, @s) at 37°C

Drug pH r D (cnf/s)x 10°
Naproxen 7.0 0.994 7.6
1.2 0.986 0.1
Nabumetone 7.0 0.997 2.3
1.2 0.992 0.9
Naftifine 1.2 0.992 13.5
Terbinafine 1.2 0.988 15.3

4. CONCLUDING REMARKS

Cyclodextrin-epichlorohydrin insoluble polymers kalveen used widely in our group
for sorption and release studies of different satsts, not only drugs but also pollutants
(Fernandez et al., 2011;Garcia-Zubiri et al., 2003, 2006, 200Gazpio et al., 2008;
Maddens et al., 2011zquedaet al., 2011Vélaz et al., 2007). In this work, we propose a
novel polymeric hydrogel synthesized with a coméilgeometry, as a drug carrier for
controlled release. The interest of a controlledngetry system lies in the possibility to
obtain kinetic parameters by fitting experimentaiedto mathematical models for drug release
(Lin & Metters , 2006), and to obtain diffusion coefficients acting to the contact surface
of the polymeric matrix. It has been demonstrathdt tsolute transport in swellable
hydrophilic polymers is affected by a variety ofustural and physical characteristics of the
crosslinked polymers and by the nature of the seluisedBrazel & Peppas 1999, 2000).
Knowing kinetic parameters and diffusion coeffi¢emf a particular drug delivery system
allows us to achieve progress in the design of pelymeric matrices, by using either
different crosslinking agents or other cyclodexdriaccording to the structure of the selected

model drugs.
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ABSTRACT

Hydrogel networks oé, 3 or y-cyclodextrin (CD) and mixtures @#f3 or 3/y CDs have
been obtained using epichlorohydrin (EP) as a bnd@isg agent. Discs of the resulting
polymers were evaluated as drug carriers for ctiattaelease using the antiinflammatory
naproxen (NAP), loaded from ethanol/water solutiofisee fCD polymer CDP) has shown
the highest amount of drug loaded and the lowestammresponds to the polymer containing

aCD, in agreement with the affinities for NAP of tberresponding cyclodextrins.

In addition,in vitro drug release kinetics assays from the loaded Hises been carried
out and the release profiles at physiological comls of pH and temperature have been
obtained. Using suitable mathematical models, theetic parameters and the apparent
diffusional coefficients have been calculated.aih de inferred that a simple Fickian diffusion
mechanism occurs, except for the mixed polymepHal.2 (anomalous transport) and in the
case aCDP at pH 7.0 Kurst phenomenon). Furthermore, the diffusion and reiara
contributions have been determined for the mixdgrpers in order to achieve progress in the

design of new polymer matrices according to thecstire of the selected drugs.

Keywords: cyclodextrin hydrogels, drug delivery, diffusion efficients, release

mechanisms
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1. INTRODUCTION

In the present days, efforts to develop novel pelgnfor formulation of controlled
release oral dosage forms are abundBajp@i et al., 2008L.owman, 2000;Moya-Ortega et
al., 2012;Rodriguez-Tenreiro et al., 2007). Controlled drudglivery involves the application
of physical and polymer chemistry to produce wdlaracterized and reproducible dosage
forms, providing a promising way to decrease thespade side effects of drugs by preventing
the fluctuation of the therapeutic concentratiortte drug in the bodyAl{derman, 1984).
The common goal is to exert control over release amd duration, which depend on the
mechanisms implicatedCpsta & Sousa Lobg 2001;Lin & Metters, 2006; Siepmann &
Siepmann 2008). Knowing the delivery profile and the meulsans involved in a drug
release process can be very helpful in the desigrmpatential matrix systems with

pharmaceutical applications.

A matrix system is defined as a support with a iietd geometry that regulates the
release of a drug according to the contact surfelcghe matrix with the medium.
Cyclodextrins (CD) are cyclic oligosaccharides fethbya-(1-4) bonds of six, seven or eight
glucopyranose units, named 3 and yCD, respectively. Cyclodextrins show a relatively
hydrophobic inner cavity and it is well known ttats structure gives rise to a remarkable
capacity to form inclusion complexes with hydropiteofirganic molecules through host-guest
interactions $zejtli, 1998). In addition, according to the number efdtucopyranose units,
the CD molecules show different inner cavity diaengt so different sized molecules are
expected to interact with each of them. Thereftaking into account the characteristics of
the drug, it is possible to choose different cyekidns to design a suitable matrix. It is
expected that cyclodextrins increase their appiitatwhen they are incorporated into an
insoluble polymeric structure. It is known that thesoluble polymers obtained by
crosslinkingBCD with epichlorohydrin (EP) possess the abilitysteell in the presence of
water (hydrogels)Grini et al., 1998). These systems have a great impertanthe field of
controlled release and are known as “swellable robad release systems'Ritger &
Peppas 1987). In these systems, the release of a dregngolled byone or more of the
following processes: transport of the solvent itb@ polymer matrix, swelling of the
associated polymer, diffusion of the solute throtigg matrix, and erosion/relaxation of the

swollen polymerl(in & Metters , 2006).
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In an aqueous medium, a hydrophilic matrix is cégalb retaining water and begins to
hydrate from the periphery towards the centre fagma gelatinous swollen mass. Then, a
solvent penetration front is produced at the imieefbetween the dry and hydrated polymer.
The thickness of this layer is related to the diffun extent of the drug released. If the drug
release follows a simple Fickian diffusion, a lineelationship between the amount of drug
released and the square root of time is obtainédtla® results adjust to the Higuchi model
(Higuchi, 1963).

However, diffusion is generally not the only medsamncontrolling drug release. It has
been shown that in aqueous media the polymer uodsrg relaxation process resulting in a
slow direct erosion of the hydrated polymer. Theref both mechanisms contribute to the
overall drug release rate and a careful balancedsst diffusion and erosion processes is
needed to optimise drug release to achieve a aunstee of release, i.e. zero order kinetics

(Sujja-areewath et al., 1998).

Previous studies have revealed that insoluble dgsirin networks (CDP) obtained
using epichlorohydrin as a crosslinking agent slosonsiderable capacity to retain different
compoundsGarcia-Zubiri et al., 2006, 2007Zi et al., 2010Liu et al., 2011Moya-Ortega
et al., 2011Sanceyet al., 2011). Hydrogels composed of cyclodextpresent some benefits
as drug delivery systems. Covalent attachment o$ @Dchemically crosslinked networks
may enable CDs to fully display their complexateapability and, at the same time, prevent
the dilution phenomenon that occurs when soluteo physical gels are administered. Once
in contact with the physiological fluids, the hyded swells but the volume of water taken up
is limited by the polymer network and, consequenthe polymeric chains do not dissolve
and move apart. This creates a microenvironmehtimicavities available to interact with the
guest drug molecules. In such a network, the affiof the drug molecules for the CD
cavities controls the delivery. Drug affinity fdre CD network is expected to be sensitive to
the environmental conditions or to the presenceeotfain competitors for the CDs, opening
the possibility of developing hydrogels that selfulate drug delivery. This provides CD
hydrogels with a unique potential as controllegask devicesAlvarez-Lorenzo et al.,
2011).

In this work, polymers obtained by the reactionwssin EP andx, 3 or yCD or
mixtures ofa/f or B/yCD have been investigatédigure 1) Previously, we proposed a novel

polymeric hydrogel of3CD, synthesized with a controlled geometry, as wgdrarrier for
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controlled releaseMachin et al., 2012). The interest of testing the matriegiag a controlled
geometry device lies in the possibility of obtamikinetic parameters by fitting experimental
data to mathematical modelsrf & Metters , 2006).

Figure 1 — Scheme of the CD polymer structure.

The applicability of the synthesized polymers fougl delivery has been evaluated
using the antiinflammatory naproxen (NAHgure 2 as a model drugSeveral authors have
developed different difussion-controlled drug deti systems using naproxen as a model
drug, such as inorganic hydroge@afriazo et al., 2010), bioerodible systen@rélleman et
al., 1986), hydroxypropyl methylcellulose (HPMC)bd systemsKatzhendler et al., 2000)
or poly(L-lactic acid) matricesMiyajima et al., 1999). Furthermore, NAP has been also
applied for the design of zero order release medrecs HPMC based systen@ofti et al.,
2007), and other potential drug delivery devicashyaluronic acid hydrogel particleBkici
et al., 2011) or chitosan systenMufa et al., 2003).

AL

Figure 2 — Chemical structure of naproxen.

OH
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The interaction of NAP with different cyclodextrirend their derivatives has been
previously describedBanik et al., 2012Bettinetti et al., 1989Vélaz et al., 1997), so it is
expected to be an appropriate drug for the loadinipe polymers synthesized in this work.
Thus, ground mixtures of naproxen with amorphous-ogclodextrin soluble and insoluble
polymers were investigated for both solid phaserattarization and dissolution properties
(Mura et al., 2002). In addition, Martin and col. obgehan increase in the NAP solubility
and calculated the apparent inclusion constant tf@ drug with a water-solubl@-

cyclodextrin polymerNlartin et al., 2006).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 MATERIALS

a, B andy-cyclodextrins(a, B, yCD) were commercial products (Wacker). Reagents
epichlorohydrin (EP; Aldrich), NaBHand NaOH (Panreac, analytical grade) were used as
received. Naproxen [NAP; (+)-6-methoxymethyl-2-naphtaleneacetic acid;1481403;
molar mass: 230.3 g/mol; melting point: 156°C] vedtained from Roig Farma. Release
media were prepared using the following reagen@;, NaHPO, and KHPO, (Panreac). All

other reagents and solvents were from Panreac

2.2 SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THE POLYMERS

Polymer synthesis

Cyclodextrin insoluble polymers (CDP) containiiog 3, yCD, and 50:50 nominal
mixtures ofa/3 or B/YCD were synthesized using the reagent epichloramy@P). The
synthesis temperature was 50°C and CD:EP ratiolwidsfor all the synthesized polymers.
The procedure was previously detailed®agrcia-Zubiri et al. (2006) based on that ©fini
et al. (1998), and the employ of moulds to obtainladextrin polymers with a controlled
geometry has been recently report€egteroset al., 2009;Machin et al., 2012). These
moulds consist on a Teflon® ring between two glsgsares (treated with a 4% solution of
dichloromethylsilane in toluene), forming a cylired cavity (diameter 76 mm, thickness 3

mm) where CD polymer networks reach the gel point.
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After complete gelation in an oven (50°C), the mdsulvere carefully removed and
gels were cut with a cork borer to obtain smallescsl of the desired size (diameter 13£1
mm). The resulting discs were immersed in waterrrigét to remove possible reaction
residues. Due to toxicity of epichlorohydrin, thelymers have been purified before use, and
the presence of free residual EP is improba@len{ & Peindy, 2006). The purified discs
were freeze-driedTlstar Cryodos Lyophilizatdrfor 4-5 hours at -50°C (the samples were

previously frozen at -80°C for 30 minutes).
Characterization and swelling kinetics of the cydgrtrin polymers

The total amount of cyclodextrin present in eacpetyf polymer was studied by
elemental analysis of ground powdered samples Qd®80 g) using a LECO CHN-2000
analyzer Garcia-Zubiri et al., 2006). This method has been also repdiyedther authors
(Gao & Zhao, 2004), and used previously in our group with ¢stesit resultsNlachin et al.,
2012).

In orderto characterize the structure of the networks @& $lynthesized polymers,
swelling kinetic studies were carried out at constamperature. Dried hydrogel discs were
immersed in an excess (1L) of distilled water at@5using a heating bath. The swelling
kinetics analyses were performed following stangamteduresGesteroset al., 2006, 2007;
Quintana et al., 1999).

The amount of water retained inside the hydrogelghie equilibrium state can be
expressed mathematically in different ways, asellsw degree or a swelling factdfgtime
et al., 2004). In this work, the swelling factoF (vere calculated according to the following

equation:

F=w,/w, 1)

wherew,, is the weight of water taken up by the polymer \nagmdwy is the weight of the dry
polymer disc (mg). According tRitger and Peppas(1987), the swelling factoiF} and the

time () are related by an exponential function:
F =kt" ()

wherek is a constant related to the structure of netvemrdkn is an exponent indicative of the
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type of diffusion Lin et al., 2007Ritger & Peppas 1987;Saraydin & Caldiran, 2001); a
value ofn equal to 0.5 indicates that the water uptake Wedl@ Fickian behaviour. The first
60% of the water uptake data were fitted to Egaf@) the corresponding valueslkoéndn
were obtainedHariharan & Peppas, 1996).

For a more comprehensive study, the area undee ¢akyC) of the plotF; versus {0-
150 min) for the different polymers was also detesd.

2.3 DRUG LOADING

Freeze-dried discs (1555 mgj) the five different polymers synthesized at 50¢€re
loaded from 5.2x18 M of NAP in 40/60 (v/v) ethanol/water solutions.

The loading assays were carried out at 25+0.1°@ shaking thermostated bath (50
osc/min). Each disc was immersed in 50 mL of logdnlution for 48 hours, changing the
solutions after the first 24 hours. To determine @imount loaded, some discs were placed in
an adequate medium to release all the drug load=dpH 7.0 phosphate buffer). The total
amount of drug loaded in each case was estimatedtrsfluorimetrically from these
experiments Rerkin Elmer LS-50B spectrofluorimeteexcitation/emission: 272/353 nm,

slits: 5 nm). The assays were performed in tripdica

2.4 CONTROLLED RELEASE KINETICS

The drug release experiments were developed ubedJSP paddle methodJEP,
2010) at 50 rpm in &SO0OTAX AT7 smar{Sotax, Basel, Switzerland), with dried discs
previously loaded with the drugvéchin et al., 2012). The release media used simulated
physiological pH: pH 7.0 phosphate buffer (intestipH) and pH 1.2 HCI solutions (gastric
pH). Each loaded disc was placed into a Sotax Vess¢aining 900 mL of release medium at
37+0.2°C. Aliquots of 3 mL were withdrawn and re@d with fresh medium to keep a
constant volume. The amount of drug delivered fradhe discs was determined
spectrofluorimetricallySinkconditions were taken into account: the drug cotregion in the
dissolution fluids did not exceed 1/3 of NAP solitpi( USP, 2010).
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2.5 MATHEMATICAL MODELLING

Korsmeyer-Peppas model

Korsmeyer and col. developed a simple, semiempirical modehich relates
exponentially drug release with the elapsed time:

M, /M, =Kgt" 3)

wheret is the release time (minbj; is the amount of drug delivered at timé/, is the total
amount of drug deliveredkp is a kinetic constant, and the diffusional expdnengives an
indication of the mechanism of drug release ancdakarious values depending on the
geometry of the release device: in the case ofwaieequals 0.5 for the diffusion, is ca. 0.65
to 0.85 for the non-Fickian diffusion (i.e. a mixéiffusion and chain relaxation mechanisms)
and 1.0 for the zero order kinetickofsmeyer et al., 1983). A value oh close to unity
means a Case Il transport, which reflects the emibe of polymer relaxation on the guest
molecules movement within the matrix. Values@reater than 1 result in what some authors
called Super Case ll-transpoRifger & Peppas 1987; Sinclair & Peppas 1984). To
determine these constants, the first 60% drug selelta were fitted to Eq.(3). The same

percentage was applied to all models describedibelo
Higuchi model

Higuchi (1963) developed several theoretical models toysthe drug release. In

summary, a simplified Higuchi model can be expresse
M, /M, =k,t°° 4)

wheret is the release time (minbj; is the amount of drug delivered at timé/, is the total
amount of drug delivered, ang is the Higuchi diffusion constant. This model sisogood

correlation in the release profiles whose predontingechanism is simple Fickian diffusion.

Using the simplified Higuchi modelP{tarresi et al., 2002), diffusional coefficients

were determined according to:

q=2GC,(Dt/m)*® (5)
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whereq is the amount of drug released into the mediumupérarea of exposure (mg/én

Co is the amount of drug loaded per unit volume stdimg/cni), D is the apparent diffusion
coefficient of drug (crfis) andt represents the time elapsed since the start of drease.
Due to the good linearity observed, valueDoivere calculated from the slope of the linear

regression of| versust*’2,

Zero order kinetic model

The equation for zero order releaseGegta & Sousa Lobg 2001):
M, =M, +kt (6)

wheret is the release time (miny); is the amount of drug delivered at timé/, is the initial
amount of drug in the solution, aRkglis the zero order release constant. Due to tHerdift
total amounts of drug released from the synthesmdymers, a standardized version of this

equation was used in this work, as follows:

M,/M, =Kt (7)

wheret is the release time (minbj; is the amount of drug delivered at timé,, is the total
amount of drug delivered, atd, is the zero order release constdpt=(k'o M.,). The release
profiles that present a better fit to this modeaheyally agree with those that show a Case I

transport mechanism in the Korsmeyer-Peppas model.
First order kinetic model

A standardized version of the first order equatian be expressed as follovizosta &
Sousa Lobg 2001):

M,/M, =e™ (8)

wheret is the release time (minbj; is the amount of drug delivered at timé., is the total
amount of drug delivered, arnd is the first order release constant. This modelnshgood
correlations in the release profiles whose predantinmechanism is simple diffusion

anomalous behaviour.
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Peppas-Sahlin model

The contribution of Fickian and non-Fickian releass be evaluated by using the
Peppas-Sahlinmodel equation (1989):

M, /M, =k, t" + k t°" (9)

wheret is the release time (minbj; is the amount of drug delivered at timé,, is the total
amount of drug delivered, the first term of thentipand side is the Fickian contributidky (
is the diffusional constant) and the second termhésCase |l relaxational contributiokk (s

the relaxational constant), amd is the Fickian diffusion exponent for a device afy
geometrical shape. The value moffor our tablets was 0.45 as determined from tlod pf

aspect ratio (diameter/thickness) against diffusi@xponentRPeppas & Sahlin 1989). The
ko andkg values were used to calculate the contributiolmgreage of Fickian diffusior()

and relaxationR), respectively, with Equations 10 and Peppas & Sahlin 1989):

1
Fo = (10
1+ Rt"
kD
R Keym (11)
FD kD

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 CHARACTERIZATION AND SWELLING KINETICS OF THE
CYCLODEXTRIN POLYMERS

The total amount of cyclodextrin present in eacpetyf polymer was studied by
elemental analysis. The polymers with single CDswad a similar percentage af 3, and
yCD units (68£1, 68+4 and 6945, respectively). Tleecpntage of CD in the mixed polymers
was 7215 fora/BCDP and 6215 fo/yCDP. Due to the similar reactivity of the different
CDs, the ratio between CDs in the mixed polymers w@ansidered similar to the nominal
percentage (i.e. 50/50).
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The degree of swelling of the hydrogel discs inewa@nd the corresponding kinetics of
the process were studied following standard proeedurhe swelling factorg=] as well as
the values ofk and n constants were calculated according to equatid@hsaiid (2). The
obtainedF values evidence the great affinity of the polyrdescs towards aqueous media,
which gives them potential ability to release enmpieed solutes in a biological medium. Values
of n close to 0.5 in all the assays show that the swgelprocess follows a simple Fickian
diffusion (Table 1.

Table 1 - Swelling factors (F), and constants k armhd AUC obtained
from the swelling kinetics of the polymers at 25°C

Polymer F k x102 n AUC
aCDP 2.810.1 6.9+0.2 0.56+0.01 108
o/CDP 3.1+0.1 7.1£0.1 0.56+0.01 113
BCDP 2.7+0.2 7.0£0.2 0.57+0.01 115
B/yCDP 3.1+0.1 7.0£0.3 0.56+0.01 102
vyCDP 2.6x0.1 7.2+0.6 0.54+0.02 102
= qQ
1.04 ° 9B
B
1 o By
. 084 » vy o
& 1 o
L™ 0.6 0y
0.4 'Ua
i =]
0.2 aﬁaae
o.off - . - .
0 250 500
t (min)

Figure 3 - Standardized swelling profiles of théypwrers at 25 °C.
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There are no significant differences between thellswg profiles for the five polymers
(Figure 3, as can be seen from the medium valueB ahdk, taking into account the 99%
confidence intervals (Gd): F = 2.9, Cby = 2.6-3.1k = 7.0, Cbg = 6.9-7.2. Also, the swelling
profiles were compared calculating the averagenefdarea under curve between 0 and 150
minutes Table ). The results obtained again show no significafferences AUC = 107,
Clgg = 101-115). Therefore, it can be inferred that tetworks of different synthesized
polymers are remarkably similar allowing a bettemparison of both loading and drug

release data.

3.2 DRUG LOADING

Previous works have revealed that the sorptionagpaf BCDP hydrogels is related to
the formation of inclusion complexes with the cyt#atrin units and also to the adsorption
within the polymer networkg3arcia-Zubiri et al., 2007Gazpio et al., 2008). As mentioned
above, the networks of all the synthesized polymaeessimilar, so differences in the amounts
of drug loaded should be attributed to the typesycfodextrin present in each polymer.

The amounts of NAP loaded (average values of at |8adiscs) were successfully
quantified, and are compiled fable 2 BCDP showed the highest amount loaded probably
due to the higher value of NABED complex stability constanBCD (1702 M) > yCD (179
M™) > aCD (40 M%) at 25°C, determined by the solubility meth@gttinetti et al., 1989)].
The two other single CD polymers, i@CDP andyCDP, exhibited lower amounts of drug
loaded, in agreement with a less favoured incluiaffinity of the corresponding CD units,

and the mixed polymers presented intermediate sahgeexpected.

Table 2 - NAP loaded and released from discs oflifierent polymers, at pH 1.2 and 7.0

NAP loaded NAP released

Polymer .
(mg/disc) (mg/g) | pH 7.0 (mg/g) pH 1.2 (mg/g)pH 7.0 (%) pH 1.2 (%)
oCDP  6.3:0.1  41x1 33%1 6£1 | 81l 1644
o/fCDP 13.8#0.1  90+3 702 1241 | 7743 141
BCDP  22.6+0.4 1563 99+17 1641 | 63+8 10+1
B/YCDP  17+1 10843 804 1621 | 744 15+1
yCDP  12.0#0.3  75%2 59+3 16£1 | 79+4 2142
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3.3 CONTROLLED RELEASE KINETICS

All the release experiments were carried out aC3itwo different media: pH 1.2 and
7.0. The amounts of NAP released at pH 7.0 werkdmitghan those delivered in the acidic
medium for the five polymersT@ble 2 Figure 4). This is a reasonable result considering that
NAP is an acidic drug (pK= 4.2), so at pH 7.0 it is in its ionised form and these
conditions, the solubility of the drug is 250+10 /ingeight times higher than in its neutral
form at pH 1.2 (31+6 mg/L)Machin et al., 2012Vélaz et al., 1997). The percentages of
NAP released were calculated taking into accouatatmounts loadedl &ble 3. Comparing
these values, it is observed that the polymer conta BCD show the lowest percentage,
once again because of the higher affinity of NAP €D with respect taxCD andyCD.
Thus, although the amount loaded is higher QDP, a percentage of the drug remains

retained and is not released.

In order to determine diffusion coefficien®)( the release data {st°) were plotted
using Eq.(5) (Figure not shown), and good lineareatations (r > 0.98) were obtained. As
expected, the diffusion coefficients calculated arech higher for the drug in its most
favourable release mediumgble 3; these results are consistent with the percerda AP
released Table 3. Moreover, comparing the values Dfat pH 7.0, it is observed that the
value for BCDP is the lowest, due to a higher retention of dneg for this polymer. The
matrices containing cyclodextrins with reduced raf§i for NAP (@CDP andyCDP) show
higher values oD because the diffusion of the drug to the mediufaveured. On the other
hand, the mixed polymers present intermediate galas expected according to their CD

composition.

The drug release profiles obtained at pH 1.2 a@c#37.0+0.1 °C are shownkigure

4, expressed both as the total amount (mg) and aac#idn, related to the total amount
delivered. The parameters obtained in all the selessays by applyiral the mathematical
models described in section 2.5 are compiledable 4 Referring ton values, calculated
with the Korsmeyer-Peppas model [Eq.(3)], a simpilekian diffusion mechanism occurs
(values of close to 0.5), except withCDP at pH 7.0 and with the mixed polymers at acidic
pH. The data of the processes governed by Fickitinswn fit very well to the Higuchi
model [Eq.(4)]. As can be seen Table 4 the values oky (Higuchi constants) for a given
polymer are always higher at pH 7.0, accordinght® higher solubility of naproxen in this

medium. Also, although the amount of NAP loadediesraccording to the different
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polymers, some considerations could be made regattde appareriy values at pH 7.0. As
can be seen iffable 4 aCDP andyCDP present higher values compared to th@DP;
this fact could be related to the stability contgaof the inclusion complexes of NAP with the
different cyclodextrins. On the other hand, the edippolymersa/BCDP andB/yCDP show

the lowest values oky, which implies a slower release in comparison witle other

networks.
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Figure 4 - Release profiles of naproxen at pH 7@ 87.0+0.1°C, expressed as mg (a) and
M/M., (b) of drug released, and pH 1.2, as mg (c) ard/M(d)
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Table 3 - NAP diffusion coefficients

Polymer pH r D (cnf/s)x 1¢°
aCDP 7.0 0.992 12.0
1.2 0.991 0.3
a/BCDP 7.0 0.995 104
1.2 0.997 0.3
RCDP 7.0 0.994 7.6
1.2 0.986 0.1
RHCDP 7.0 0.996 10.2
1.2 0.995 0.3
vyCDP 7.0 0.991 13.4
1.2 0.994 0.5
(a) (b)
1001 = % Diffusion 100 = % Diffusion
c 904 o % Relaxation c 90- o % Relaxation
S 8o] 2 80]
> >
2 70" 2 70, o o
T 60 . o 2 60 = N
S so LR S s0] zg°
g 40- oo . € 40l LI
S 30] . 8 a0l oo .
& 20] & 20]
10 104
0 — 0 . . . . ; .
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
t (min) t (min)

Figure 5 - Percentage contributions of the Fickidiffusion (Fb) and the relaxational

mechanisms (R) in the release of naproxen #(#€D (a) ands/yCD (b) polymers at pH 1.2
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For botha/BCD andp/yCD mixed polymers at pH 1.8,was determined to be 0.67 and
0.71, respectivelyTable 4. These values point to an anomalous (non-Fickizet)aviour
(Vueba et al., 2005), consisting of a coupling of diftusiand macromolecular relaxation
mechanisms. These systems present an acceptabig tiit the first order kinetic model, and
a very similar first order constari;]. A more comprehensive study was performed bygusin
the Peppas-Sahlin model and Equations (10) and (8uj)a-areevath et al., 1998). The
percentage contributions of Fickian diffusion andcnomolecular relaxation over the first
60% of drug released are showrFigure 5 In both cases, Fickian diffusion predominates on
the first part of the dissolution period, and deses gradually until the relaxation mechanism
becomes more important. However, the predominariceslaxation appears significantly
earlier in the case @/yCDP, which is consistent with its highest valuen@iompared to that
of a/BCDP. Because of the participation of both mechasjdimese polymers show a more
sustained release, pointing to a possible synargeftect by the mixture of two different
cyclodextrins in the same polymer network.

Finally, with aCDP at pH 7.0r{ < 0.5, Table 4, a rapid drug release is observed; a
“burst” delivery seems to occur indicating that tieéease occurs mostly from the polymer

network, in agreement with a lower affinity of ta€D cavities present in this matrix.
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4. CONCLUDING REMARKS

The main focus of our research in the last few ydaas been the study of the
interactions of cyclodextrin-epichlorohydrin resimgth different substrates, such as drugs
(Fernandezet al., 2011Gazpio et al., 2008Uzquedaet al., 2011) and pollutantRg@mo et
al., 2008). Recently, the design of controlled getrsyndelivery devicesMachin et al., 2012)
has opened a wide range of possibilities in thdystf drug release profiles by mathematical
models Lin & Metters , 2006).

In this work, we have studied the release of a iptsly well-known model drug
(NAP), from polymer matrices based on differentlaglextrins. The different release profiles
obtained have been correctly defined, identifyim@ach case the release mechanisms and the
corresponding kinetic constants. Also, the moreasued release observed in the mixed

polymers can be very useful in the design of masridose to a zero order release.

The results obtained along this study provide usafarmation to achieve progress in
the design of new polymeric matrices. Future swdmay be directed to accomplish further
characterization of the mixed CD networks, to sgsthe matrices using optimal ratios of
each type of cyclodextrin better suited for a giwdmig, or even to employ the mixed

polymers to retain two drugs with different struetsiin the same matrix.
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Consideraciones previas

La utilizacién de hidrogeles en el disefio de masripara la liberacion controlada de
farmacos ha ido aumentando con los aftegf(han, 2002). Esto se debe principalmente a su
capacidad de hinchamiento, que les permite absoma¢ener y liberar determinadas
sustancias bajo condiciones controladas, y a saigtencia blanda y elastica, relacionada
generalmente con una buena biocompatibilidadtedondo y Londofio, 2009; Hoffman,
2002;Katime et al., 2004).

El uso de ciclodextrinas (CD) en el disefio de ebidsogeles resulta de gran interés,
ya que en este caso la sustancia modelo puederqeset@da tanto por la red polimérica del
gel, como formando un complejo de inclusion cooadeidad de la CDGarcia-Zubiri et al.,
2007; Gazpio et al., 2008). Por ello, es importante caractenmaviamente la interaccion
entre las diferentes ciclodextrinas y las sustanai@odelo que se desean retener y

posteriormente liberar.

Este trabajo se apoya en diferentes estudios elevados a cabo tanto en el propio
grupo de investigacion, como por parte de otrosstigadores. Estos estudios, mencionados
en el apartad®bjetivos consistieron en la caracterizacion de la intedaicde las principales
ciclodextrinas con diferentes sustancias (ver resuenTabla 1. Ademas, se realizaron
también algunos estudios empleando polimeros dep@@ analizar la sorcién y/o la
liberacion de la sustancia modelo. Estos ensayosadiearon empleando polimero en polvo
(es decir, la resina triturada y tamizada) no liddo. En esta tesis, el empleo de discos de
polimero liofilizados, y con una geometria contdalay mantenida durante el ensayo,
pretende ser un avance notable partiendo de diestoslios. Estos discos permiten que la
liberacion se produzca de una manera mas lentgreslentar una menor superficie de
contacto con el medio, que la que se obtiene alleemgolimero en polvo. Ademas, la
geometria controlada (y mantenida durante el enspgaonite emplear de manera fiable
diferentes modelos matematichsn(& Metters ., 2006). Asi, es posible determinar tanto los
coeficientes de difusion, como los mecanismos jpates implicados en la liberacion, de
manera que sea posible adecuar la sintesis de limepm al mecanismo de liberacion

deseado.

En estaDiscusién Generalse comentan de manera conjunta los resultados mas
relevantes de este trabajo, haciendo referencias aiguras y tablas que contiene cada

capitulo de la seccién desultadoscuando ha sido necesario.
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Sintesis y caracterizacion de polimeros de ciclodexa-epiclorhidrina (CD:EP)

La eficacia y aplicabilidad de las ciclodextrinasiege incrementarse si son
incorporadas dentro de una estructura polimérieaasea en forma de polimero soluble o
insoluble. El entrecruzante empleado en este walpaja la obtencion de polimeros
insolubles de CDKigura 1) ha sido el agente bifuncional epiclorhidrina.diatesis de estos
polimeros en bloque ya ha sido descrita por otmbares Crini et al., 1998Garcia-Zubiri

et al., 2006), y ha servido como referencia pate teabajo.

Romo y col.,, en 2006, sintetizaron estos polimeros, otagh bloque como en
suspension en aceite de parafina, realizando wefiaisxperimental factorial que variaba
diferentes condiciones de sintesis (concentraci@ial de NaOH, relacién molar CD:EP,
velocidad de agitacion, temperatura de sintesiantidad de agua inicial en la mezcla). De
esta manera, Romo obtuvo varios productos difesen@nto solubles en agua como

insolubles, que pudo caracterizar empleando difesei@cnicasRomo et al., 2004, 2006).

En base a estos trabajos previos, se realizé efiaisxperimental para la obtencién de
polimeros insolubles dBCD que mantuviese constantes todas las variableteadas por
Romo, excepto la temperatura de sintesis. Las tetupas empleadas fueron 25, 35, 50 y
60°C, obteniéndose cuatro polimeros diferentes rdgramlos respectivamente 1125, 1135,
1150 y 1160, para hacer referencia a la relaciotam@D:EP 1:11, mantenida en todas las
sintesis, y a la temperatura del proceso. De acuetd temperatura de sintesis, el tiempo de
polimerizacion varié notablemente, siendo mas lelaasintesis realizada a menor

temperaturaTabla 1, Cap. B

(@) (b)

HO

Figura 1 — Estructura esquematica de una ciclodagti(a), un polimero de ciclodextrina
entrecruzado con epiclorhidrina (b) y una imagenndieroscopia electronica de barrido

(SEM) que muestra la estructura porosa de esterob una vez liofilizado (c).
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La caracterizacion de estos polimeros se ha realida un modo detallado, como se
recoge principalmente en €hpitulo 1de este trabajo. En primer lugar se determinaaen |
propiedades de hinchamiento de los polimeros matkis. Se observa una relacion entre el
factor de hinchamientd-j y la temperatura de sintesis, aumentando el poie funcion de
la segunda Tabla 1, Cap. L Esto es debido a que la epiclorhidrina tiende a
autopolimerizarse a temperaturas altas, dando ligadenas de entrecruzante mas largas v,
por lo tanto, a una estructura reticular con calgdamas grandes, lo que confiere al polimero

una mayor capacidad de sorcion de agr@a(o et al., 2006).

El hinchamiento se da principalmente por difusionpte, lo cual se deduce de los
valores de exponente difusiona) pbtenidos, cercanos a 0;bapla 3, Cap. 1 (Hariharan
& Peppas 1996). Las constantes cinéticas son mayores Ipargolimeros obtenidos a
mayor temperatura de sintesis, indicando que elhbmiento se produce de manera mas
rapida en estos polimeros. Ademas se compard ehdmmento a diferentes temperaturas
para cada tipo de polimero. Se observa que el &imigmto es mas rapido conforme aumenta
la temperatura del medio acuoso, ya que las temypasaaltas facilitan la difusion de las
moléculas de agua haca el interior del polimeigura 2 y Tabla 3, Cap.)1Por el contrario,
para un mismo polimero, el factor de hinchamient® rfmenor a mayores temperaturas de
agua. Esta menor capacidad de sorcibn de agua petstura alta indica el caracter
exotérmico del proceso de hinchamientin(et al., 2007). Por ello, se determinaron las
entalpias de hinchamiento para cada tipo de patinféigura 1 y Tabla 2, Cap.)l
demostrandose que, efectivamente, el proceso ¢dremMco en todos los casos, y el valor de

| AHy| es mayor para los polimeros con una mayor capacd hinchamiento.

El estudio de las propiedades mecanicas se reatigpbeando tanto discos de polimero
liofilizados como hinchados en agua. En primer tuge2 mididé la dureza de los cuatro
polimeros, empleando discos liofilizados. Se uilara ello unCaleva Tablet Hardness
Tester equipo habitualmente empleado en la industriadaéutica para medir la resistencia
de los comprimidos obtenidos, y que da un valdiadeerza necesaria para romper el disco.
Se observd una mayor resistencia en los poliménttizados a menor temperatura, debido

probablemente al mayor grado de reticulacién qasgmta su estructura.
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En base a estos resultados, se realizé un estuaicamplio con los polimeros 1125 y
1150. Empleando discos hinchados de estos polimesosleterminaron los mdédulos de
compresion para cada tipo de polimefalfla 5, Cap. 1 Se observé que el valor de este
modulo es mayor para el polimero 1125, indicandomenor elasticidad de este hidrogel, lo
cual concuerda con la mayor resistencia a la fraciue presentan los polimeros 1125
liofilizados. En base a los mddulos obtenidos, s#igron determinar otros parametros de la
red polimérica, como la densidad de entrecruzawseeitectiva y la masa molar media de las
cadenas de entrecruzani@lpla 5, Cap. L Los resultados obtenidos fueron consistentes con
los estudios de hinchamiento: se observa que aoefaumenta la temperatura de sintesis del
polimero, la densidad de entrecruzamiento es menoentras que las cadenas de
entrecruzante son mas largas. Se observa, ponto, tedmo la elasticidad de un polimero
aumenta en funcion de la longitud de sus cadenaniiecruzante, de acuerdo con la teoria
de elasticidad del cauchrubber elasticity (Flory, 1953).

Los estudios de porosimetria de intrusion de mareuostraron un mayor volumen de
intrusion en los polimeros 1150 y 1160, a la vee gresentaban una menor area total de
poro (Tabla 4, Cap. . Se observa una relacion entre la distribuciopa®s en el polimero
y la temperatura de sintesis, que se puede explichr siguiente manera: debido a la mayor
autorreactividad de la epiclorhidrina a temperatuadtas, los polimeros 1150 y 1160
presentaran menos poros, pero de un diametro maldmndice de tortuosidad, relacionado
con el coeficiente de difusion de las moléculasehacpolimero Escuderoet al., 2008), fue
mayor para los polimeros sintetizados a menor temty®@, lo cual concuerda con la
presencia de un mayor nimero de poros, de un diametnor, lo que da lugar a una
estructura mas reticulada y laberintica. Esto certtau con los resultados obtenidos en los
estudios de hinchamiento, ya que se observa qu@dbsieros con una estructura mas

tortuosa son los que captan menos agua y de uneranaids lental@blas 1y 3, Cap.)1

Las imagenes de SEM de los polimeros liofilizadeigyra 4, Cap. ) confirmaron la
naturaleza porosa del material de estudio. El pmake liofilizacion es relevante en esta
porosidad, y puede influir en el comportamientolaie polimeros en su interaccion con un
principio activo Boateng et al., 2009). Adem&s, como ya se intuia en |ldgdes de
porosimetria, se observa que una mayor temperdéusintesis da lugar a un material con un
menor nimero de poros de mayor tamafio, dando &ugamayor volumen de poros total y a

una menor superficie de contacto.




148

Estos resultados demuestran que es posible madicaestructura reticular del
polimero mediante un ajuste de las condicionesintesss, en especial la temperatura del
proceso. En base a la informacion obtenida enractexizacion de estos polimeros, mas la
experiencia obtenida al trabajar con ellos, losnpetos dg3CD sintetizados a 50°C parecen
presentar unas caracteristicas intermedias de dnmehto, dureza, elasticidad y porosidad.
Los sintetizados a 60°C, pese a presentar undereses a la fractura y una porosidad
similares a los 1150, se fracturan facilmente erestado hinchado al ser manipulados,
dificultando su utilizacion. Por ello, los polimerd150, en forma de discos liofilizados,
fueron seleccionados como los mas adecuados patdizacion en los diferentes ensayos de

carga y liberacion de farmacos recogidos en eslt@ji.

Ademas, se sintetizaron polimeros empleando otcésdextrinas, pero manteniendo
en todos los casos una relacion molar CD:EP 1:1ubhay temperatura de sintesis de 50°C
(polimeros 1150). Mediante el mismo protocolo ermgde para los polimeros @CD, se
obtuvieron polimeros insolubles d€D y deyCD, asi como otros que contenian cantidades
equimolares tanto da y 3 como defy y CDs, llamados respectivamerd€DP, yCDP,
o/BCDP y B/NCDP. Estos polimeros se caracterizaron analizang® @néticas de
hinchamiento a 25°C, no observandose diferencigsifisativas entre ellas en dichos
estudios. Por ello, se considera que las redesauferman cada polimero son de estructura
similar, por lo que las diferencias en la interancide estos polimeros con diferentes
sustancias sera atribuible al tipo o tipos de CP gomponen cada polimero, y no a una
diferencia significativa entre las estructurascrdéires de los polimero¥dbla 1, Cap. %

Sorcion de sustancias modelo en los diferentes poéros sintetizados

Cuando un polimero entrecruzado insoluble se intecen una disolucion, una parte
del soluto puede quedar retenido en la superfi@a el entramado de las particulas de gel
(Fernandez 2008). En los polimeros sintetizados en estafoalse distinguen tres posibles
zonas en las que un soluto puede quedar reteasloal/idades de las ciclodextrinas (cavidad
primaria), las cavidades formadas por la red paitaé(cavidades secundarias) y las

asociadas a las colas de entrecruzante.
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En los dltimos afios, se han realizado diferentegl®s para caracterizar la sorcion de
varios solutos en polimeros de ciclodextrina, cae $ervido como referencia para esta tesis.
RomoYy col., en 2008, estudiaron la capacidad de gxibiseros para retener contaminantes
presentes en aguas residuales, como el fenol yesnisados los cresoles. Se demostré su
buena capacidad de sorcién, comparable a otrosheages como el alginato. Ademas, el

uso de CDs puede otorgar al polimero una afinidpédafica sobre determinados solutos.

Por otro lado,Garcia-Zubiri y col., en 2009, realizaron un amplio estudio de
caracterizacion de diferentes polimeros de ciclodex por medio de sus isotermas de
adsorcion, empleando 1-naftol y fenol como sorbatodelo. Ademas, en nuestro grupo de
investigacion se realizaron otros ensayos de sarpidr medio de cinéticas y de isotermas de
sorcion, empleando sustancias de interés farmaocéutomo el pindolol Gazpio et al.,
2008), el gemfibrozilokernandezet al., 2011), o el antifungico terbinafifdzguedaet al.,
2011). En estos estudios se comprobd que, ademda dstructura del polimero, la
solubilidad y el pH del medio influyen en su int@mi@n con el polimero.

Los estudios de sorcion han sido de gran imporiagitieste trabajo, especialmente a la
hora de comparar los polimeros sintetizados emgéediierentes ciclodextrinas. Como se ha
comentado anteriormente, estos polimeros presentapacidades de hinchamiento muy
similares, por lo que no se consideraron signiffeatente diferentes sus estructuras
reticulares, y debido a ello no se realizaron egstuthecanicos o de porosimetria para estas

muestras.

En primer lugar, se estudi6 la sorciéon de estosrasbs empleando un sorbato habitual
en este tipo de ensayos, el 4-nitrofenol (4-NPpaoa-nitrofenol, asi como su isomero
estructural 3-nitrofenol (3-NP). Las isotermas irz@las mostraron una mayor sorcion de 4-
NP en los diferentes polimerosigura 2, Cap. 2 Esto es debido a que el isom@ara-
presenta una estructura mas lineal quertl-, dando lugar a un mecanismo de inclusiéon
diferente en las ciclodextrina¥diarto et al., 2001). Los valores del exponentale
Freundlich Tabla 2, Cap. Pmostraron una sorcion mas favorable para el £hNRdos los
polimeros. Los valores d& se compararon para cada familia de isotermablé 2, Cap. 2
Se observa, para ambas sustancias, que los valeies son mayores para polimeros que

contienenaCD y BCD, asi como el polimero mixto que contiene amhbias. Esto se debe a

que la cavidad interna €D es probablemente demasiado grande para prese@tdruena

interaccidon con estas moléculas.
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Los datos de sorcién de 4-NP se emplearon ademasqsdizar una estimacion de la
superficie disponible para la adsorcién del sokmocada polimero. Es, propiamente, una
simple estimacion, ya que no se alcanzaron valdeeg que dieran un recubrimiento
monocapady) en estos ensayos. Los valores obtenidos oscitrtva 3,1 y 6,1 0 entre 1,5-3
m?/g, de acuerdo a si se considera una orientac&mapb lateral del sorbato en el polimero
(Pratt et al., 2010Wilson et al., 2011). Comparando estos valores con llmsesde area de
poro obtenidos en la porosimetria de intrusibabfa 5, Cap. ), los calculados por el método
de sorcién par@CDP fueron algo mayores, pero dentro de un misrderode magnitud. A
esta diferencia puede contribuir la forma de api@a de cada técnica: mientras que la
porosimetria se realizé a partir de discos de mhntiofilizados, los ensayos de sorcion se
realizan en disolucién con polimero en polvo, quegas condiciones se encuentra hinchado,
y puede haber un mayor movimiento de las cadena&hidecruzanteWilson et al., 2011).
Los valores de area estimados muestran tambiéncomealacion con los valores d&-
obtenidos en las isotermas: los polimeros que pi@seina mayor sorcion, dieron valores de

area estimada superiores segun este método.

Posteriormente, se realiz6 un estudio mas ampliosateion seleccionando tres
sustancias modelo (fenol, 1-naftol y diflunisalg dcuerdo a sus diferentes tamarfos y
afinidades por las ciclodextrinaBigura 3, Cap. 2 En primer lugar, se observa como el
fenol presenta una menor capacidad de sorcion age derivados nitrofendlicos,
posiblemente debido a su peor interaccion condaglades de las ciclodextrinas. Ademas,
comparando la sorcion de fenol en los diferentéisngenos, se observa una mayor sorcion en
a/BCDP, lo que indica un posible efecto sinérgicoandrcion debido a la presencia de dos
CDs diferentes en una misma estructura reticulas. golimeros que contieng@D, al igual
que ocurria con los nitrofenoles, presentan unaadad de sorcion menor, debido al
excesivo tamafo de la cavidad de esta ciclodextfha-naftol, por su parte, demostré ser un
sorbato muy eficaz en el estudio de estos sistdasia.molécula mostré una gran capacidad
de sorcidn para estos polimeros, especialmentguescontiener8CD, debido a su buena
interaccién con dicha ciclodextrin&drcia-Zubiri et al., 2007, 2009). Finalmente, en el
caso del farmaco diflunisal, se esperaba obtenarnuayor sorcién en los polimeros con
yCD, debido a la similitud de la constante de ebtiul con la d3CD. La mayor sorcién
encontrada eBCDP hace pensar en la posible influencia de Ipodichérica en la sorcidon de

solutos en comparacion con la interaccion con @ed.
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Ademas, se realiz6 un estudio de sorcidn con difesediscos de polimero liofilizados.
En primer lugar, se estudié la sorcion del farmaeniinflamatorio naproxeno en los
polimeros d3CD sintetizados a diferentes temperaturas, obsdos&nque, como se podia
intuir en la caracterizacion, los polimeros 1150 les que presentan una mayor capacidad de
sorcion del farmacoT@bla 2, Cap. B En base a esto, se estudié la sorcion de cuatro
farmacos con estructura quimica similar (derivadelsnaftaleno): naproxeno, nabumetona,
naftifina y terbinafina. Se observdé una mayor dfiwi del naproxeno por el polimero,
reflejada en una carga aproximadamente diez veegsm(labla 3, Cap. B Por ello, este

farmaco fue utilizado como modelo en los postes@m@sayos de sorcion de este trabajo.

La sorcidon de naproxeno en discos liofilizados ake dinco polimeros que contienen
diferentes ciclodextrinas refleja que, al ser kstsueturas reticulares de estos polimeros muy
similares, el tipo o tipos de CD presente en cadi@nero es decisivo en la sorciéhapla 2,
Cap. 9. Asi, el polimero dBCD presenta la mayor capacidad de carga de farrdabajo a
la mayor constante de estabilidad del complejo &mloncon esta ciclodextrinBéttinetti et
al., 1989). Los polimeros de@CD y yCD muestran una capacidad de carga muy inferior,
mientras que los polimeros mixtos presentan valonésrmedios en funcion de su

composicion.

Liberacion controlada de farmacos desde discos delimero liofilizados

El objetivo principal de esta tesis es el estuéidadposible aplicacion de los polimeros
sintetizados en la liberacion controlada de farrmata desorcion de sustancias retenidas en
polimeros de ciclodextrina ya fue estudiada pagarals farmacos, empleando para ello las
muestras de polimero en polvo cargadas durantenkesyos de sorcidkhlzqueday col., en
2011, estudiaron la liberacion de terbinafina degdéimero comercial pulverizado,
pudiéndose determinar que dicha liberacion sigumecanismo de difusidinckiana Por su
parte,Fernandezy col. (2011) estudiaron el efecto del pH en bedacion de gemfibrozilo,

observandose notables diferencias debido al car@citho de este farmaco.

Teniendo en cuenta estos trabajos previos, se eplamt diferentes estudios de
liberacion empleando discos liofilizados de losdihtes polimeros sintetizados. En primer
lugar, y en base a los ensayos de caracterizae@dizados, se seleccionaron polimeros 1150
de B-ciclodextrina. Se emplearon cuatro farmacos mod&ddos ellos derivados del

naftaleno, una estructura comidn en muchos prirgipotivos, que encaja bien en la cavidad
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de laB-ciclodextrina. Los farmacos presentan en sus @stias grupos quimicos diferentes
(Tabla 1), comparables dos a dos, lo que facilita la coagén en los estudios de liberacion.
Estos farmacos fueron el antiinflamatorio &acido rogeno, el profarmaco ceténico

nabumetona, y dos antifingicos, las alilaminasifivafty terbinafina, ambos presentados
como clorhidrato. Los ensayos se realizaron enquipe Sotax AT7 SmafFigura 2), segun

la normativa de la farmacopea americatSR, 2010). Se emplearon dos medios de
liberacién diferentes: pH 7,0, simulando condic®ristestinales, y pH 1,2, simulando

condiciones gastricas.

En primer lugar, se estudio la cantidad de farnlibevada en cada medio, en relacion a
la inicialmente disponible en los discos de polmé&il acido naproxeno (pk= 4,2) presenta
un porcentaje de liberacion mucho mayor a pH neyuma pH 4cido, de acuerdo a su forma
predominante desprotonada o protonada, respectntame cual afecta notablemente a su
solubilidad. La nabumetona, por su parte, debidsuanaturaleza ceténica, muestra un
comportamiento menos diferenciado en ambos mediesdo algo superior la cantidad
liberada en pH 7,0. Los antifungicos, debido aimitdda solubilidad a pH 7,0Jgquedaet
al., 2006, 2010), presentan una tasa de liberanifnpequefia en este medio, de manera que
no se puede evaluar con precision su perfil cinéim medio acido, por el contrario, ambos
farmacos mostraron una buena desorcién, con vafmegncima del 75% de la cantidad

cargada.

N
. e

Figura 2 — Equipo de velocidad de disolucion S&aX smart
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El estudio de los perfiles de liberacion se reafimdiante el ajuste de los datos de las
cinéticas de liberacion al modelo de Korsmeyer-Bephos valores de los exponentes
obtenidos fueron cercanos a 0,5 para todos losyeng@abla 4, Cap. B Esto indica un
mecanismo de liberacion controlado principalmente gifusion segun la ley de Fick
(Korsmeyer et al., 1983). En base a la similitud de estosreal den, las constantes cinéticas
de Korsmeyer-Peppa%xf) pudieron ser comparada$apla 4, Cap. B En el caso del
naproxeno la constante cinética es mayor a pH oedé acuerdo a la naturaleza acida del
compuesto y a su baja solubilidad en medio acido.gP contrario, las constantes cinéticas
fueron similares en ambos pH para el profarmacamealona. Para naftifina y terbinafina,
sélo fue posible determinar los valoreskde para la liberacion en medio &cido. Comparando
ambos antifingicos, se observa una constante @n&ijo mayor para la naftifina, lo cual es
consistente con el menor valor de la constantestibdidad de su complejo con la CD
respecto de la terbinafind@fquedaet al., 2009). Esto provoca que esta Ultima sxdilue
manera mas lenta, al presentar una mayor afinidadgs ciclodextrinas presentes en el

polimero.

Ademas, se determinaron los coeficientes de difuaparenteslY) (Tabla 5, Cap. B
Esta determinacion es posible debido a la util@adie matrices con una geometria conocida
y que se mantiene durante el ensayo. Se obsernas uatores ddd mayores para cada
farmaco en su medio de liberacion mas favorableuld es consistente con las constantes

cinéticas determinadas previamente.

Estos estudios demuestran que el transporte déosatn hidrogeles depende de las
caracteristicas estructurales y fisicas del pobimpero también de la naturaleza de los
solutos utilizadosBrazel & Peppas 1999, 2000). Los parametros cinéticos determimado
permiten caracterizar el sistema, y aportan inferérapara el disefio de nuevas matrices
poliméricas. En base a esto, se selecciond unosdi&imacos de estos primeros ensayos (el
naproxeno, debido a su mayor carga en los discgmliimero y a su caracter acido) para
estudiar su liberacion desde polimeros 1150 qudiermn otras ciclodextrinasiCDP,
yCDP, y mezclasi/BCDP yp/yCDP.

En primer lugar, se observa que, al igual que sre&tudios de liberacion comentados
anteriormente, las cantidades de naproxeno libsragad 7,0 fueron notablemente mayores
respecto al medio acido en todos los polimerosiestas Figura 4 y Tabla 2, Cap.)4 Si

comparamos los porcentajes de naproxeno liberadolps diferentes polimeros, se observa
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que BCD presenta una mayor retencion del farmaco, eeféejen un porcentaje total de
liberacibn menor que en polimeros que contieneasoticlodextrinas. Esto se debe a la
mayor afinidad del naproxeno por3&D con respecto aCD y yCD. Los polimeros mixtos,

por su parte, mostraron valores intermedios, derdoua su composicion.

Los coeficientes de difusiom] determinados, mostraron en primer lugar unosrealo
muy superiores en medio neutro en todos los potim@iabla 3, Cap. % Estos resultados
son consistentes con los porcentajes de farmaeoatdb Tabla 2, Cap. % es decir, las
matrices que contienen ciclodextrinas con unadsdihibaja por el naproxena@D y yCD),
mostraron mayores valores @& ya que la difusion de farmaco en estos casosmét

favorecida.

El estudio de los perfiles de liberacidon se reakoprimer lugar, mediante el ajuste de
los datos al modelo de Korsmeyer-Peppas. Se olmsdifeaientes valores deg y por lo tanto,
diferentes mecanismos de liberacion en funciéncamaposicion del polimerd ébla 4, Cap.

4). Por ello, se realizé un estudio mas amplio, eanpdio otros modelos matematicos para el
estudio de los diferentes sistem@&ogta & Sousa Lobe 2001;Lin & Metters , 2006). La
liberaciéon desde polimero d@CD en medio neutro dio valores deinferiores a 0,5,
indicando urbursten la liberacion, es decir, una tasa de liberamidy rapida en un breve
espacio de tiempo. Esto se debe a que, al pres#maproxeno una afinidad muy pequefia
conaCD, la liberacion desde este polimero se dara emastor parte desde las cavidades

secundarias de la red, y no desde las ciclodextrina

El resto de liberaciones muestran un mecanismoifdsi@h fickiana (valores den
cercanos a 0,5), excepto con los polimeros mitBED yB/YCD en medio acidoT@bla 4,
Cap. 9. Las liberaciones con mecanisrfickiano presentan un buen ajuste al modelo de
Higuchi. Los valores de la constante de Higudfy) (han sido siempre mayores en las
liberaciones en pH 7,0, debido a la mayor solukdidel naproxeno en este medio. Ademas,
aungue sus valores son aparentes debido a lasrddercantidades iniciales de farmaco en
cada matriz, su comparacion muestra valores mayterks en los polimeros que contienen
CDs con menor afinidad por el farmaaiCD yyCD). Por otro lado, los polimeros mixtos
o/BCDP yB/YCDP presentan los menores valoreskgéeo cual implica una liberacion mas
lenta en comparacién con los otros polimeros, freb@ente debido a la presencia de dos

ciclodextrinas de tamarfos diferentes.
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Estos polimeros mixtos presentan un mecanismoediferen la liberacion en medio
acido: al ser los valores ademayores de 0,5 y menores de 1, se habla en estedeaun
mecanismo de transporte anomalo, que implica &zadifusionfickianay la relajacion de
las cadenas del polimer&drsmeyer et al., 1983). Por ello, se estudi6 la contribooie
cada fendmeno de transporte al mecanismo totébelation mediante el modelo de Peppas-
Sahlin Peppas & Sahlin 1989;Sujja-areevath et al., 1998). Se observa en ambos casos
como la difusiérfickiana predomina al inicio de la liberacién, y su taserdee gradualmente
conforme aparece la influencia de la relajaciéigyra 5, Cap. 4. Debido a la participacion
de ambos mecanismos, estos polimeros presentdibaracion mas lenta, lo cual apunta a
un posible efecto sinérgico debido a la mezcla ae @Ds diferentes en una misma red

polimérica.

Los resultados obtenidos en este estudio propwoiauna informacion util para
avanzar en el disefio de nuevas matrices polimépiaasla liberacion. Los posibles estudios
futuros podrian encaminarse a ampliar el conocitnisobre estos interesantes polimeros
mixtos. Por ejemplo, podria cambiarse la proporciércada tipo de CD en el polimero, de
acuerdo a la estructura de la molécula a liberancliso estudiar la posibilidad de retener
dos sustancias con una estructura diferente (usadatipo de CD) en la misma matriz, para
lograr una liberacién conjunta de ambas molécla® podria ser interesante, por ejemplo,
a la hora de incorporar en una misma formulacioantiinflamatorio y un protector gastrico

que se liberasen cada uno con un mecanismo indepéndel otro.
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1.- Los polimeros sintetizados poseen la capadi@akincharse debido a la absorciéon
de agua. El hinchamiento, cuya cinética sigue urtamemo de difusién simple, es
dependiente de la temperatura de sintesis del @ajmiendo mayor en el sintetizado a 60°C.
Ademas, las entalpias de hinchamiento determinadastran que el proceso es exotérmico,
y esta mas favorecido para los polimeros sintetiga@lmayor temperatura. Por el contrario,
no parece haber diferencias significativas en tei&o de agua en los polimeros sintetizados

a 50°C empleando diferentes ciclodextrinas.

2.- Las propiedades mecanicas muestran una mayezaly una menor elasticidad en
los polimeros sintetizados a menor temperaturayd se relaciona con su menor capacidad
de hinchamiento. Los estudios de porosimetria deisidon de mercurio con polimeros
liofilizados dan idea de la naturaleza porosa dalenml, que es mayor para los sintetizados a
mayor temperatura, como confirman las imagenes M. &£l aumento observado en la
porosidad se debe a la autopolimerizacion de learpidrina a temperaturas altas, lo cual da
lugar a cadenas de entrecruzante mas largas y memar densidad de entrecruzamientos vy,
por lo tanto, a poros de mayor tamafio. El proceso lidfilizacion influye en la

macroporosidad del material, y facilita la difusgigsolutos hacia su interior.

3.- La estimacion de la superficie de contactopddéiimerof3-ciclodextrina sintetizado a
50°C en base a la sorcion de 4-nitrofenol, es eoltercon los estudios de porosimetria, pero
los valores de area son ligeramente superioreslalebila naturaleza de cada técnica. La
sorcion de fenol y sus derivados nitrados es magdas ciclodextrinas con cavidad interna
mas pequefa, observandose un posible efecto sindngila mezcla/B-ciclodextrina para la
sorcion de fenol. El 1-naftol presenta una grani@did por los polimeros, especialmente los
gue contienem-ciclodextrina. Por su parte, la sorcion de difsahimuestra la influencia de

la red en la sorcion del compuesto por complejacaimla ciclodextrina.

4.- Los discos de polimero liofilizados presentara wapacidad de sorcion de los
farmacos modelo suficiente para su uso en ensaydibatacion controlada. La sorcién de
naproxeno en los polimeros ¢eciclodextrina sintetizados a diferentes tempeestues
mayor en los polimeros 1150, de acuerdo a susqutages mecanicas y de hinchamiento.
Ademas, el naproxeno muestra una sorcion notabkemmeayor que los otros farmacos
modelo sobre estos polimeros. Por el contrari@oscion en polimeros que contienem y-
ciclodextrina es inferior que paf debido a su menor afinidad por estas ciclodeagtin

mientras que los polimeros mixtos captan cantidedesnedias, segin su composicion.
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5.- La liberacion de naproxeno desde polimerog-delodextrina esta notablemente
influida por el pH del medio, debido al caracteidaael farmaco y a su baja solubilidad en
medios de pH bajo. En la liberacion de la nabuneettaninfluencia de la acidez del medio es
menos significativa, debido a la naturaleza cetme este compuesto. Los antifungicos
naftifina y terbinafina, debido a su baja solul@tida pH neutro, son liberados en mayor

cantidad en medio acido.

6.- Los ajustes de los perfiles de liberacion dedgatro farmacos desde polimeros de
B-ciclodextrina al modelo de Korsmeyer-Peppas magstin mecanismo de liberacion
controlado principalmente por difusién simdiekiana. Para el naproxeno, la constante
cinética obtenida es mayor a pH neutro, de acueodola baja solubilidad del farmaco en
medio acido. Por el contrario, las constantestica® son similares en ambos pH para el
profarmaco nabumetona. En cuanto a los antifungieosatftifina presenta una constante
cinética mayor que la terbinafina, debido a su meifimidad porp-ciclodextrina, lo cual
produce una liberacion mas rapida. Los coeficiediegdifusion determinados para estos
ensayos son mayores para cada farmaco en su medioedacion mas favorable, lo cual

confirma la influencia de la naturaleza de los &@en la liberacion desde polimeros iguales.

7.- La liberacion de naproxeno desde polimeroscguéenen diferentes ciclodextrinas
esta condicionada por el tipo o tipos de CDs queerma la matriz. Asi, en polimeros gle
ciclodextrina se observa un porcentaje de liberaai@nor que en polimeros que contienen
otras ciclodextrinas, debido a la mayor afinidabr@groxeno por la primera. Los polimeros
mixtos, por su parte, muestran porcentajes deadi@n intermedios, de acuerdo a las

ciclodextrinas que los componen.

8.- Los coeficientes de difusion determinados esgationados con los porcentajes de
naproxeno liberados desde cada tipo de polimerofuanién a la afinidad de cada
ciclodextrina por el farmaco. La liberacion desddirperos dea-ciclodextrina es la mas
rapida, ya que el farmaco se encuentra adsorbida emyor parte en la red polimérica, dada
su baja afinidad por esta ciclodextrina. Ademas,observa un fenoémenburst en la
liberacion en medio neutro desde estos polimeros. olimeros mixtos, por su parte,
muestran liberaciones mas lentas, indicando urblgosfecto sinérgico por la presencia de
distintas ciclodextrinas en un mismo polimero. Edio acido, estos polimeros muestran un
mecanismo que implica a la vez difusion y relajacé las cadenas del polimero. El resto de

liberaciones muestran un comportamiedintkiano, con un buen ajuste al modelo de Higuchi.




VI. ANEXOS



ANEXO | : Metodologia empleada en los ensayos de liberamatrolada (USP, 2010)

Los ensayos de liberacidm vitro se llevaron a cabo en un equipo de velocidad de
disolucién Sotax AT7 Smarton colector de muestras automatico, de acuertip a

normativa de la farmacopea norteamericana pardipstde ensayos.

Las caracteristicas principales de estos ensaypsesken resumir de la siguiente

manera:
- Temperatura constante de 37°C.
- Medio de disolucion: se emplearon dos medios, guelan pH fisioldgicos:

* Medio de pH 7,0: consistente en una disolucion ##®, (7,5 g/L) y
NaPO, (11,2 g/L).

* Medio de pH 1,2: consistente en una disolucion GéGH1M.

- Volumen de disolucion: el volumen del medio fuengee de 900 mL,
manteniéndose constante por adicion automaticaetkonpara compensar la toma
de cada muestra (3 mL). Las condiciosgk fueron tenidas en cuenta: el volumen
utilizado fue siempre, al menos, tres veces magbrmecesario para formar una

disolucion saturada.

- Velocidad de agitacion: de acuerdo con la normatévagitacion debe de ser de 100
rpm para ensayos con cestillos, 50 rpm para fogtkdas en ensayos con paletas, y
25 rpm para suspensiones con paletas. Por elégitacion fue de 50 rpm en todos

los ensayos, y el método utilizado, la agitaciom paletas.

El programa de tiempos se optimizé para la tom2@enuestras en 30 horas,
hasta alcanzar la cantidad maxima de farmaco tibepara cada ensayo. Los tiempos
de toma de muestra fueron los siguientes: 30", 80, 120", 150", 180", 210", 240’,
3007, 3607, 420, 570°, 7207, 870", 1020, 11782, 1470, 1620" y 1770". La
cuantificacion se realizé por espectrofluorimetdabido a que la alta sensibilidad de
esta técnica permite la deteccidén de las cantiddddarmaco liberadas en los tiempos

iniciales.



ANEXO II : Constantes y rectas de calibrado empleadas elifémentes ensayos

Tabla 1- Condiciones del método espectroscopica fza distintos compuestos.

Compuesto PH  Aapsorcion (NM)  €x 103 (M em™?)
Naproxeno 7,0 272 5,6
Nabumetona 272 4,7
Naftifina 256 17,5
Terbinafina 284 9,9
Naproxeno 1,2 272 5,5
Nabumetona 272 4,7
Naftifina 256 18,5
Terbinafina 284 7,3
Diflunisal Agua 252 14,0
1-naftol 322 2,3
Fenol 270 1,4
3-nitrofenol 330 2,0
4-nitrofenol 318 9,3

Tabla 2- Condiciones del método espectrofluorinaétpara los distintos compuestos.

Compuesto pH A?ﬁ?ﬁ?m A(%mriﬁif ’ (excitifinoﬂi/jsr?usifm) Recta calibrado
Naproxeno 7,0 272 353 5/5 y = 1,96°46G 4
Nabumetona 272 353 5/5 y=3,72'46- 25

Naftifina 256 325 5/5 y=1,54-90+ 30
Terbinafina 284 325 5/5 y = 6,34"20+ 33
Naproxeno 1,2 272 353 5/5 y= 1,35°4G- 22
Nabumetona 272 353 5/5 y=4,74'26 2

Naftifina 256 325 5/5 y=1,29-90+ 39
Terbinafina 284 325 5/5 y =1,52%0+ 32




