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Resumen

La baja solubilidad es la principal limitante para la formulacion de farmacos clase
Il (baja solubilidad y alta permeabilidad) esto debido a que para ser absorbidos

deben presentarse en su forma disuelta y no ionizada.

La enrofloxacina es un antibiético de uso veterinario derivado del 4cido nalidixico,
que presenta baja solubilidad en agua (0.6 mg/mL) y alta lipofilicidad (log P=4.7
a pH=7) por lo cual, en el presente trabajo se formul6 utilizando un sistema
automicroemulsificable (SEDDS).

Los SEDDS han demostrado que son capaces de incrementar la solubilidad de
farmacos lipofilicos y liberarlos directamente sobre la membrana apical en su
forma disuelta y no ionizada, lo cual tiene como resultado el incremento de su
velocidad de absorcidn y, por tanto, la concentracion plasmatica del farmaco,
aumentando su efecto terapéutico. Esto es especialmente importante para
antibiéticos dosis-dependientes donde se requiere una concentracion plasmatica
mayor que la concentracibn minima inhibitoria, que para el caso de la

enrofloxacina la relacidén anterior que se requiere es de 8 a 10 veces.

Asi mismo, se han reportado las ventajas de formular microemulsiones finas con
tamafo de particula menor a 50 nm de diametro, como en el caso de la
reformulacion de Neoral para Ciclosporina A qué incremento sus
concentraciones plasmaticas y su biodisponibilidad.

Los resultados de este proyecto mostraron un incremento de la solubilidad de
enrofloxacina de al menos 10 veces su solubilidad acuosa, con un tamano de

particula de 40 d.nm y un pH=6.39.

El SEDDS obtenido fue estable a pH=1 y pH=6.8, valores que simulan el paso a
través del tracto gastrointestinal sin presentar precipitacion. Sin embargo, aun se
requiere hacer estudios de absorcion para determinar un ajuste de dosis y evitar
asi, toxicidades causadas por altas concentraciones plasmaticas del farmaco.



Agradecimientos Institucionales

Agradezco principalmente a la UAM-Xochimilco por abrirme sus puertas y
hacerme parte de su gran comunidad universitaria, por haberme brindado tanto

conocimiento y apoyo para la realizacién de este proyecto.

A CONACYT por la beca otorgada para los estudios de posgrado con niumero de
apoyo 438502 inscrito en el PNPC No. 001546. Asi mismo, al apoyo PRODEP
No. UAM-PTC-624.

A la Dra. Maria Josefa Bernard de la Facultad de Quimica-UNAM y al Dr.
Ponciano Garcia del Departamento de Quimica- UAMI por el préstamo de equipo
indispensable para la realizacion de este proyecto.

Y finalmente al programa de becas para eventos de difusion y de investigacion
en ciencia y tecnologia perteneciente a UAM que me permitié hacer difusion de
mi proyecto de investigacion.



Agradecimientos personales

Mi mas grande admiracion y agradecimiento a mi madre que siempre me ha
apoyado en cada decision, tropiezo y acierto, a ella que siempre esta a mi lado
impulsando mis proyectos.

A mi padre que nunca me ha dejado rendirme, que me ensefo que un “no puedo”
no debe estar en mi vocabulario, a él que se despertaba antes que yo para
hacerme el desayuno con tal de darme fuerzas para seguir adelante.

A ellos que siempre han sido y seran mi mas grande regalo, que me llenan de

orgullo y de ganas de seguir adelante.

A mi tutor Jorge Miranda por la direccion de este proyecto, por la confianza que

siempre me otorgo y por cada uno de los consejos de vida que me dio.

A mis asesores el Dr. Quirino y el Dr. Ponciano por sus ensefianzas, su confianza

y su disposicion.

A mis amigos y colegas Carlos Velazquez, Guillermo Romero, Cesar Gazga,
Ignacio Vazquez, Oss y Miguelon por todos los momentos compartidos, viajes,
risas, lagrimas, trabalenguas y consejos farmacéuticos. A ustedes que siempre
me han brindado su amistad, gracias por formar parte de esta gran etapa de mi

vida.

A mis amigos de Norte a Sur, Antonio Garcia que nunca me ha dejado olvidar
mis suenos, a Carlos Miguel, Karina Guerra, Mafer Navarro, Yuno y Alejandro
Ortiz que, si bien no estuvieron hombro a hombro, siempre me han apoyado
personal y profesionalmente.

A trofifio por darme paz y alegria cada dia.



CONTENIDO Pag.

INDICE DE FIGURAS LI I

INDICE DE TABLAS IV, V
ABREVIATURAS VI, VII
1. INTRODUCCION 1

2. ANTECEDENTES 2
3. MARCO TEORICO 4
3.1 Solubilidad y disolucion 4
3.1.1 Mecanismos de solubilizacién de un farmaco 7

9

3.1.2 Célculo de la solubilidad de farmacos no polares: Ecuacién de Hildebrand
y el parametro de solubilidad.

3.1.3 Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica 13
3.2 Formulaciones basadas en lipidos 15
3.2.1 Clasificacion de sistemas lipidicos 16
3.2.2 Anfifilos y tensoactivos 18
3.2.3 Tipos de tensoactivos 19
3.2.4 Actividad superficial 21
3.2.5 Formacién de micelas 22
3.2.6 Escala HLB (Balance Hidrofilico-Lipofilico) 23
3.3 Sistemas dispersos 23
3.3.1 Estabilidad termodinamica de los sistemas dispersos 26
3.3.2 Modelo matemético de la estabilidad termodinamica 27
3.4 SEDDS: Sistemas autoemulsificables para la administracion de 29
farmacos

3.4.1 Digestién de SEDDS 32
3.4.2 Diagramas de fase ternarios 37
3.5 Caracterizacion de los SEDDS (Sistemas Autoemulsificables para 38

Administracion de Farmacos)
3.5.1 Prueba visual de autoemulsificacion 38

3.5.2 Propiedades organolépticas 38



3.5.3 Tamaro de particula
3.5.4 Potencial z

3.6 Enrofloxacina

3.6.1 Propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas
3.6.2 Indicacion terapéutica

3.6.3 Farmacocinética de la enrofloxacina

3.6.4 Farmacodinamia de la enrofloxacina

3.7 Ventajas de formulacion de enrofloxacina en SEDDS

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
. HIPOTESIS

. OBJETIVO GENERAL
6.1 Objetivos particulares

. MATERIALES Y METODOS

7.1 Excipientes y principio activo
7.2 Material y equipo

7.3 Validacion del método analitico para la cuantificacion de enrofloxacina

por absorbancia UV/Vis

7.3.1 Linealidad del sistema: Curva estandar de calibracion para cuantificar

enrofloxacina por absorbancia UV/vis
7.3.2 Precision del sistema

7.3.3 Linealidad del método

7.3.4 Exactitud y repetibilidad del método
7.3.5 Precision intermedia

7.4 Métodos generales de caracterizacion
7.4.1 Saturacion del sistema lipidico

7.4.2 Prueba visual de autoemulsificacién
7.4.3 Cuantificacién del farmaco

7.4.4 Determinacion del tamano de particula

7.5 Propuesta de sistema lipidico que incremente la solubilidad de
enrofloxacina

39
39

40
40
41
41
42

43

45

45

46
46

47

47
47

47

48
48
48
48

49
49
49
49
50

50



7.6 Seleccion del sistema autoemulsificante

7.6.1 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por turbidez
7.6.2 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamano de
particula (para el Sistema Ay B)

7.6.3 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamafo de

particula (para el Sistema C y D)

7.7 Disefio de experimentos para el sistema C

7.8 Estudio de estabilidad fisica del SEDDS en pH 1y 6.8
7.9Cinética de la formulacién 6ptima de enrofloxacina

7.10 Cinética de liberacion: formulaciéon optima de enrofloxacina vs
solucion oral comercial de enrofloxacina al 0.5%

. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Validacion del método analitico para la cuantificacion de enrofloxacina
por absorbancia UV/Vis

8.2 Propuesta de sistema lipidico que incremente la solubilidad de
enrofloxacina

8.3 Seleccion del sistema autoemulsificante

8.3.1 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por turbidez

8.3.2 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamano de
particula (para el Sistema C y D)

8.4 Diseno de experimentos para el sistema C

8.5 Estudio de estabilidad fisica del SEDDS en pH 1y 6.8

8.6 Cinética de la formulacion 6ptima de enrofloxacina
8.7Cinética de liberacion: formulacion 6ptima de enrofloxacina vs

solucion oral comercial de enrofloxacina al 0.5%

9. CONCLUSIONES
10. REFERENCIAS

51
51
52

53

54

55
55
56

57

57

58

60
60
64

68
73
77
78

82
83



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Mecanismo de solubilizacién de un farmaco.

Representacién tipica del Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutica.
Estructura basica de un tensoactivo.
Orientaciéon de un tensoactivo en una disolucion.

Diagrama esquematico de microemulsiones y nanoemulsiones

fabricadas a partir de aceite, agua y tensioactivo.
Moléculas de aceite incorporadas en tensoactivos.

Diagrama esquematico de la energia libre de los sistemas de
microemulsion y nanoemulsion comparado con el estado

separado de fase.

Influencia pronosticada del radio de las gotitas sobre la tension
interfacial para una monocapa de tensioactivo que tiene un

radio éptimo de particula de 5 nm.

Digestion de formulaciones a base de lipidos y formacién de

micelas en el TGI.

Esquema de los mecanismos por los cuales los farmacos poco
solubles en agua son absorbidos a partir de formulaciones
basadas en lipidos.

Construccién de un diagrama de fase ternario.

Pag.

14

18
22

25

26

26

29

33

36

37

——
| —



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16
Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26
Figura 27

Figura 28

Estructura molecular de la enrofloxacina

Sistemas lipidicos saturados con farmaco dentro del bafo de

agua.
Diagrama de fase pseudoternario construido por titulacién

Seleccidn de puntos para el diagrama de fase pseudoternario
por tamano de particula para el sistema C y D.

Seleccién de puntos para el disefio de mezclas
Montaje de disolutor para cinética de liberacion

Solubilidades de enrofloxacina obtenidas en los diferentes
sistemas lipidicos a 25°C

Solubilidades de enrofloxacina obtenidas en los diferentes
sistemas lipidicos a 37°C

Diagrama de fase pseudoternario para el sistema A.
Diagrama de fase pseudoternario para el sistema B.
Diagrama de fase pseudoternario para el sistema C.
Diagrama de fase pseudoternario para el sistema D.

Diagrama de fase pseudoternario por tamarno de particula para
el sistema C.

Diagrama de fase pseudoternario por tamafio de particula para
el sistema D

SEDDS diluidos del sistema A.
SEDDS diluidos del sistema B.

SEDDS del sistema C.

41

49

52

53

54

56

59

59

62

62

62

62

64

65

67

67

67




Figura29 SEDDS del sistema D.

Figura 30 Disefo simplex reticular aumentado

Figura 31 Gréfica de trazas para solubilidad del farmaco
Figura 32 Contornos de la superficie de respuesta estimadab

Figura 33 Curva de calibracion Abs vs concentracion de enrofloxacina a
diferentes pH’s

Figura 34 Estudio de estabilidad de la formula propuesta.

Figura 35 Estudio de estabilidad de la formula propuesta vs

reformulacion

Figura 36 Formulacion con y sin Poloxamero expuesta a pH 1 después
de 30min

Figura 37 Formulacion con y sin Poloxamero expuesta a pH 6.8
después de 30min

Figura 38 Estudio de estabilidad por tamafo de particula de la formula

propuesta vs reformulacion

Figura 39 Efecto de estabilizacién por repulsién estérica por uso de

poloxamero

Figura 40 Cinética de solubilidad del farmaco en la formulacién optima

Vs agua.
Figura 41 Cinética de liberacion en medio intestinal simulado
Figura 42 Cinética de liberacién en medio acido, pH 1

Figura 43 Formacion de microemulsién O/W por dilucion

——
| —



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Tabla 13

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16

Clasificacion de los sistemas lipidicos
Clasificacion de agentes emulsionantes
Relacién entre los limites HLB y aplicacién surfactante

Diferencias  entre  emulsiones, = microemulsiones vy

nanoemulsiones

Grado de autoemulsificacién

Presentaciones comerciales de enrofloxacina

Curva estandar de calibracién para cuantificar enrofloxacina
Propuesta de sistemas lipidicos

Composicion de los sistemas lipidicos

Sistemas autoemulsificantes para la administracion de

farmacos.

Composicion de los puntos de partida para la construccion de
diagramas pseudoternarios por titulacion.

Composicion se los puntos para la construccion de diagramas
de fase pseudoternario por tamarno de particula para los
sistemas C y D.

Proporciones de los componentes para el diseino de

experimentos
Resultados de la validacion del método analitico
Tamanos de particula para el sistema A (diluido)

Tamanos de particula para el sistema B (diluido)

Pag.
17
19
23

24

38
43
47
50
50

51

52

53

54

57
63

63

—
<
| —



Tabla 17

Tabla 18

Tabla 19

Tabla 20

Tabla 21

Tabla 22

Tabla 23

Tamarios de particula para el sistema C
Tamarnos de particula para el sistema D
Resultados del modelo estadistico completo
ANOVA para la Solubilidad del Farmaco
Formulacién estadisticamente optima
Estabilidad de las propuestas de reformulacion

Modelos de liberacidon en medio intestinal simulado

64

65

69

70

72

74

79

—
<
| —



ABREVIATURAS

Y%op/p Porciento peso peso

AIC Criterio de informacion de Akaike

BCS Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica

CDER Centro para la Evaluacion e Investigacion de Medicamentos
CMC Concentracion micelar critica

CMI Concentracion minima inhibitoria

CsA Ciclosporina A

cVv Coeficiente de variacion

d.nm Nanometros de didmetro

DLS Dispersion dinamica de la luz

DNA Acido desoxirribonucleico

DW Estadistico de Durbin-Watson

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
HCI Acido clorhidrico

HLB Balance Hidrofilico-Lipofilico

IR indice de refraccion

v Intravenosa

kDa kilodaltons

LBF Formulaciones base lipidicas

—

W

'



L-SEDDS

MAE

mV

O/W

PEO

PG

PPO

QELS

em

SANS

SAXS

SEDDS

SMEDDS

S-SEDDS

TGl

UWL

W/O

Sistemas autoemulsificables para la administracion de farmacos

liquidos

Error medio absoluto

milivolts

Aceite en agua

Oxido de polietileno hidréfilo

Propilenglicol

Oxido de polipropileno hidréfobo

Dispersién de luz cuasi elastica

Revoluciones por minuto

Dispersion de neutrones de angulo bajo

Dispersion de rayos X de angulo bajo

Sistema autoemulsificable para la administracion de farmacos.
Sistema automicroemulsificable para la administracion de farmacos.

Sistemas autoemulsificables para la administracion de farmacos

sélido
Tracto gastrointestinal
Capa de agua no agitada

Agua en aceite

—

Vil

'



1. INTRODUCCION

La via de administracion oral es la de mayor frecuencia en la ingesta de
medicamentos, esto debido a la comodidad y practicidad que le otorga al paciente,
por lo cual la solubilidad del farmaco y absorcidn gastrointestinal del mismo son
factores determinantes en el desarrollo exitoso de moléculas bioactivas candidatas
a su comercializacion. En las ultimas décadas el disefio de nuevas moléculas con
actividad farmacoldgica se ha enfocado en mejorar las propiedades farmacocinéticas
resultando en farmacos que tienden a un alto peso molecular y un coeficiente de
particién elevado, que permite la capacidad de ser permeables, lo que en la mayoria
de los casos repercute en una baja solubilidad. Se estima que aproximadamente el
40-50% de los farmacos actualmente comercializados y hasta el 75% de los
compuestos en fase de desarrollo presentan baja solubilidad (Gowree et al. 2012,
Williams et al. 2013)

En el presente trabajo se realizd el desarrollo de distintos sistemas lipidicos para
determinar la capacidad de cada uno de producir SEDDS (Sistemas
autoemulsificables para la administracién de farmacos) estables, finos y con un
incremento de solubilidad del farmaco (enrofloxacina) por al menos 10 veces su
solubilidad en agua. Los resultados obtenidos mostraron que el uso de tensoactivos
con HLB menor a 12 presentan una separacién de los componentes, “efecto de
cremado” y tensoactivos con HLB mayor a 12 producen dispersiones muy finas. La
aplicacién del disefio de experimentos de mezclas permitié establecer la region
donde se logra la maxima solubilidad con el sistema autoemulsificable. La
formulacién éptima estd compuesta por, 50% Transcutol HP, 24% propilenglicol,
15% Tween 80, 1% poloxamero 407 y 10% agua. Esta formulacién alcanzé una
solubilidad mayor a 6 mg/mL lo que representa un incremento de solubilidad de al
menos 10 veces la solubilidad en agua, la formulacién se observa con un tamario de
particula de 40 d.nm y estable fisicamente en pH 1 (HCI 0.1N) y pH 6.8 (medio
intestinal simulado).
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2. ANTECEDENTES

Las moléculas candidatas a farmacos nuevos presentan en su mayoria escasa
solubilidad acuosa la cual es una barrera significativa para el desarrollo efectivo de
medicamentos. Tipicamente, compuestos poco solubles tienen absorcidn erratica en
el tracto gastrointestinal, se ha estimado que entre 70 y 90% de todos los
compuestos descubiertos tienen una solubilidad limitada. La absorcién erratica
plantea problemas de seguridad como respuestas irreproducibles que pueden
conducir a efectos adversos o falta de efecto terapéutico (Persson, 2013).

El sistema de administracidn basado en lipidos tiene un enfoque altamente
prometedor para mejorar la biodisponibilidad de compuestos poco solubles en agua,
ya que presenta al farmaco en el tracto gastrointestinal (TGI) en un estado
solubilizado. Existen numerosos informes en la literatura que describen las ventajas
de los sistemas autoemulsificables para la administracion de farmacos (SEDDS),
sistemas automicroemulsificables para la administracion de farmacos (SMEDDS),
sistemas autonanoemulsificables para la administracion de farmacos (SNEDDS),
etc. Sin embargo, la aplicacion comercial de esta tecnologia es todavia limitada, ya
que solo hay unos pocos productos disponibles basados en lipidos, una de las
principales razones es la falta de difusion de la aplicacion de estas formulaciones
(Gumaste, 2013).

La disolucion de los farmacos en los lipidos puede mejorar significativamente la
biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua. Por ejemplo, el seocalcitol es
un farmaco lipofilico cuya solubilidad en agua es 20 ng/g, mientras que su solubilidad
en triglicéridos de cadena media y triglicéridos de cadena larga es 5.3 y 1.7 mg/qg,
respectivamente. Grove et al, en 2005 investigaron la biodisponibilidad de
seocalcitol en ratas después de la administracién oral de su sistema lipidico y reporto
un doble aumento de biodisponibilidad en comparaciéon con una formulacién de
referencia que contiene propilenglicol (Grove, 2005; Mu, 2013). En otro estudio se
demostré que la griseofulvina tiene mayor solubilidad en Cremophor® EL (4.96
mg/mL) en comparacion con agua (0.0074 mg/mL) observaron que las formulaciones
lipidicas fueron capaces de aumentar significativamente la velocidad de disolucion
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en comparacion con el farmaco puro (Elkordy et al. 2013). Por otro lado, Czajkowska
y cols, desarrollaron un SEDDS liquido para atorvastatina con acido oleico o Capryol
90 como fase oleosa, Tween 80 como agente tensioactivo y 1,2-propilenglicol como
cotensioactivo sin embargo, sus resultados mostraron que las mejores propiedades
de solubilizacion fueron exhibidas por formulaciones sélidas S-SEDDS prepararadas

por medio de la técnica de secado por pulverizacion (Czajkowska-Kosnik, 2015).

Dentro de las estrategias que se han realizado para mejorar la solubilidad de la
enrofloxacina existe una forma de solvato de enrofloxacina, como clorhidrato (Enro-
C) la cual presento una mayor solubilidad en agua que el compuesto original, asi
como, una curacion clinica un dia antes que los perros tratados con ciprofloxacina
(Miranda-Calderon, 2018). En otro estudio utilizaron nanoparticulas lipidicas solidas
de acido docosanoico cargadas con enrofloxacina que se administraron a monocitos
de perro pastor de Anatolia, lo que resultdé en un tratamiento mas eficaz de las
infecciones intracelulares que cuando se utilizaron medicamentos no

nanoparticulados (Xie, 2017).

El objetivo de formular un SEDDS cargado con enrofloxacina se basa en la
necesidad de incrementar su solubilidad para mejorar su absorcién y por tanto su
biodisponibilidad, este tipo de sistemas a diferencia de las sales farmaceuticas

sugiere presentar al farmaco en su forma disuelta y no ionizada.




3. MARCO TEORICO
3.1 Solubilidad y disolucion

La solubilidad es una medida de la capacidad de una determinada sustancia para
disolverse en otra, con gran influencia en los procesos farmacéuticos. El término
solubilidad se utiliza tanto para designar el fenémeno cualitativo del proceso de
disolucion como para expresar cuantitativamente la concentracién de un soluto en
una disolucion, entendiendo que una disolucién esta saturada cuando el potencial
quimico o actividad termodinamica del soluto disuelto es igual al soluto no disuelto.

La disolucion de un principio activo constituye uno de los procedimientos mas
empleados en Tecnologia Farmacéutica, ya sea como proceso intermedio, 0 como
producto final en la elaboraciéon de medicamentos.

La solubilidad de una sustancia depende de las propiedades fisicoquimicas del
disolvente y del soluto, ademas de la temperatura y la presion del sistema. Asi pues,
la solubilidad que presenta un farmaco concreto en medio acuoso condiciona la
absorcién y distribucién del farmaco en el organismo, cuanto mas soluble sea una
sustancia en medio acuoso, cabe esperar que sus propiedades farmacocinéticas
sean mejores, alcanzando de esta manera una mayor biodisponibilidad y un mejor

aprovechamiento del farmaco (Dios, 2013).

La solubilidad y disolucion son conceptos diferentes, pero estan relacionados. La
solubilidad es la cantidad maxima de soluto que el disolvente puro puede contener
en solucién a condiciones estandar. La solubilidad es una funcién de equilibrio
termodinamico, es decir, que el sistema tendera a llegar al punto mas bajo de la
energia libre de Gibbs, que es la de mayor estabilidad termodindmica. Cuando
hablamos de solubilidad, se entiende en el sentido del resultado final, sin tener en
cuenta la rapidez con que se produce (Serajuddin, 2007).

Los solutos varian no sélo en la medida en la que se disuelven, sino también en el
tiempo que tardan en llegar a sus respectivos limites de solubilidad. La velocidad de
disolucién es un proceso cinético. Un soluto puede tener escasa solubilidad en un




disolvente, sin embargo, su velocidad de disolucion puede ser rapida y a la inversa,
un soluto puede ser muy soluble, sin embargo, requerir una cantidad de tiempo
prolongado para llegar a la concentracion final de saturacion.

La velocidad de disolucion se describe con la ecuacion de Noyes-Whitney
(ecuacion 1):

dQ DA(Cs—C)
dat L
Donde:
A es el area superficial del solido.
C es la concentracion del farmaco en el seno de la disolucion.
Cs es la concentracion del farmaco en la capa de difusién que rodea al sélido.
D es el coeficiente de difusion.

L es el grosor de la capa de difusién

La ecuacién de Noyes-Whitney proporciona mucha informacién practica relevante
para el proceso de disolucién. Cuando nos fijamos en los parametros de la ecuacién,

vemos que la ecuacion predice lo siguiente:

* El coeficiente de difusion (D) se puede disminuir al aumentar la viscosidad del
disolvente, por otro lado, D es directamente proporcional a la velocidad de disolucion.
* La velocidad de disolucién (dQ / df) sera mas rapida con particulas pequefas
porque la superficie area (A) aumenta a medida que el tamano de particula
disminuye. Por lo tanto, la trituracion o la micronizacidén de particulas generalmente
acelera la disolucion.

* Si el soluto es ionizable y / o un electrolito débil, alterando el pH del disolvente se
puede modificar la concentracidén superficial / saturacidén, Cs. Dependiendo de las
caracteristicas del soluto y disolvente, este cambio podria aumentar o disminuir Cs,
ya sea disminuyendo o aumentando el gradiente de concentracién, respectivamente,
y aumentar o disminuir la velocidad de disolucién, respectivamente (Iborra, 2008).




Dado que la difusién es a menudo la limitacion de velocidad, es de especial
importancia dentro de la ecuacion de Noyes-Whitney. Ademas, el coeficiente de
difusion D es dependiente de varios parametros, incluyendo la constante de
Boltzmann, la temperatura absoluta, viscosidad del medio y el radio de la molécula
de soluto y se describe por la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacion 2):

D= kT
~6mnr

Donde:

D = coeficiente de difusidn del soluto en solucién
k = constante de Boltzmann

T = temperatura absoluta

n = viscosidad del disolvente

r = radio de la molécula de soluto.

Las ecuaciones Noyes-Whitney y de Stokes-Einstein revelan los parametros que
pueden afectar la velocidad de disolucién de los solutos en disolventes. Por ejemplo,
al aumentar la temperatura de solucién también lo hace el coeficiente de difusion, y
por lo que aumenta la velocidad de disolucién. A medida que aumenta la viscosidad
de los disolventes, la velocidad de disolucién disminuye. Como el radio del soluto
disminuye, aumenta el area de superficie total de soluto, y aumenta la velocidad de
disolucion y, por ultimo, a medida que aumenta el area de superficie de soluto,
también lo hace la velocidad de disolucion (Smith, 2015).

El valor en el cual la solubilidad limitada empieza a afectar la absorciéon depende de
una serie de otras variables del sistema, incluyendo permeabilidad de farmacos,
dosis y el medio ambiente presente dentro del TGlI.

Comprender estas variables, y por lo tanto, los factores que tienen un impacto en la
solubilidad requerida para un farmaco candidato es de gran importancia para cuando
se pretende desarrollar nuevas formas farmacéuticas (Williams et al. 2013).
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3.1.1. Mecanismos de la solubilizacién de un farmaco

En general, se considera que la solubilidad depende de tres pasos: 1) la energia
necesaria para desprender una molécula del soluto de la red cristalina, 2) la energia
necesaria para crear un espacio en el disolvente capaz de incluir la molécula del
soluto y 3) la energia para que la molécula del soluto ocupe el espacio en el
disolvente (ver fig. 1). Desde el punto de vista termodinamico, para moléculas

hidrosolubles puede explicarse de la siguiente manera:

Tanto el desprendimiento de una particula del soluto como la creacién de un espacio
en el disolvente son procesos endotérmicos, ya que requieren de energia para
llevarse a cabo por lo que tendremos un valor de entalpia mayor a 0. Para la entropia,
en ambos casos se esta llevando a un mayor desorden en el sistema por lo que la
entropia aumenta, y podemos decir que los primeros dos pasos son procesos

entrépicamente favorables.

En el tercer paso se observa un proceso exotérmico, es decir, que libera energia y
por lo tanto presenta una entalpia menor a 0. Referente a su entropia, aunque el
sistema sufre un acomodo lo que supondria un valor menor a 0, esto no es asi, se
observa que el reacomodo que sufre sigue siendo mas desordenado que el estado
inicial, por lo que la entropia sigue siendo mayor a 0 o ligeramente menor que 0. Por
lo tanto, si tomamos en cuenta que el proceso de solubilidad es un proceso global,
se dice que los farmacos que presentan un alto grado de solubilidad son procesos
espontaneos, es decir, con un valor de energia libre de Gibbs menor a 0. Por ejemplo,
si sustituimos la entalpia total (sumatoria de las entalpias de cada paso) AHT= AH1 +
AH2 + (-AH3) y la entropia total (sumatoria de las entropias) ASt= AS1+ AS2 + ASsen
la ecuacion de Gibbs AG= AH- TAS entonces tendriamos un AHt<0 y un ASt>0y

por tanto un -AG caracteristico de un proceso espontaneo (Williams, 2013).
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Figura 1. Mecanismo de solubilizacion de un farmaco (modificado de Williams et al. 2013).

El proceso en farmacos solubles en agua sera espontaneo lo cual se representa con
un AG negativo por el contrario, los farmacos con baja solubilidad acuosa presentan

en general AG positivo, proceso no espontaneo (AH>0, AS>0) (Smith 2015).

En farmacos poco solubles, tenemos dos comportamientos particulares: el polvo de
ladrillo “brick dust” y las bolas de grasa “grease balls”. Los farmacos que se
comportan como polvo de ladrillo tienen una solubilidad limitada, lo cual se muestra
en el primer paso de la fig.1, es decir, que la energia necesaria para liberar una
molécula del soluto es muy alta por lo tanto el valor de la entalpia total sigue siendo
mayor a 0, haciendo de este un proceso no espontaneo. Dentro de las estrategias
para mejorar la solubilidad de este tipo de farmacos se incluyen dispersiones sélidas

o disminucién del tamafo de patrticula.

Las moléculas que se comportan como bolas de grasa tienen como limitante para su
disolucion el tercer paso de la fig. 1, esto quiere decir que, aunque el farmaco es
capaz de liberar una particula sin requerir gran cantidad de energia, al no ser
compatible con el disolvente, la energia para crear un espacio en el mismo es muy
elevada (mala solvatacion) dando como resultado final una entalpia mayor a 0, lo
que lleva a un proceso no espontaneo. Entre las técnicas para mejorar la solubilidad




de estos farmacos tenemos la adicion de cosolventes, surfactantes y las
formulaciones lipidicas (Williams et al. 2013).

Dado que las transiciones de energia asociadas con los cambios a la estructura del
disolvente son pequenas, es evidente que hay dos determinantes principales de la
solubilidad del farmaco: 1) la energia necesaria para superar las fuerzas
intermoleculares del soluto en el estado solido y 2) la energia generada en la
interaccién de moléculas de soluto y disolvente en solucidén (solvatacién) (Williams
et al. 2013).

Existen varias estrategias para mejorar la velocidad de disolucién del farmaco, estas
incluyen 1) reduccion del tamafno de particula para aumentar el area de superficie,
aumentando asi la velocidad de disoluciéon del farmaco (micronizacién); 2)
solubilizacion en sistemas tensioactivos; 3) formacion de complejos solubles en
agua; 4) uso de profarmaco y derivatizacion del farmaco, formas que usualmente
tienen una velocidad de disolucion mas alta; y 5) manipulacién del estado sélido de
la sustancia del farmaco para mejorar la disolucién del farmaco (es decir, al disminuir
la cristalinidad de la sustancia farmacolégica a través de la formacién de soluciones
sélidas). Sin embargo, la micronizacién pudiera no ser la mejor opcion para farmacos
lipéfilos como es el caso de la enrofloxacina ya que solo se incrementa el area
superficial a la cual no es afin el medio, la formacion de sales incrementa la
solubilidad en medio acuoso, sin embargo, al estar en su forma i6nica la velocidad

de absorcidn puede verse disminuida (Craig, 1993).

3.1.2 Calculo de la solubilidad de farmacos no polares: Ecuaciéon de Hildebrand y
el parametro de solubilidad (Aragon, 2008).

La solubilidad ideal de un soluto sélido (X2) en un disolvente liquido para obtener

una solucion liquida se calcula mediante la expresién (ecuacion 3):

AHyys(Tpys — T)
2.303RTy,,sT

logXd = —




La solubilidad ideal depende exclusivamente de las propiedades del soluto sin
considerar en absoluto a las propiedades del disolvente, por lo cual en principio este
valor es constante y solo depende de la temperatura. En una solucién ideal se tiene
que los cambios entalpicos y volumétricos, durante el proceso de disoluciéon son
iguales a cero y por lo tanto el proceso se conduce Unicamente de forma entrépica.
Naturalmente, las soluciones ideales son inexistentes y solo sirven para explicar el
comportamiento de las soluciones reales, en términos de las desviaciones
presentadas por estas respecto al comportamiento ideal. Estas desviaciones son
debidas principalmente a interacciones intermoleculares soluto-disolvente o

disolvente-disolvente y a efectos volumétricos.

La solubilidad real (X2) se calcula adicionando el término de no-idealidad (log v, ) a

la expresidn anterior, para obtener (ecuacion 4):

AHpys(Trys — T)
2.303RTysT

—logX, = + log v,

El coeficiente de actividad (log y,) es un parametro que toma en cuenta las
interacciones que se producen entre los distintos componentes de una disolucién y
debe ser determinado experimentalmente para soluciones reales, en las cuales
como se indico previamente, se presentan interacciones de diversa indole, sin
embargo, se han desarrollado diferentes técnicas para hacer estimados razonables
de este término. Un ejemplo especifico de esto lo constituyen las soluciones
regulares introducidas por Hildebrand y Scatchard, en las cuales, a diferencia de las
soluciones ideales, se permite un ligero cambio entélpico positivo, esto es, se
requiere suministrar una pequena cantidad de energia para que se conduzca el
proceso de solucién, mientras que el cambio entrdpico es el correspondiente a una
solucién ideal. La solubilidad en las soluciones regulares se obtiene a partir de
(ecuacién 5):

AHpys(Trus = T) | V204
2.303RT;, T 2.303RT

—logX, = (61 — 52)2
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en la que, V2 es el volumen molar parcial del soluto (cm3®mol), @, es la fraccion
volumétrica del disolvente en la solucion saturada y 6,y 8, son los pardmetros de
solubilidad del disolvente y del soluto respectivamente. El pardmetro de solubilidad
se define como la raiz cuadrada de la densidad de energia cohesiva y se calcula
como (ecuacion 6):

5= (AHV - RT)O'S
= 7

donde, AH, es la entalpia de vaporizacién y V; es el volumen molar del liquido. En la
literatura se encuentran disponibles los valores de parametro de solubilidad para
muchos disolventes y también para algunos compuestos sélidos, entre ellos varios
farmacos. Puesto que la mayoria de soluciones de interés farmaceéutico se desvian
notoriamente del comportamiento de las soluciones regulares (debido al tipo de
interacciones presentes, en particular la formaciéon de enlaces de hidrégeno, y a la
diferencia en los volumenes molares entre solutos y disolventes) Martin et al.,
plantearon a comienzos de los afos 80 la aproximacién extendida de solubilidad de
Hildebrand, la cual ha resultado muy util para estimar la solubilidad de varios

farmacos en sistemas codisolventes binarios y ternarios.

Si se define el término volumétrico-energético, A, como (ecuacion 7):

AN
"~ 2.303RT

entonces, la solubilidad real de un soluto en cualquier sistema disolvente se puede
calcular a partir de (ecuacion 8):

—logX, = —logXid + A(82 + 6% — 2W)

en la cual, el término W es igual a 2K§,6,, donde K es el parametro de Walker
introducido inicialmente para el estudio de soluciones de polimeros, el factor W
compensa las desviaciones respecto al comportamiento de soluciones regulares, y
se calcula a partir de datos experimentales como (ecuacién 9):
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log Yz)

w=o.5(5§+sg— >

donde, y, como se indicé anteriormente, es el coeficiente de actividad del soluto en
la solucién y se calcula de acuerdo con (ecuacién 10):
xid
Y2 = X,
Los valores obtenidos experimentalmente para el factor W pueden ser
correlacionados mediante andlisis de regresion usando polinomios regulares de
orden superior en funcion del pardmetro de solubilidad de las mezclas disolventes

asi (ecuaciéon 11):
W == CO + C181 + C28% + C38i Cn8111

Estos modelos polinbmicos pueden ser utilizados para estimar la solubilidad por
retro-célculo (regresion en el célculo, usando la ecuacidén obtenida a partir de los
datos experimentales), resolviendo esta propiedad a partir del factor W obtenido de

la regresién (Martinez, 2005).

La solubilidad de un farmaco en solucién acuosa es una propiedad de fundamental
importancia que no afecta sélo el potencial de absorcion del farmaco por via oral
después de la administracién y la capacidad de administrar el farmaco parenteral,
sino también la facilidad de manipulaciéon y pruebas en el laboratorio durante la
fabricacion. La solubilidad del farmaco y la velocidad de disolucién son criticamente
importantes cuando el tiempo disponible para la disolucion es limitado. Esta
velocidad es particularmente relevante después de la administracion oral, ya que el
tiempo de transito intestinal es finito y la velocidad de disolucién del farmaco debe
exceder significativamente la velocidad de absorcion a través del TGl. Por ejemplo,
la absorcion de un farmaco con solubilidad razonable todavia puede ser pobre si la
velocidad de disolucién es baja, ya que el limite de solubilidad puede ser que nunca
se alcance durante el tiempo del transito intestinal. Por el contrario, si la velocidad
de disolucion es relativamente rapida, pero la solubilidad en equilibrio es baja, la
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cantidad de farmaco disponible en solucién no sera suficiente para absorber la

totalidad de la dosis de farmaco en el TGl (Williams et al. 2013).

En consecuencia, se ha reportado que los estudios clinicos de fase | de numerosos
nuevos farmacos candidatos, han fracasado después de la administracién oral,
debido a una farmacocinética insatisfactoria. Por lo tanto, contrarrestar la baja
solubilidad en agua sigue siendo un desafio para el desarrollo exitoso de un

medicamento (Alskar, 2016).
3.1.3 Sistema de Clasificacion biofarmacéutica

En 1995, Amidon introdujo el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS)
(Amidon, 1995), el cual identifica a la solubilidad del farmaco en el medio
gastrointestinal, y su permeabilidad a través del epitelio intestinal, como los dos
parametros clave en la absorcién intestinal (Wolk et al. 2014). De acuerdo con el
BCS, las moléculas de clase | son las que tienen una alta solubilidad y alta
permeabilidad; compuestos de clase Il son las que tienen baja solubilidad y alta
permeabilidad (donde la solubilidad es la limitacion principal para la absorcion);
compuestos de la clase lll tienen una alta solubilidad, pero baja permeabilidad
(donde la absorcion esta limitada por la permeabilidad de la membrana y no por la
solubilidad); y compuestos de la clase IV son aquellos en los que se tiene baja
solubilidad y baja permeabilidad, lo cual no favorece en nada la absorcién del
farmaco, ver fig. 2 (Wolk et al. 2014).

Si un farmaco de clase |l puede mantenerse en un estado solubilizado en la luz del
intestino se puede lograr un perfil de absorcién mas parecido al de un farmaco de
clase | (Williams, 2013). Las estrategias de formulacién pueden hacer poco para
mejorar la absorcion de los farmacos clases | y Il que estan limitadas por su
permeabilidad de la membrana (Pouton, 2006).
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- Clase | ——5— Clase |

Baja solubilidad Alta solubilidad
Alta permeabilidad | Alta permeabilidad

Baja solubilidad Alta solubilidad
Baja permeabilidad | Baja permeabilidad

Permeabilidad

L Clase IV — 1 Clase lll J

Solubilidad

Figura 2. Representacion tipica del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (modificado de
Pouton, 2006).

El Centro para la Evaluacién e Investigacion de Medicamentos (CDER) de la
Administracidon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) incorporé
conceptos sobre la BCS en documentos de orientacion para medicamentos humanos
en la Guia 2000 de la FDA para la Industria (FDA Guidance For Industry, 2000),
incluida la orientacion para la exencion in vivo, requisitos de estudio de
bioequivalencia para farmacos con una alta solubilidad y alta permeabilidad. Sin
embargo, el BCS aun no ha sido extrapolado para su aplicacién a medicamentos
veterinarios, la razon de esta brecha es que el BCS se desarroll6 en base a fisiologia
digestiva humana, que puede ser muy diferente de lo observado en especies
veterinarias. Dada la similitud de entidades terapéuticas utilizadas en perros y
humanos, y debido al uso del perro como una especie preclinica para medicina
humana, seria de particular valor tener una comprensién de cémo los criterios de
BCS pueden ser traducidos entre fisiologias gastrointestinales de humano y canino
(Papich, 2015).

Una sustancia farmacoldgica se considera altamente soluble cuando la mayor dosis
es soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en el rango de pH de 1-6.8 (Amidon,
1995). El volumen estimado de 250 mL se deriva de protocolos de estudio tipicos de
bioequivalencia que prescriben la administracién de un producto farmacol6gico a
voluntarios humanos en ayunas con un vaso de agua. Sin embargo, este volumen

es demasiado grande para ser apropiado para estimar el volumen de agua
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administrado a un perro en ayunas. Por lo tanto, se ha explorado un volumen de 6
mL porque este es a menudo el volumen administrado a perros con medicacion oral
y también es el volumen residual en el estbmago canino vacio. Asi mismo, se ha
propuesto un volumen de 35 mL porque es equivalente a los 250 mL escalado al
tamano de un perro Beagle promedio (la raza utilizada mas a menudo en estudios

de absorcidn oral de farmacos) (Papich, 2015).

Con lo anterior se ha demostrado que aplicar el mismo criterio para perros y humanos
puede ser problematico. Al intentar designar una clasificacién biofarmacéutica para
farmacos veterinarios, existe la necesidad de desarrollar su solubilidad especifica y
evaluaciones de permeabilidad, lo cual aun no ha sido establecido y por lo tanto se
sigue utilizando el BCS para humanos. Claramente, queda mucho trabajo por hacer
para mejorar nuestra capacidad de predecir la absorcidn de farmacos en veterinaria
cuando se basa en la caracterizacion fisicoquimica preliminar de farmacos y una
extrapolacion interespecies de farmacocinética in vivo. Esfuerzos para predecir la
absorcién del farmaco (o entender los factores causantes que afectan las diferencias
interespecies) depende de una amplia gama de variables incluyendo solubilidad y
permeabilidad del farmaco, formulacion y variables fisiolégicas (incluida la
permeabilidad regional, diferencias que podrian diferir entre las especies), pH,
enzimologia luminal y mucosal, motilidad intestinal entre otras (Papich, 2015).

3.2 Formulaciones basadas en lipidos

Para farmacos poco solubles y altamente permeables (Clase Il), la velocidad de
absorcién oral a menudo es controlada por la velocidad de disolucién en el TG, por
lo tanto, la permeabilidad y la solubilidad de un farmaco son determinantes clave de
su biodisponibilidad oral (Javadzadeh, 2005).

Las opciones para la formulacién de farmacos poco solubles en agua incluyen
formulaciones sélidas cristalinas, formulacion de amorfos, cosolventes,
ciclodextrinas entre otros (Tiong, 2009). Sin embargo, para contrarrestar la baja
solubilidad de los farmacos lipofilicos clase Il, son utilizadas las formulaciones
basadas en lipidos, que se consideran altamente eficientes, por lo que su campo de
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investigacién y aplicacion se ha incrementado en la ultima década (Kalepu, 2015). El
uso de lipidos en la formulacion de medicamentos tiene la principal ventaja de que
el farmaco podria permanecer en disoluciéon durante todo el TGl (Williams et al.
2013).

Las formulaciones base lipidicas son un grupo diverso de formulaciones, que
resultan de la mezcla de hasta cinco clases de excipientes como triglicéridos puros,
aceites, glicéridos mixtos, tensioactivos lipdfilos, tensioactivos hidrofilicos vy
codisolventes solubles en agua (Agarwal, 2009), éstas pueden mejorar
significativamente la biodisponibilidad oral de moléculas de farmacos poco solubles
en agua. Aunque la razén de dicha mejora no se ha producido, generalmente se cree
que proviene de un aumento en la disolucion in vivo. Mas especificamente, el
aumento en la velocidad de disolucién resulta de la administracion del farmaco en un
estado predisuelto (tipicamente en un microambiente de lipidos, tal como una
solucién lipidica, emulsién o microemulsioén), que reduce la energia asociada con
una transicién de fase solido-liquido y, a partir de una mayor solubilizacién del
farmaco en las estructuras coloidales que se producen por la interaccion de la
formulacion y sus productos de digestion con anfifilos biliares enddégenos como sales

biliares y fosfolipidos (Porter, 2004).
3.2.1 Clasificacion de sistemas lipidicos

Las formulaciones lipidicas se caracterizan por incluir lipidos o aceites, tensoactivos,
cotensoactivos y codisolventes de origen lipidico y se clasifican en cuatro grupos que
pueden ser diferenciados por el grado en que se dispersan en agua y su
digestibilidad, ver tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los sistemas lipidicos

(100-250nm)

(ambos excipientes
insolubles en agua y

solubles en agua)

con componentes

solubles en agua

absorcion de farmaco

sin digestion

Tipo de . o . .
.. |Materiales Caracteristicas Ventajas Desventajas
formulacion
. ) ] . Pobre capacidad
Aceites sin tensoactivos . . Estado GRAS; simple: |
. o No dispersidn, _ . |disolvente a menos
Tipo | (e.g. tri,diy . ) . excelente compatibilidad i
o requieren digestion ] que el farmaco sea
monoglicéridos) con capsulas o
altamente lip&filico.
. . . Poco probable que
Tipo Il Aceites (40-80%) y Formacion de SEDDS | ) . ) o
. . pierda la capacidad Dispersiones turbidas
(250- tensoactivos insolubles [sin componentes )
disolvente en la o/w.
2000nm) en agua (20-60%) solubles en agua ) y
dispersion

Aceites (40-80%),

tensoactivos (20-40%), |Formacién Dispersion total o Es posible perder la
Tipo lll A [codisolventes (0-40%) |SEDDS/SMEDDS dispersion parcial capacidad disolvente

en la dispersion; menor

facilidad de digestion

Aceites (<20%),

tensoactivos (20-50%),

SMEDDS con

componentes solubles

Dispersion transparente;

La pérdida probable de

(Sin aceites)

soluciones micelares.

farmacos

Tipo Il B codisolventes (20-50%) . ] la capacidad disolvente
. en agua la absorcién del farmaco
(50-100nm) |(ambos excipientes . ) o . de
, y bajo contenido de  [sin digestion . N
insolubles en agua y . dispersién
aceite
solubles en agua)
Tensoactivos solubles [Formulaciones Formulaciones tienen i s
. o . ) Posible pérdida de la
Tipo IV en agua (80-100%) y  tipicamente dispersas pbuena capacidad de . .
) ) capacidad disolvente
(<50nm) codisolventes (0-20%) [para formar disolvente para muchos

de la dispersién.

Modificado de Pouton CW, 2006 y 2008; Kollipara, 2014.

Las formulaciones de tipo | son totalmente oleosas y estan constituidas por aceites

o lipidos que requieren ser digeridos, las formulaciones de tipo Il generan sistemas

autoemulsificables para

la administracion de farmacos

(SEDDS)

formados

principalmente con excipientes hidrofobicos, las formulaciones tipo 1l generan

SEDDS o sistemas automicroemulsificables para la administracién de farmacos
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(SMEDDS), que contienen algunos tensoactivos solubles en agua y codisolventes
(tipo 1lIA) o una mayor proporcidon de componentes solubles en agua (tipo 11IB), las
formulaciones tipo IV contienen excipientes lipidicos miscibles o solubles en agua y
representan la mayor parte de las formulaciones hidrofilicas (Pouton y Porter 2008).

Los principales excipientes que permiten la generacion de SEDDS son los
tensoactivos ya que de ellos depende la formacion de micelas las cuales son
estructuras claves que favorecen la no precipitacion del farmaco cuando este entra
en contacto con un sistema acuoso, lo anterior es la principal ventaja de los sistemas
autoemulsificables con respecto a las soluciones lipidicas simples (Shrestha, 2014).
Los excipientes a menudo se agregan a formulaciones farmacéuticas para ayudar

en la estabilizacién del compuesto activo (Khossravi, 2002).
3.2.2 Anfifilos y tensoactivos

La palabra anfifilo hace su aparicién en el titulo del texto de P. Winsor hace mas de
30 anos. Se constituy6 a partir de dos raices griegas, por un lado, el prefijo “anfi’
que significa “doble” y, por otra parte, la raiz “filo” que significa “afinidad”. La molécula
tipica de un anfifilo tiene dos partes (ver fig. 3); un grupo polar que contiene
heteroatomos como O, S, P o N que se encuentran en grupo alcohol, acido, sulfato,
sulfonato, fosfato, amina, amida, etc., y un grupo apolar o poco polar que es en
general un grupo hidrocarbonado de tipo alquil o alquil benceno, y que puede
contener eventualmente atomos de halégeno y oxigeno. Muchas de estas sustancias
anfifilas poseen la caracteristica de modificar las interacciones interfaciales mediante
la promocion de los fendmenos fisicos de adsorcién. Estas son conocidas como

agentes de superficie o tensoactivos (Elbittar, 2013).

Grupo No Polar Grupo Polar

——

Figura 3 Estructura basica de un tensoactivo.
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3.2.3 Tipos de tensoactivos

Los agentes tensoactivos pueden clasificarse sobre la base de su estructura quimica,
sistema que guarda cierta correlacién con aquel que se basa en el mecanismo de su
accion. Por ejemplo, la mayoria de los emulsificantes que forman peliculas
monomoléculares son compuestos organicos sintéticos. La mayoria de los que
forman peliculas multimoléculares se obtienen de fuentes naturales y son organicos.
Un tercer grupo estd compuesto por particulas sélidas siempre inorganicas, que
forman peliculas compuestas por particulas sdlidas finamente divididas. De acuerdo
con esto, la clasificacion divide a los agentes emulsificantes en sélidos sintéticos,
naturales y finamente dispersados, en la tabla 2 se muestran ejemplos de cada grupo

emulsificante.

Tabla 2. Clasificacion de agentes emulsionantes

Tipo Tipo de pelicula Ejemplos

Anioénicos: Jabones (Laurato de potasio, estarato de trietanolamina)
Sulfatos (Laurilsulfato de sodio, sulfatos de alquilpolioxietilenos) y

Sulfonatos (Dioctilsulfosuccinato de sodio)

Sintéticos Catidnicos: Compuestos de amonio cuaternario (Bromuro de
(agentes Monomolecular cetiltrimetilamonio, Cloruro de laurildimetilbencilamonio)
tensoactivos) No i6nicos: Eteres alcohdlicos grasos de polioxietileno, Esteres de

4cidos grasos de sorbitan, Esteresde 4cidos grasos de polioxietileno-
sorbitan, Bloques de copolimeros de polioxietileno polioxipropileno
(poloxadmero) alcohol de lanolina etoxilado.

Monomolecular Lectina, colesterol
Naturales i i — — :
Multimolecular Coloides hidréfilos: goma arabiga, gelatina
Sélidos finamente ) Arcillas coloidales: Bentonita y Veegum
Peliculas sdlidas . . . o )
divididos Hidroxidos metélicos: Hidroxido de magnesio

Modificado de Smith, 2015.
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e Agentes emulsionantes sintéticos

Este grupo de agentes tensoactivos que actuan como emulsificantes puede

subdividirse en anidnicos, catidnicos y no idnicos, segun la carga del tensoactivo.

Anidnicos: en este subgrupo, el tensoactivo posee una carga negativa. Las sales de
potasio, sodio y amonio de los acidos laurico y oleico son solubles en agua y son
muy buenos agentes emulsificantes O/W. Sin embargo, tienen gusto desagradable
y son irritantes para el tracto gastrointestinal, esto los limita a emulsiones preparadas

para uso externo.

Cationicos: la actividad superficial de este grupo reside en el i6on cargado
positivamente. Estos compuestos tienen marcadas propiedades bactericidas lo que
los hace convenientes para los productos antiinfecciosos emulsificados como las
lociones y cremas para la piel. El pH de una emulsion preparada con un emulsificante
catidnico se encuentra en el rango de 4-6. Los agentes catidnicos son emulsificantes
débiles y por lo general se formulan con un agente emulsificante estabilizador o

auxiliar como el alcohol cetoestearilico.

No ibnico: estos tensoactivos no disociados se usan ampliamente como agentes
emulsificantes cuando poseen un equilibrio apropiado entre grupos hidréfilos y
lipdfilos dentro de la molécula. Su popularidad se basa en que, a diferencia de los
tipos anidnico y cationico, los emulsificantes no idnicos no son susceptibles a los
cambios de pH ni a la presencia de electrélitos. Con gran frecuencia, los mejores

resultados se obtienen con mezclas de emulsificantes no iénicos.
e Agentes emulsionantes naturales

De los numerosos agentes emulsificantes derivados de fuentes naturales (es decir,
plantas y animales), se consideran sélo la goma arabiga, la gelatina, la lectina y el
colesterol. Muchos otros materiales naturales son sélo lo suficientemente activos

como para funcionar como agentes emulsificantes auxiliares o estabilizadores.
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e Solidos finamente dispersados

Este grupo de emulsificantes forma peliculas particuladas alrededor de las gotitas
dispersas y produce emulsiones que, si bien son de grano grueso, tienen una
estabilidad fisica considerable. Parece posible que cualquier sélido actue como
agente emulsificante de este tipo, siempre que se le reduzca a un polvo lo
suficientemente fino. En la practica, el grupo de compuestos mas utilizado es el de
las arcillas coloidales (Smith, 2015).

3.2.4 Actividad superficial

Los tensoactivos deben su actividad superficial a la doble estructura de las moléculas
anfipaticas, consecuencia de su absorcidn a la superficie de contacto solucion-aire y
mediante la cual la regién hidréfoba de la molécula “escapa” del entorno hostil (ver
fig. 4). Las moléculas presentes en la superficie de un liquido no estan rodeadas
completamente por otras moléculas similares, como sucede en el seno del liquido.
Debido a ello, las moléculas del resto de la disolucidén ejercen sobre las moléculas
de la superficie una fuerza neta de atraccién hacia el interior, que induce a la
superficie a contraerse. La contraccion de la superficie es espontanea es decir, se
acompana de una disminucion de la energia libre. Por consiguiente, la superficie
contraida representa un estado de minima energia libre y cualquier intento de
expandir la superficie implica un aumento de la misma. La tensién superficial mide la
fuerza de contraccion de la superficie. Las moléculas tensoactivas en solucion
acuosa se orientan en la superficie alejando el grupo hidrofobo de la fase acuosa y
consiguiendo de ese modo un estado de minima energia libre. Debido a ello, algunas
de las moléculas acuosas de la superficie son sustituidas por grupos no polares. Las
fuerzas de atraccion de estos grupos y las moléculas de agua, o entre los propios
grupos, es menor que las que existen entre las moléculas de agua. De este modo,
se reduce la fuerza de contraccidén de la superficie y, por consiguiente, la tensién
superficial (Zafén, 2007).
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Figura 4. Orientacion de un tensoactivo en una disolucion (modificado de Lawrence, 2012).

En la superficie de contacto entre dos liquidos inmuscibles existe un desequilibrio
parecido a las fuerzas de atraccion. Generalmente, el valor de la tensién de superficie
de contacto se situa entre los de las tensiones superficiales de los dos liquidos
implicados, excepto cuando existe una interaccion entre ambos. La intrusién de
moléculas tensoactivas en la superficie de contacto entre dos liquidos inmiscibles
reduce la tensién de superficie de contacto, en algunos casos hasta un valor tan bajo

gue se produce una emulsificacion espontanea de los dos liquidos (Lawrence, 2012).
3.2.5 Formacién de micelas

La tension superficial de una solucién disminuye generalmente al aumentar la
concentracion de tensoactivos, debido a que mas moléculas de tensoactivo se
localizan en la interfase. Sin embargo, a una concentracién determinada, esta
superficie se satura y se produce otra forma de proteccion de los grupos hidréfobos
del tensoactivo frente al medio acuoso, que consiste en la formacién de agregados

de dimensiones coloidales, denominados “micelas” (Aulton 2004).

En los medios polares como el agua, la parte hidrofobica es el nucleo, mientras que
los grupos de cabeza polar tienden a localizase en el seno del disolvente adoptando
varias formas, dependiendo de las condiciones y la composicién del sistema, como
esferas distorsionadas, discos o barra (Bilia, 2014). Se denomina concentracion
micelar critica o CMC a la concentracion a la que empiezan a formarse las micelas

en una disolucion (Aulton 2004).
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3.2.6 Escala HLB (Balance Hidrofilo-Lipofilo)

En 1949 Griffin establecié una escala continua de solubilidad, denominada escala
HLB (escala del Balance Hidrdfilo Lipofilo), basada en mezclas de acido oleico (100%
de tendencia lipofilica, en sus hipdtesis) y oleato sddico (100% de tendencia
hidrofilica), propuso una explicacion semicuantitativa a esta regla analizando una
importante cantidad de tensoactivos y agrupandolos en dos clases: los tensoactivos
liposolubles (que forman emulsiones W/O) y los tensoactivos hidrosolubles (que
forman emulsiones O/W) (Giriffin,1949). Las mezclas de los dos componentes en
diferentes proporciones fueron usadas para definir la relacion hidrofilica/lipofilica en
un tensoactivo. Griffin asigno los valores arbitrarios de 1 al acido oleico y de 20 al
oleado de sodio. Los valores intermedios fueron calculados con la siguiente relacion:
HLB=1W1 + 20W2; donde W1 es la fraccidn de peso de acido oleico y W2 es el del
oleato de sodio. Cada mezcla muestra diferente polaridad y por consiguiente
diferente capacidad emulsionante. Griffin verific6 que para los valores de HLB
menores a 10 se obtenian emulsiones W/O, mientras que las emulsiones O/W se
obtuvieron para valores superiores a 10 (Arteaga 2006). La relacidén entre valores
HLB y la aplicacién del agente tensoactivo se muestra en la tabla 3 (Smith, 2015).

Tabla 3. Relacion entre los limites HLB y aplicacién surfactante

Limites HLB Uso
0-3 Agentes antiespuma
4-6 Agentes emulsionantes W/O
7-9 Agentes humectantes
8-18 Agentes emulsionantes O/W
13-15 Detergentes
10-18 Agentes solubilizantes

Modificado de Smith, 2015.
3.3 Sistemas dispersos

Se puede hablar de sistema disperso o dispersién cuando existen dos o mas fases,

estando subdividida alguna de ellas en particulas discretas (fase dispersa) y
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dispersadas en el seno de otra (fase dispersante o continua). Los sistemas obtenidos
se denominan genéricamente como emulsiones aunque se consideran, dentro de
ellos y en funcidén del tamafo de las particulas dispersas en la fase continua: las
emulsiones (con un tamano de gota entre 1 y 100um), las nanoemulsiones (con un
tamarno entre 20 y 200nm) y las microemulsiones (tamaro inferior a 100nm), ver tabla
4 (Arteaga 2006).

Tabla 4. Diferencias entre emulsiones, microemulsiones y nanoemulsiones

Emulsiones

Propiedades y Macro- Microemulsiones
Nano-emulsién

emulsion

Aspecto visual

Diametro 20-200nm >1pm <100nm
caracteristico

Estabilidad Cinética Termodinamica

Formacién Aporte de energia Espontanea
Concentracion Baja Alta

de tensoactivo

Modificado de Arteaga, 2006.

La tecnologia de microemulsion es uno de los principios importantes de entrega de
farmacos, que mejora la absorcién de compuestos poco solubles. El desarrollo de la
microemulsiéon depende de la seleccidén de los excipientes adecuados (Hu, 2001).
La microemulsién también conocida como micela hinchada, contiene gotitas con
radios entre el rango de 2 a 100 nm, son termodinamicamente estables y se forman
espontdneamente. Para la fabricacion de nanoemulsiones y microemulsiones
generalmente se requieren ingredientes bastante similares: una fase oleosa, una

fase acuosa, un tensoactivo y probablemente un cotensioactivo (Bilia, 2014).

Eltérmino " microemulsién " se usa generalmente para referirse a liquidos isotropicos
termodinamicamente estables, formados por mezcla de aceite, agua y tensioactivo

qgue pueden formar una variedad de sistemas dependiendo de su composicion y el
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medio ambiente (especialmente temperatura) pueden formar uno, dos, tres 0 mas
fases separadas que estan en equilibrio (Pineros, 2017). Estas fases pueden ser
agua continua, aceite continuo o bicontinuo dependiendo de las concentraciones,
naturalezay los arreglos de las moléculas presentes. Las estructuras dentro de estas
fases pueden ser esferoidales (por ejemplo, micelas o micelas inversas), cilindricas,

laminares o bicontinuas (Lawrence, 2012).

Las moléculas de tensioactivo en una microemulsion O/W estan organizadas de tal
forma que sus colas no polares se asocian formando un nucleo hidrofébico (Fig. 5),
ya que esto reduce termodindmicamente el area de contacto desfavorable entre
grupos no polares y agua. Las moléculas de aceite pueden ser incorporadas en el
interior hidréfobo de una micela como nucleo separado o entre las colas del
tensoactivo (Fig. 6). Si las moléculas de aceite tienen algunos grupos polares,
entonces pueden ser incorporados en la micela de tal manera que estos grupos

interaccionan con grupos polares sobre el tensioactivo.

Aunque el sistema final de encapsular un componente lipéfilo puede ser una
microemulsion de aceite en agua, es posible encapsular un componente lipéfilo
dentro de otros tipos de microemulsidén (por ejemplo, agua en aceite o bicontinuo) y
luego diluirlos en forma O/W usando una soluciéon adecuada, ésta es la base de los
SMEDDS.

o (o}
2§
{o}
, o 5 Figura 5. Diagrama esquematico de microemulsiones y
o5 _7 o nanoemulsiones fabricadas a partir de aceite, agua y
. O tensioactivo. La estructura de las particulas en ambos
6 tipos de dispersion coloidal es bastante similar, un
o 9 o nucleo hidrofébico de colas de aceite y tensioactivo y

una cubierta hidréfila de grupos de tensioactivos
(McClements, 2012).
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3.3.1 Estabilidad termodinamica de los sistemas dispersos.

La forma mas fundamental de distinguir nanoemulsiones y microemulsiones es en
términos de su estabilidad termodindmica. Esta diferencia entre los dos sistemas se
muestra esquematicamente en la Fig. 7, que compara la energia libre de las
dispersiones coloidales a la energia libre de las fases separadas de que fueron
preparados (es decir, aceite y solucién acuosa de agente tensioactivo).

Para una nanoemulsidn, la energia libre de la dispersidn coloidal (gotas en agua) es
mayor que la energia libre de las fases (aceite y agua), lo que significa que una
nanoemulsién es termodindmicamente inestable. En contra parte en una
microemulsion, la energia libre de la dispersion coloidal (gotitas en agua) es menor
que la energia libre de las fases separadas (aceite y agua), que significa que una

microemulsidn es termodinamicamente estable.

F i6n d Isi6 F b s o lsid Figura 7. Diagrama
ormacion de nanoemulsion ormacién de microemulsiéon esquematico de la energia libre
e b de los sistemas de

microemulsion y nanoemulsion
comparado con el estado
separado de fase. Las

AG* AG*

Separacion de fases microemulsiones tienen una
Termodinamicamente energia libre mas baja que la
inestable fase  mientras que las

Nanoemulsién
Termodindmicamente
inestable

nanoemulsiones tienen una

. mayor energia libre. Los dos

ol estados estan separados por
o N, , . Ve

S una energia de activacion AG *

(McClements, 2012).
Separacion de fases Microemulsion
Termodindmicamente estable Termodindamicamente estable
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3.3.2 Modelo matematico de la estabilidad termodinamica.

La base molecular para la diferencia en las estabilidades termodindmicas de
microemulsiones y nanoemulsiones puede ser entendida mediante el desarrollo de
un modelo matematico para calcular la energia de su formacién a partir de los
componentes. Considerando un sistema que existe en equilibrio entre una dispersion
coloidal (nanoemulsion o microemulsién) y las fases separadas (aceite y una
solucidén acuosa de tensioactivo). En una primera aproximacion, el cambio asociado
con la energia libre de formacion en una dispersidn coloidal para la separacion de
fases consiste en energia libre interfacial (4G;) y una entropia de configuracion

(=TASonrig) (€CUACION 12):

AGformaci()n = 4G, — TASconfig

A temperatura, presion y potencial quimico interfacial constante, la energia libre
interfacial es igual al incremento en el area de contacto entre el aceite y las fases
acuosas (AA) multiplicado por la tension interfacial (y) de la relacion interfase aceite-
agua (ecuacion 13):

AG; = yAA

El término de energia libre interfacial es siempre positivo porque el aumento de area
de contacto y la tensién interfacial son positivos. Por lo tanto, este término siempre

se opone a la formacién de dispersiones coloidales.

El término de entropia de configuracion depende en la cantidad de formas diferentes
en que la fase oleosa se puede arreglar dentro del sistema. El término de entropia
de configuracién siempre es negativo porque el nimero de arreglos accesible a la
fase oleosa en un estado emulsificado es mucho mayor que en un estado no
emulsificado, y por lo tanto siempre favorece la formacidn de dispersiones coloidales.
Una expresidén para la entropia de configuracion puede derivarse de un analisis
estadistico del niumero de configuraciones que las gotas de aceite pueden adoptar

en el dispersion coloidal y estados separados.
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La entropia de configuracion puede calcularse a partir de (ecuacion 14):
ASconfig == %{ @ng + 1—-0)In(1—-0))

Donde, k es la constante de Boltzmann, n es el numero de gotitas en la dispersion

coloidal, ® es la fraccion de volumen de la fase dispersa.

El analisis anterior supone que la tension interfacial de una monocapa de tensoactivo
alrededor de una gota de aceite es igual que en una interfaz planar aceite-agua. Sin
embargo, se conoce que la tensién interfacial depende de la disminucién de la
curvatura de la monocapa del tensoactivo, como la monocapa se acerca a su
curvatura optima, que depende de la geometria molecular de las moléculas de
tensoactivo presentes. Usamos una descripcion fenomenoldgica simple de la
dependencia de la tensién interfacial en curvatura de gota para modelar este efecto

expresado como (ecuacién 15):

(Ry — R)?
Y =Yo + (Yoo — Yo) R+ R
Aqui v es la tensibn interfacial en una interfaz planar aceite-agua, Yo es la tension
interfacial y Ro es el radio de la gota cuando la monocapa del tensoactivo esta en su
curvatura optima. La dependencia de la tensién interfacial en el tamano de la gotita
calculado, usando esta ecuacion es la que se muestra en la fig. 8, que muestra la
existencia de un valor minimo alrededor de la curvatura éptima (McClements, 2012).
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Figura 8. Influencia pronosticada del radio de las gotitas sobre la tension interfacial para una
monocapa de tensioactivo que tiene un radio optimo de particula de 5 nm (McClements, 2012).

En general, las nanoemulsiones se pueden hacer desde un rango mas amplio de
agentes activos de superficie que las microemulsiones. Tipicamente, solo los
tensoactivos de molécula pequefia pueden ser usados para preparar
microemulsiones porque solo ellos son capaces de generar tensiones interfaciales
ultrabajas. Por otra parte, tensoactivos de molécula pequena, proteinas y los
polisacaridos se pueden usar como agentes activos de superficie para formar
nanoemulsiones. Por lo tanto, si una dispersion coloidal que contiene particulas
pequenas (r <100 nm) se estabilizan por una proteina o un polisacéarido, por lo tanto,
es probable que sea una nanoemulsién en lugar de una microemulsién. Uno de los
las principales razones de este fendmeno es que las monocapas de los tensoactivos
pueden adoptar una curvatura que da una tensién interfacial ultrabaja (0.001 mN/m
para una particula de 5 nm de radio, ver fig. 8), mientras que las proteinas y los
polisacaridos no pueden (McClements, 2012).

3.4 SEDDS: Sistemas autoemulsificables para la administracion de farmacos

Aunque la administracion oral sigue siendo la via preferida para la administracion de
medicamentos, hay barreras biol6gicas que tienen un efecto limitante en la
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biodisponibilidad del farmaco. La capa de moco es el primer obstaculo que se supera
en el intestino delgado con el fin de alcanzar la absorcidon, el mucus protege las
superficies de los tejidos de la mucosa y actia como una barrera semipermeable que
permite el intercambio de nutrientes, agua, gases, hormonas, etc. y, por otro lado, es
impenetrable para la mayoria bacterias y muchos patégenos. Este robusto
mecanismo de barrera puede atrapar a los farmacos y evitar su contacto con la
superficie del epitelio y disminuir aun mas la absorcion y la biodisponibilidad del
farmaco (Leichner, 2017). Sin embargo, las nanoparticulas y los SEDDS han ganado
mucha atencion debido a su habilidad para superar estas barreras fisiolégicas donde
posteriormente el farmaco hidrofébico penetra facilmente la membrana basolateral y
entra en la circulacion sistémica (Hu, 2002) a través de tres procesos: transporte
activo o facilitado, transporte pasivo (difusion simple a través de la bicapa) y
transporte pasivo paracelular (difusién simple a través de canales). El transporte por
difusion simple a través de la bicapa es limitado a compuestos hidréfobos
relativamente pequerios. La absorcién de moléculas grandes e hidrofilicas se limitan
principalmente a la via paracelular. La membrana no es continua, pero se interrumpe
por poros acuosos, cuyo diametro permite moléculas pequefas como agua o urea
pasar libremente, farmacos con alta solubilidad en agua y bajo peso molecular puede
cruzar esta barrera por un proceso de filtracidn a través de los poros de la membrana
(Prasad, 2003).

Un enfoque adicional y exitoso para mejorar la solubilidad, la estabilidad quimica y
la biodisponibilidad oral de moléculas poco solubles en agua es el uso de SEDDS.
Estos estan definidos como mezclas isotrépicas de aceite, tensoactivo (hidrofilico o
lipofilico), cotensioactivo y farmaco, que pueden ser administrados como una forma
de mezcla de tensoactivo-aceite 0 microemulsién de agua en aceite (W/O) y se
espera que se conviertan en microemulsiones de aceite en agua (O/W) en la mucosa
objetivo, como la mucosa intestinal, intraoral u ocular (Bernkop-Schniirch, 2018). Sin
embargo, la aplicacién de la tecnologia en productos comercializados es todavia
limitada, ya que solo hay unos pocos productos disponibles basados en lipidos
(Gumaste, 2013). Una de las principales razones es la falta de difusiéon de la
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aplicacién de formulaciones base lipidicas que si bien, tienen algunas ventajas sobre
emulsiones, en comparacion con formas de dosificacidn sdlidas, todavia hay algunos
inconvenientes practicos asociados con los SEDDS, los cuales como formulaciones
liquidas tienen varias desventajas tales como baja capacidad de carga de farmacos,
inestabilidad, interaccion de almacenamiento con capsulas duras o blandas y pocas
opciones de formas de dosificacion (Truong, 2016). Para superar estas limitaciones,
los SEDDS liquidos (L-SEDDS) se pueden transformar en formas de dosificacién
sOlidas mediante el uso de diferentes métodos (llenado capsulas con SEDDS
liqguidos o semisdlidos, adsorcién al soporte sélido, granulacién por fusion, secado
por pulverizacibn o formacion de nanoparticulas), SEDDS soélidos (S-SEDDS)
combinan las ventajas de las formulaciones liquidas de lipidos con las de formas de
dosificacion soélidas, como una mayor estabilidad y un mayor periodo de
almacenamiento (Czajkowska-Kosnik, 2015).

El desarrollo y la caracterizacion de SEDDS y SMEDDS han sido revisadas
exhaustivamente en las ultimas décadas. Un numero de técnicas biofisicas se han
utilizado para caracterizar estos sistemas, técnicas de dispersion de luz dinamica
(DLS), dispersion de neutrones de angulo bajo (SANS) y dispersion de rayos X de
angulo bajo (SAXS) pueden ofrecer informacién Util para conocer la estructura de las
microemulsiones junto con la microscopia electrénica de fractura por congelacion.
Asi mismo, la viscosidad y las mediciones de conductividad pueden ofrecer nuevas
ideas sobre la caracterizacion de estos sistemas en un nivel macroscépico (Fatouros,
2007).

Los SEDDS han demostrado ser una herramienta prometedora para la
administracion oral de péptidos terapéuticos como insulina, daptomicina,
desmopresina, lanreétida y leuprolida, inhibidores de proteasas del VIH como
ritonavir (Norvir®) y saquinavir (Fortovase®) y farmacos como naproxeno,
atorvastatina, griseofulvina, indometacina, fenofibrato, daptomicina, piroxicam,
gentamicina, rosuvastatina entre otros (Zupancic, 2017; Thi, 2009; Hentzschel, 2012;
Abo Enin, 2015; Saxena, 2013).
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Un estudio realizado por Zhang en 2012 reporté la preparacion de SMEDDS para
mejorar la biodisponibilidad oral de puerarin. El aceite de ricino se us6 como la fase
oleosa, Cremophor® EL como el tensoactivo y 1,2-propanodiol como el
cotensoactivo. El tamafno medio de particula fue de 50 £ 8 nm. La farmacocinética y
la biodisponibilidad de puerarin-SMEDDS en comprimidos de liberacién prolongada
y tabletas de puerarin fueron comparados en perros beagle. La biodisponibilidad
absoluta de puerarin-SMEDDS se increment6 en 2.6 veces en comparacién con la
tableta puerarin. Los parametros farmacocinéticos obtenidos para los comprimidos
de liberacién prolongada fueron: Cmax (0.33 £ 0.02 pg/mL) Tmax (280 = 30 min) y
AUCo-1(150.06 +27.92 ug h/ mL) en comparacién con las tabletas de puerarin con
un Cmax (0.27 + 0.05 pg/mL), Tmax (90 + 7.5 min) y un AUCo -+ (57.78 £ 23.27 ug
h / mL). La biodisponibilidad relativa de los granulos de SMEDDS fue del 259.7% en
comparacién con el grupo de tabletas convencionales. Los resultados demostraron
que los granulos puerarin-SMEDDS tenian un efecto de liberacién sostenida, y
podria mejorar notablemente la biodisponibilidad oral de puerarin (Bilia, 2014).

3.4.1 Digestiéon de SEDDS

Los sistemas de administracion de farmacos basados en lipidos abarcan una gama
de formulaciones, desde soluciones lipidicas simples hasta los SEDDS avanzados.
La seleccién de excipientes lipidicos no solo afecta la solubilidad del farmaco en las
formulaciones sino también la solubilizacién del farmaco en TGl durante la digestion
de los lipidos, asi como su absorcidn y biodisponibilidad. La fig. 9 es una ilustracion
simplificada de la digestion de formulaciones a base de lipidos y formacion de
micelas en el TGl, los lipidos parcialmente digeridos del estbmago se solubilizan en
los fluidos del TGl en presencia de jugo biliar y pancreatico, las emulsiones se
convierten adicionalmente en micelas de sal biliar y vesiculas laminares. Estas
particulas entregan lipidos digeridos y moléculas de farmaco a los enterocitos, y tanto
las moléculas de lipidos como las de los farmacos se absorben posteriormente (Mu,
2013).
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Figura 9. Digestion de formulaciones a base de lipidos y formacién de micelas en el TGl (Mu, 2013).

Los excipientes susceptibles a la degradacion incluyen di y triglicéridos, asi como
algunos tensoactivos de uso comun, como Labrasol, Labrafil y Tween 80. La
liberacién de compuesto de formulacién basada en SEDDS se cree que tiene lugar
por dos vias principales: transferencia interfacial y degradacién del vehiculo. La
transferencia interfacial se puede describir como proceso impulsado por gradiente
de concentracién en el que el compuesto se difunde desde la formulacion al intestino
grueso o directamente sobre la membrana intestinal. Se cree que la velocidad y el
alcance de la transferencia se rige por el coeficiente de particidn, solubilidad en la
formulacion y el tamano de particula y, por lo tanto, el area superficial. El segundo
camino es la degradacién del vehiculo que induce la liberacién del compuesto fuera
del vehiculo. Como se menciond anteriormente, para formulaciones basadas en
lipidos, la degradacion mas importante es la lipdlisis catalizada por lipasa
pancredtica. La velocidad de liberacidbn se cree que es dependiente sobre la
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solubilidad del compuesto en la formulacién y alcance de la degradacién del vehiculo
(Fatouros, 2007).

La coadministracién de farmacos lipofilicos con lipidos tiene el potencial de activar
vias enddgenas de procesamiento de lipidos para ayudar a la absorcion del farmaco.
Estos se pueden agrupar ampliamente en mecanismos que apoyan la solubilizacién,
aquellos que facilitan absorcién y permeabilidad a través del enterocito, y los que

estimulan el transporte linfatico intestinal.

Las LBF (formulaciones base lipidicas) cumplen con el requisito de continuar la
solubilizacion ya que la formulacion se procesa en el TGl y con la necesidad de
transferencia o particidn en gotas coloidales que son lo suficientemente pequenas
para permitir difusién a través de la capa de agua no agitada (UWL) y de la
membrana absorbente. En la membrana de absorcién, el conocimiento actual
sugiere que la absorcion de farmacos se produce a través de la fraccion del farmaco
que estd presente en forma libre en solucidbn y en equilibrio con el depdsito
solubilizado. La absorcion del farmaco agota la concentracién libre en solucion, y
esto se repone rapidamente con la particion del farmaco del depdsito solubilizado
para mantener el equilibrio de solubilizacion. En esencia, el tradicional paso de
disolucion soélido-liquido que ocurre con formas de dosis sélidas (y limitadas por el
estado soélido, propiedades de la red cristalina) es reemplazado por un rapido paso
de division liquido-liquido entre el depdsito solubilizado y el farmaco libre en solucién.
Continuar la solubilizacion es importante, ya que la precipitacién de farmacos recrea
farmacos sélidos y resulta en la reversion del proceso de absorcidon del farmaco que

refleja la situacion en la administracién de una forma de dosis sélida o suspension.

La solubilizacion de un farmaco lipéfilo, poco soluble en agua en el contenido Gl es
por lo tanto una funcién de lo siguiente:

* Evitar la precipitacién de farmacos como a partir de la LBF inicialmente dispersa.
» Estimulacién de la secrecion de solubilizadores lipidicos enddégenos (sal biliar,
fosfolipido, colesterol).
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» Suministro de lipidos exdgenos (derivados de formulacién), productos de digestién
de lipidos, tensoactivos y codisolventes

» Generacioén de especies coloidales mixtas de especies enddgenas y solubilizadores
exodgenos con la capacidad de solubilizacion para prevenir la precipitacion de
farmacos durante el TGI.

La precipitacion de los farmacos esta dictada en gran medida por la hidrofilicidad de
los componentes presente en la formulacion. Por lo cual, la incorporacién de
cantidades grandes de tensioactivos y codisolventes miscibles en agua aumenta el
riesgo de precipitacion debido a que el poder de solubilizacién de estos componentes
se pierde en la dilucidén. En general, los farmacos menos lipofilicos parecen ser mas
favorables de digerir en formulaciones lipidicas y en las fases lipidicas coloidales
formadas por la incorporacion de productos de digestidbn en especies micelares
enddgenas. A diferencia de los farmacos altamente lipofilicos que se acumulan en
cualquier aceite no digerido.

En la fig. 10 se representan los mecanismos por los cuales las LBF promueven la
absorcién y la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua los cuales estan

enlistados a continuacion:

1) Evitar la necesidad de la disolucién tradicional del farmaco presentdndolo como

una dispersién en la LBF.

2) Formacion de una microemulsion dispersa dentro del estbmago donde el farmaco

permanece solubilizado.

3) Estimulacion de secrecidn biliar, sal biliar y liberacidon de micelas de fosfolipidos
en el lumen del intestino y por lo tanto un aumento en las concentraciones de
solubilizantes intestinales derivados de bilis.

4) Combinacién de secreciones biliares con digestién de lipidos producidos en el
lumen del intestino delgado para formar especies coloidales, que incluyen gotitas de
emulsion, vesiculas y micelas mixtas, que tienen alta capacidad de solubilizacidén

para farmacos poco solubles en agua. Teniendo en cuenta que la liberacién de lipasa
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pancreética y co-lipasa de la vesicula biliar facilita la digestion de los lipidos de la
formulacion y por lo tanto la formacion de productos mas polares que ayudan en la

formacion de vesiculas y micelas mixtas.

5) Promocién de transporte de masa a través de la UWL mediante el transporte

dentro de micelas mixtas intestinales.

6) Permeabilidad mejorada del farmaco en toda la membrana apical del enterocito
donde los componentes de la formulacion pueden alterar la permeabilidad pasiva.

7) Transporte a través del enterocito mediante la interaccion con proteinas de unién

a lipidos citosélicos.

8) Los farmacos altamente lipofilicos tienen el potencial para la asociacién con las
lipoproteinas en el enterocito y la captacién en la linfa intestinal en lugar de los
capilares sanguineos mesentéricos, y, por lo tanto, se transporta a la circulacion
sistémica a través de una ruta que evita el paso por el higado y el metabolismo
hepatico de primer paso.

9) Protecciéon contra el metabolismo de farmacos por enterocitos, ya sea
directamente por efecto de los excipientes sobre la actividad enzimatica o
indirectamente cuando existe una asociacioén de lipoproteinas dentro del enterocito
(Williams, 2013).
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Figura 10. Esquema de los mecanismos por los cuales los farmacos poco solubles en agua son
absorbidos a partir de formulaciones basadas en lipidos (Williams, 2013).
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3.4.2 Diagramas de fase ternarios

El comportamiento de fase de los sistemas ternarios se puede representar a
temperatura y presion constantes, sobre un diagrama ternario clasico. La
representacidn ternaria se realiza sobre un triangulo equilatero, utilizando el hecho
que la suma de las tres alturas formadas desde un punto interior es constante. Se
refiere la composicion del sistema en relaciéon con una propiedad que se conserva
globalmente; en general, se utilizan las fracciones molares o los porcentajes en peso

para representar las diferentes concentraciones.

La concentracién de un componente C en un sistema ternario representado por un
punto S del diagrama triangular es entonces, proporcional a la altura que une el punto
S al lado opuesto del vértice que representa el componente C. La fig. 11 muestra el
principio de la representacion ternaria en un triangulo equilatero. Se indica una
manera simple de buscar la fraccién de C en el sistema representado por S, gracias
a una graduacion del porcentaje de C sobre el lado BC. El porcentaje de A se leera
sobre el lado CA y el de B sobre el lado AB siguiendo las flechas.
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Figura 11. Construccién de un diagrama de fase ternario (Pineros, 2016).
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3.5 Caracterizacion de los SEDDS
3.5.1 Prueba visual de autoemulsificacién

La evaluacion visual de la autoemulsién es una prueba visual para evaluar las
propiedades de autoemulsionamiento reportadas por Talegaonkar et al. Las cuales
fueron modificadas y adaptadas en el presente estudio. En este método, se introduce
una dosis unitaria de la formulacién en 250 mL de agua en un vaso de precipitados
que se mantiene a temperatura constante de 37 = 0.5 ° C y el contenido se mezcla
suavemente utilizando un agitador. La tendencia a emulsionarse espontaneamente
es observada (Bakhle y Avari 2015) y sobre la base de la dispersabilidad, apariencia
y el tiempo requerido para emulsionar SEDDS se categorizan en "Grado A", "Grado
B" “Grado C” y "Grado D" de acuerdo con la tabla 5. (Talegaonkar et al. 2010).

Tabla 5. Grado de autoemulsificacién

Grado Observacion
A Formacion rapida (<1 minuto) nanoemulsién de apariencia
translucida o levemente azulada

B Microemulsion translucida de formacién rapida o levemente azulada
C Emulsién blanca azulada de formacion = 1 minuto

b Emulsion turbia y blanquecina que tiene un tiempo de dispersion = 1

minuto
e Formulacién que muestra un tiempo de dispersion = 2 minutos con
glébulos de aceite visibles

Modificado de Talegaonkar, 2010.
3.5.2 Propiedades organolépticas

El color, olor y sabor son caracteristicas especialmente importantes en la formulacion
administrada por via oral. Cambios de color, olor 0 en de sabor pueden indicar
inestabilidad quimica (Talegaonkar, 2010).
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3.5.3 Tamarno de particula

Técnicas de dispersion como la dispersién dinamica de la luz (DLS), dispersion de
neutrones de angulo pequerio (SANS) y dispersion de rayos X de angulo bajo (SAXS)
pueden ofrecer informacion util para la estructura de las microemulsiones junto con
la microscopia electrénica de fractura por congelacién. La viscosidad dieléctrica y las
mediciones de conductividad pueden ofrecer nuevas ideas sobre la caracterizacion

de estos sistemas en un nivel macroscopico (Fatouros et al. 2007).

La distribucion del tamafo de gota de las vesiculas de microemulsién puede ser
determinado por microscopia electronica o dispersidon de la luz. La dispersidn de luz
dinamica (DLS), a la que a veces se hace referencia como dispersion de luz cuasi
elastica (QELS), es una técnica no invasiva y bien establecida para medir el tamario
y distribucién de tamano de moléculas y particulas tipicamente en la region

submicrométrica, y con la ultima tecnologia, inferiores a 1 nm.

Las aplicaciones tipicas de la dispersiéon de luz dinamica son la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido.
El movimiento Browniano de las particulas o0 moléculas en suspension hace que la
luz l&ser se disperse en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones
de intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el
tamano de particula utilizando la relacion de Stokes-Einstein.

3.5.4 Potencial Zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsibn o atraccion
electrostatica (o de carga) entre las particulas, cuando dos particulas hidrofébicas no
cargadas estan muy cerca, se atraen entre si por las valencias secundarias de Van
der Waals, principalmente las fuerzas de dispersién de London. En el caso de dos
particulas, cada atomo de una particula atrae a cada atomo de la otra particula.
Debido a que las fuerzas atractivas son casi aditivas, decaen menos rapido a mayor
distancia entre particulas. Por lo tanto, cada vez que dos particulas se acercan entre
si, las fuerzas atractivas toman el control y hacen que se adhieran. La coagulacion

ocurre cuando las particulas primarias se agregan en forma creciente a particulas o
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floculos secundarios mas grandes, si la dispersion consiste en dos tipos de
particulas, una positiva y otras con cargas negativas, la atraccion electrostatica entre
tales particulas con carga opuesta se superpone a la atraccién por Van der Waals
se aceleran las fuerzas y la coagulacion. Si la dispersién contiene solo un tipo de
particula con la misma carga de superficie y densidad de carga, entonces la repulsién
electrostatica tiende a evitar que las particulas se acerquen lo suficiente como para
entrar en el alcance efectivo de las fuerzas atractivas de Van der Waals. Esto
estabiliza la dispersion contra la adhesidon entre particulas o coagulacion (Felton,
2013).

El potencial Z es uno de los parametros fundamentales que se sabe que afectan la
estabilidad. Su medicion aporta informacion detallada de las causas de la dispersion,
agregacion o floculacion, y se puede aplicar para mejorar la formulacién de
dispersiones, emulsiones y suspensiones. Basicamente, se trata de medir la

velocidad de desplazamiento de las particulas inmersas en un campo eléctrico.

3.6 Enrofloxacina

La Enrofloxacina pertenece a una clase general de antibidticos conocidos como
fluoroquinolonas. La enrofloxacina es relacionada estructuralmente a la
ciprofloxacina (la enrofloxacina presenta un grupo etil adicional en el anillo
piperazinil). El progenitor de las quinolonas fluorinadas es el acido nalidixico. La
adicion de un atomo fluorinado y otros cambios sintéticos realizados al acido
nalidixico, resultaron en un antibiético de amplio espectro con mejor distribucién

tisular y pocos efectos colaterales, ver fig. 12 (King, 1993).
3.6.1 Propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas

Nombres adicionales: 1-Cyclopropyl-6-fluoro-7-(4-ethyl-1-piperazinyl)-1,4-dihydro-
4-ox0-3-quinoli- necarboxylic acid

Masa Molar: 359.395 g-mol — 1

Punto de fusidn: 224-226 ° C

Log P:4.7apH=7

Solubilidad: 0.6 mg/mL en agua a 25°C
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Figura 12. Estructura molecular de la enrofloxacina (Papich, 2016).
3.6.2 Indicacion terapéutica

Tanto la enrofloxacina como la ciprofloxacina presentan un espectro de actividad
similar. Estos agentes presentan buena actividad en contra de multiples bacilos y
cocos gram-negativos, incluyendo la mayoria de las especies y cepas de
Pseudomona aeruginosa, Klebsiella sp., E. coli, Enterobacter, Campylobacter,
Shigella, Salmonella, Aeromonas, Haemophilus, Proteus, Yersinia, Serratia, y Vibrio.
De las quinolonas disponibles comercialmente en la actualidad, la ciprofloxacina y la
enrofloxacina presentan los valores minimos (0.250 pug/mL) en la concentracion
minima inhibitoria (CMI) para la mayoria de los patégenos antes mencionados
(Arcos, 2010).

3.6.3 Farmacocinética de la enrofloxacina
Absorcion

Tanto la enrofloxacina como la ciprofloxacina son bien absorbidas posterior a
administracion oral en la mayoria de las especies. Sin embargo, en perros la
biodisponibilidad de la enrofloxacina (aproximadamente el 80%) es alrededor del
doble del de la ciprofloxacina posterior a la dosificacion oral. El 50% de la
concentracion maxima es alcanzado en 15 minutos de la dosificacion y los niveles
maximos ocurren dentro de una hora de la administracion. La presencia de alimento

en el estbmago puede retardar la velocidad, pero no la cantidad de absorcién.
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Distribucion

La enrofloxacina es ampliamente distribuida a través del cuerpo. El volumen de
distribucién en perros es al menos de 2.8 L/kg. Solo alrededor del 27% es unido a
proteinas plasmaticas, concentraciones superiores son encontradas en bilis, rifnones,

higado, pulmones y sistema reproductivo (incluyendo fluido y tejido prostatico).
Eliminacion

La enrofloxacina es eliminada tanto por mecanismos renales como no renales.
Aproximadamente del 15 al 50% del farmaco es eliminado inalterado en la orina,
tanto por secrecion tubular como filtracibn glomerular. La enrofloxacina es
metabolizada a diversos metabolitos que son menos activos que el compuesto
progenitor. El grado de metabolismo varia entre especies y se situa entre el 50 y
60%. La biotransformacién de la enrofloxacina a nivel hepatico da lugar a un
metabolito activo que es el ciprofloxacino. En general, el metabolismo se produce a
traves de procesos de hidroxilacion y oxidacidn a oxofluorquinolonas. Otras
reacciones que también se producen son la N-desalquilacion y la conjugacion con
acido glucurénico. Estos metabolitos son eliminados tanto por heces como por orina,
concentraciones terapéuticas (0.8 — 1.8 ug/ml) de ciprofloxacina pueden ser
alcanzadas para combatir determinados organismos (ver indicacion terapéutica) con
la dosis terapéutica oral (5.2 — 20 mg/kg) de enrofloxacina. Lo anterior puede
anticipar que la enrofloxacina y la ciprofloxacina actuaran en forma aditiva (Papich,
2016).

3.6.4 Farmacodinamia de la enrofloxacina

Las quinolonas fluorinadas alteran la DNA girasa, una de las diversas enzimas
topoisomerasa importantes en la replicacion del DNA bacteriano. EI mecanismo
unico de accion de las quinolonas fluorinadas propicia una rapida actividad
bactericida con minimos efectos sobre las células del huésped.

La concentracion de quinolonas fluorinadas necesaria para inhibir el crecimiento de

los organismos es sumamente cercana a aquella necesaria para destruir a estos. La
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actividad bactericida de la enrofloxacina es dependiente de la concentracion, con
una destruccidon de bacterias susceptibles ocurriendo dentro de 20 a 30 minutos de
la exposicion. La enrofloxacina ha demostrado un significativo efecto post-antibiotico
tanto para bacterias gram-positivo como gram-negativo y es activa en fases
estacionarias y de crecimiento en la replicacién bacteriana. La CMI (0.250 ug/mL) de
estos farmacos para organismos susceptibles es sumamente baja en comparacion

a la mayoria de los otros farmacos anti-microbianos (Olvera, 2004).
3.7 Ventajas de formulacion de enrofloxacina en SEDDS

Actualmente existen en el mercado diversas formas farmacéuticas para la
administracion de este farmaco con distintas indicaciones terapéuticas, las cuales se

enlistan en la tabla 6.

Tabla 6. Presentaciones comerciales de enrofloxacina

FORMA FORMULA ESPECIE DOSIS RECOMENDADA
FARMACEUTICA
Solucién Oral 2mg/mL (0.2%) Aves 10mg/kg (50mg/L agua)
50mg/mL (5%) c/24h x 3-5d
100mg/mL (10%) Caninos y felinos 5mg/kg c/24h x 3-5d
69/100mL (6%) Conejos 10mg/kg c/24h x 3-5d
5mg/mL (0.5%) Porcinos, bovinos, 2.5-5mg/kg c/24h x 3-5d
ovinos y caprinos
Polvo Oral 200mg/1g Aves 10mg/kg (1g/4L agua)
Porcinos ¢/24h x 3-5d
2.5-5mg/kg (1g/16L agua)
¢/24h x 3-5d
Suspensién Oral 25mg/mL Caninos y Felinos 5mg/kg c/24h
50mg/mL Roedores 5mg/ 0.5-1Kg ¢/12h
150mg/mL Aves 10mg/kg ¢/8h
Tabletas 50mg y 150mg Caninos y Felinos 5mg/kg c/24h x 5d
QOvinos 2.5mg/kg c/24h x 5d
Caprinos 2.5mg/kg c/24h x 5d
Aves 10mg/kg c/24h x 5d
Solucién 100mg/mL Porcinos, Caprinos, 2.5-5mg/kg c/24h x 3-7d
inyectable 50mg/mL Ovinos, Equinos, Bovinos
12g /100ml Caninos 5mg/kg ¢/24h x 3-7d
209/100ml Aves 5-15mg/kg c/24h x 3-7d

Modificado y recuperado el 9 de noviembre del 2016 de http://www.diccionarioveterinarioplm.com/
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La unica forma farmacéutica para uso oral que presenta al farmaco solubilizado es
la solucion oral la cual, para ser administrada por via directa (es decir, no se
administra por medio del agua embebida) tiene una formula al 0.5%. La principal
ventaja de un SEDDS en comparacién con una solucién oral es la autoemulsificacion
del sistema lipidico que impide la precipitacion del farmaco cuando éste entra en
contacto con los jugos gastricos del paciente, asi mismo, utiliza excipientes de menor
riesgo toxicologico para los animales.

Conociendo las propiedades de los SEDDS, el propésito en este trabajo, fue lograr
un incremento de la solubilidad de enrofloxacina mediante el uso de estos sistemas
para ser administrado por via oral a animales de pequefas especies (gatos y perros)
el cual nos permitird tener al farmaco disuelto capaz de ser entregado sin precipitar
al entrar en contacto con un sistema acuoso (jugo gastrico), esta forma farmacéutica
podria mejorar la absorcién y por tanto la biodisponibilidad del farmaco, teniendo en
cuenta que la enrofloxacina es un antibiético dosis dependiente es necesario tenerlo
disponible en concentraciones plasmaticas de 8 a 10 veces mas que su
concentracion minima inhibitoria (CMI) para obtener un efecto terapéutico deseado

es decir, se requiere tener una concentracion plasmatica por encima de 2 pg/mL.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La baja solubilidad es el problema principal para lograr una buena biodisponibilidad
del numero creciente de farmacos poco solubles en agua que se encuentran en
desarrollo, esto debido a que un farmaco necesita ser disuelto en los fluidos
gastrointestinales para ser absorbido desde el tracto gastrointestinal (TGI),
actualmente se encuentran comercialmente disponibles soluciones orales al 0.5%
para la administracion directa de enrofloxacina por via oral sin embargo, a pesar de
que presentan el farmaco disuelto, estas formulaciones se basan en el uso de
solventes organicos o modificacién de pH (altamente béasicos) haciéndolas muy
toxicas y/o agresivas al TGl, la estrategia que nos permite evitar lo anterior y lograr
un incremento significativo de la solubilidad de farmacos lipofilicos clase |l se basa
en formulaciones de sistemas lipidicos que permitan tener al farmaco disuelto y
capaz de ser liberado en el TGl sin presentar precipitacién y asi mejorar su

absorcion.
5. HIPOTESIS

Si la enrofloxacina como farmaco del grupo Il del SCB, presenta baja solubilidad
acuosa por su reducida afinidad con el disolvente, entonces su formulacién en
sistemas lipidicos autoemulsificables incrementara esa afinidad; lograndose un
vehiculo con una mayor solubilidad total (carga) del farmaco para su administracion

oral.
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6. OBJETIVO GENERAL

v Desarrollar mediante un sistema lipidico autoemulsificable, una formulacién

estable que permita incrementar la solubilidad total (carga) de Enrofloxacina,

en un vehiculo potencialmente util para administracion oral.

6.1 Objetivos especificos

1.

Determinar la solubilidad de enrofloxacina en diferentes sistemas lipidicos a
dos temperaturas de interés farmacéutico: 25 y 37°C.

Obtener un sistema lipidico 6ptimo como vehiculo para administracion oral
mediante diagramas de fase pseudoternarios evaluando sus propiedades
fisicas y/o fisicoquimicas como turbidez, tamafo de particula y solubilidad de
la enrofloxacina.

Comprobar la estabilidad fisica de la formulacion éptima cargada con farmaco,

cuando es expuesta a pH acido con HCI 0.1 N y pH 6.8 con fosfatos.

4. Evaluar morfologia y potencial electrocinético Zeta, de la formulacién 6ptima.

5. Evaluar la liberacién de enrofloxacina desde la formulacion éptima, en medio

acido y de fosfatos pH 6.8 que simulen el paso del producto a través del tracto
gastrointestinal.

. Realizar estudios de estabilidad en sistemas acuosos para comparar la posible

pérdida de la capacidad disolvente de la formulaciéon éptima con respecto a un
medicamento comercial (Solucién Oral 0.5%).
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Excipientes y principio activo

Enrofloxacina base, Transcutol HP®, Labrafil M2125CS®, Labrasol®, Propilenglicol,
Tween 80, medio intestinal simulado pH 6.8, HCI 0.1N pH 1.

7.2 Material y equipo

Espectrofotometro UV/Vis Shimadzu UV-1201, Membranas de dialisis (Spectra/Por®
Dialisys) con un tamano de poro de 12-14 kDa, Membranas de nylon 0.45um
Millipore®, Disolutor Venkel VK7000, ZetaSizer Nano Serie ZS90 con celdas

desechables.

7.3 Validacion del método analitico para la cuantificacion de enrofloxacina
por absorbancia UV/Vis

7.3.1 Linealidad del sistema: Curva estandar de calibracién para cuantificar

enrofloxacina por absorbancia UV/vis
Solucién Stock

La solucion stock se realiz por triplicado con pesadas independientes. Se pesaron
20 mg de enrofloxacina los cuales fueron disueltos con 5 mL de etanol 96% en un
matraz aforado de 100 mL, finalmente se adicion6 agua desionizada hasta llegar al

aforo para obtener una solucién de 200 ug/mL, ver tabla 7.
Curva de calibracién

Tabla 7. Curva estandar de calibracion para cuantificar enrofloxacina

Alicuota de la solucion Aforo Concentracion final
stock
0.1 mL 10 mL 2 pg/mL
0.2 mL 10 mL 4 ug/mL
0.3 mL 10 mL 6 pg/mL
0.4 mL 10 mL 8 pg/mL
0.5 mL 10 mL 10 pg/mL
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Las disoluciones anteriores se cuantificaron por espectofotometria de absorcion
UV/Vis a A 277 nm, con los resultados se construy6 el grafico de absorcidon vs
concentracion y se obtuvo la ecuacién correspondiente. Se realiz6 el analisis

estadistico para comprobar linealidad y se calculé r?y IC(31).
7.3.2 Precision del sistema

Se tomaron 6 muestras de 0.3 mL de la disolucion stock, 6 pg/mL (ver linealidad del
sistema) y se aforaron a 10 mL con agua desionizada, posteriormente se
cuantificaron por espectrofotometria UV/Vis a A 277nm y se calculd el %CV.

7.3.3 Linealidad del método

Se seleccion6 6 mg/mL como la concentracién al 100%, de esta se tomaron dos
niveles mas, 80 y 120% (4.7 mg/mL y 7.2 mg/mL respectivamente) con las cuales
fueron preparadas 12 muestras en total (3 por cada nivel de concentracion) y se
aforaron en matraces de 10 mL con el sistema lipidico ya seleccionado como éptimo
(50% Transcutol, 24%PG, 1% poloxamero 407, 15% Tween 80 y 10% agua). Las
formulaciones anteriores se cuantificaron por espectofotometria UV/Vis a A 277 nm

y se calculd r?, porcentaje de recobro, %CV y IC(u)
7.3.4 Exactitud y repetibilidad del método

Se pesaron 60 mg de enrofloxacina y se aforé en un matraz de 10mL con el sistema
lipidico ya seleccionado como éptimo, lo anterior se repiti6 6 veces con pesadas
independientes. Las formulaciones se cuantificaron por espectrofotometria UV/Vis a

A 277nm y se calculé el porcentaje de recobro, %CV y IC(u)
7.3.5 Precision intermedia

Se pesaron 60 mg de enrofloxacina y se aforé en un matraz de 10mL con el sistema
lipidico ya seleccionado como éptimo, lo anterior se realizé por triplicado, por dos
analistas en dos dias diferentes, teniendo en total 12 muestras. Las formulaciones
anteriores se cuantificaron por espectofotometria UV/Vis a A 277 nm y se calculé el
%CV.
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7.4 Métodos generales de caracterizacion
7.4.1 Saturacion del sistema lipidico

Una vez que se realizaron los sistemas lipidicos estos fueron saturados con
enrofloxacina y se introdujeron en un bano de agua con agitacion constante de 200
rpm y temperatura de 25°C o 37°C durante 48 horas, ver fig. 13.

Figura 13. Sistemas lipidicos saturados con farmaco dentro del bafio de agua.
7.4.2 Prueba visual de autoemulsificacion

La evaluacién visual se realiz6 mediante la adicion de 5 mL de formulacién en 250
mL de agua en un vaso de precipitados que se mantuvo a 37 £ 0.5 ° C y el contenido
fue mezclado suavemente utilizando un agitador. Sobre la base de la dispersabilidad,
apariencia y el tiempo requerido para emulsionar SEDDS fueron categorizados en
"Grado A", "Grado B", "Grado C" o "Grado D". Todos los ensayos se llevaron a cabo

por triplicado.
7.4.3 Cuantificacion del farmaco

Las formulaciones saturadas se filtraron con membranas de nylon 0.45 pm Millipore®
de las cuales se tomaron 50 pL y se aforaron a 50 mL con agua destilada y se
cuantifico el farmaco por UV/Vis a una longitud de onda de A 277 nm

El blanco se realiz6 tomando 50 uL del sistema sin farmaco a las mismas
proporciones de excipientes para cada caso y se aforo a 50 mL, con el fin de eliminar
errores que estos pudieran generar, cada ensayo se realizé por triplicado.
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7.4.4 Determinacidn del tamano de particula

La formulacién saturada fue filtrada con membranas de nylon de 0.45 um Millipore®
y posteriormente se determiné el tamarno de particula por DLS en un ZetaSizer Nano
Serie ZS90 con celdas desechable y un IR=1.42.

7.5 Propuesta de sistema lipidico que incremente la solubilidad de

enrofloxacina

Para la seleccion del sistema lipidico se propusieron 4 sistemas distintos,
compuestos por 3 excipientes diferentes como se puede ver en la tabla 8.

Tabla 8. Propuesta de sistemas lipidicos

SISTEMA COMPONENTE 1 COMPONENTE2 COMPONENTE 3

A Transcutol Labrasol Labrafil

B Transcutol Tween 80 Labrafil

C Transcutol Propilenglicol Tween 80
D Transcutol Tween 80/ PG (1:1) Labrasol

Nota: Los sistemas lipidicos no contienen agua

Para cada sistema lipidico se realizaron 10 formulaciones variando las proporciones

de cada componente como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Composicion de los sistemas lipidicos

Formulacion | Componente 1 | Componente 2 | Componente 3
F1 0.8 0.10 0.10
F2 0.65 0.25 0.10
F3 0.65 0.10 0.25
F4 0.5 0.35 0.15
F5 0.5 0.25 0.25
F6 0.5 0.15 0.35
F7 0.25 0.5 0.25
F8 0.25 0.25 0.5
F9 0.10 0.8 0.10
F10 0.10 0.10 0.8
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Las formulaciones obtenidas se saturaron con farmaco, se filtraron y posteriormente

se cuantificd el farmaco (ver métodos generales de caracterizacion, seccion 7.4).

7.6 Seleccion del sistema autoemulsificante
Segun la clasificacién de los sistemas lipidicos, se consideraron las siguientes
mezclas (ver tabla 10) donde cada sistema contiene los 3 componentes que forman
una microemulsién: agua, tensoactivo (Tween80, Labrafil, Labrasol), solubilizante
(Transcutol HP) y en algunos casos un codisolvente (propilenglicol).

Tabla 10. Sistemas autoemulsificantes para la administracion de farmacos.

Sistema Componente 1 Componente 2 Componente 3
A Transcutol Labrafil + Labrasol (1:1) Agua
B Transcutol Tween 80 + Labrafil (1:1) Agua
C Transcutol + PG (2:1) Tween 80 Agua
D Transcutol + PG (2:1) | Labrasol + Tween 80 (1:1) Agua

7.6.1 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por turbidez

Para la determinacion de los comportamientos fasicos se construyeron los
diagramas mediante el método por titulacion en el que se parte de varias
proporciones de componentes (tabla 11) y se va adicionando agua poco a poco,
barriendo de esta manera todo el diagrama hasta observar cambios de turbidez y
con ello delimitar las zonas donde se forma la microemulsion, ver fig. 14, esto se
realiz6 a temperatura de 25°C y agitaciéon constante y con un total de 3 g de mezcla
de excipientes adicionando alicuotas de 500 pL de agua desionizada hasta llegar a
80 mL.

El procedimiento se repitié con un total de 100 mg de mezcla de excipientes a los
cuales se les anadié alicuotas de 1 mL de agua desionizada hasta llegar a 80 mL.
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Tabla 11. Composicién de los puntos de partida para la construccién de diagramas

pseudoternarios por titulacion.

Componente 1 Compeonente 2

%p/p %p/p 10% componente 1 +
10 90 90% componente 2
30 70
50 50 <

0 5%‘7;\
60 40 04
70 30 03
80 20 02
0,1
90 10 10/ oo

N 7 7 7 7 7
00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
AGUA

Figura 14. Diagrama de fase pseudoternario construido por titulacion

7.6.2 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamano de particula

(para los sistemas Ay B)

Los sistemas A y B presentaron, en la mayoria de sus proporciones, caracteristicas
de una emulsién (opaca de aspecto lechoso) por lo cual no se pudo seguir el mismo

procedimiento que para los sistemas C y D.

Cuando el total de la mezcla de excipientes fue de 100 mg y se les afadié de 1 mL
en 1 mL de agua desionizada hasta llegar a 80 mL, en este punto final donde el
porcentaje de agua era mayor al 96% fue donde se realiz6 la medicién del tamafo

de particula.
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7.6.3 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamano de particula

(para los sistemas C y D)

Los diagramas por tamaro de particula se construyeron con la seleccion de 7 puntos
representativos para cada sistema

0,0

Figura 15. Seleccion de puntos para el diagrama de fase pseudoternario por tamafio de particula para
el sistema C y D.

Las formulaciones que mostraba cada punto del diagrama fueron realizadas a 25°C
como se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Composicidén de los puntos para la construccién de diagramas de fase
pseudoternario por tamano de particula para los sistemas C y D.

PUNTO | TRANSCUTOL | TENSOACTIVO(S) | AGUA
(%op/p) (%p/p) (%p/p)
1 80 10 10
2 40 30 30
3 20 40 40
4 50 10 40
5 20 10 70
6 50 40 10
7 20 70 10

A estas formulaciones se les determind el tamafno de particula y se cuantificé el

farmaco para realizar los diagramas de fase pseudoternarios.
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Con base en la maxima solubilidad, menor tamano de particula y estabilidad fisica

se seleccion6 un sistema para el disefio de experimentos.

7.7 Diseio de experimentos para el sistema C

Se realizé un disefio simplex reticular aumentado de donde se obtuvieron las
formulaciones que representaban los siguientes puntos, para la seleccion de la
formulaciéon 6ptima con respecto a la maxima solubilidad y menor tamafno de

particula, ver fig.16. i
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Figura 16. Seleccion de puntos para el disefio de mezclas

Los puntos seleccionados a partir del disefio de mezclas estan representados en la

tabla 13.
Tabla 13. Proporciones de los componentes para el disefio de experimentos

pUNTO | TRANSCUTOL- PG | TWEEN 80 AGUA
(2-1) (%p/p) (%p/p) (%p/p)
1 80 10 10
2 40 30 30
3 20 40 40
4 50 10 40
5 20 10 70
6 50 40 10
7 20 70 10
8 0 100 0
9 0 0 100
10 100 0 0
11 50 50 0
12 50 0 50
13 0 50 50
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A estas formulaciones se les determind el tamafio de particula y se cuantifico el

farmaco para realizar los diagramas de fase pseudoternarios.

7.8 Estudio de estabilidad fisica del SEDDS en pH 1y 6.8

Para este estudio primero se prepararon dos medios con diferentes pH’s para
simular el paso a través del TGl, pH=1 HCI 0.1N y pH=6.8 Medio intestinal simulado,
asi mismo, se realiz6 la formulacién cargada con enrofloxacina que seria expuesta

a dichos medios.

Formulacién: Se prepararon 25 mL de nuestra formulacion optima cargada con
enrofloxacina a una concentracién de 6 mg/mL, es decir, se pesaron 150 mg de

farmaco.

Medio &cido pH 1: Se tomaron 8.5 mL de &cido clorhidrico fumante al 37% y se
aforaron con agua desionizada en un matraz de 1 L para obtener una solucion al

0.1N, se ajusté pH a 1.

Medio intestinal simulado sin enzimas: Se disolvieron 6.8 g de fosfato monobasico
de potasio en 250 mL de agua desionizada a los cuales se les adicionaron 77 mL de
hidréxido de sodio 0.2 N y se aforo con agua desionizada en un matraz de 1 L y por
ultimo se ajusto el pH a 6.8 £ 0.1 con hidroxido de sodio manteniendo temperatura
(25°C) y agitacién (200 rpm) constante.

Una vez que se prepararon los medios, se tomaron 3 mL de la formulacion y se
vertieron en 30 mL de la solucion a agitacion (200 rpm) y temperatura (25°C)
constante, se tomaron muestras a las 0.5, 1, 2 y 4 horas, estas muestras fueron
filtradas para cuantificar el farmaco disuelto, asi mismo se les midié el tamano de

particula en cada uno de los tiempos.
La prueba se realizé por triplicado.
7.9 Cinética de la formulacion éptima de enrofloxacina

La solubilidad maxima del farmaco en la formulacion éptima se realiz6 mediante una

cinética de solubilidad en el sistema autoemulsificable comparandolo con la
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solubilidad en agua, para ello se adiciond en exceso la enrofloxacina tanto en el
sistema lipidico como en el agua, ambos sistemas saturados se dejaron a
temperatura (25°C) y agitacion (200rpm) constante, se tomaron muestras a los
15min, 30min, 1, 2, 24 y 48 horas, las cuales fueron filtradas y cuantificadas por
UV/Vis a A 277nm. La prueba se realiz6 por triplicado.

7.10 Cinética de liberacion: formulaciéon optima de enrofloxacina vs solucion

oral comercial de enrofloxacina al 0.5%

La cinética de liberacion se realizd en un disolutor a 37°C y con una agitacién de 50
rpm para esto, se prepard una formulacion cargada con 5 mg/mL de enrofloxacina
base para igualar la concentracion de la solucién oral comercial, se tomaron 10 mL
de cada formulacién y se vertieron dentro de bolsitas hechas con membrana de
celulosa las cuales fueron selladas por ambos lados y amarradas al vastago del
disolutor, ver fig. 17, a los vasos se les adicionaron 500 mL de medio acido o
intestinal simulado, ya montado el sistema y a las condiciones antes mencionadas,
se tomaron muestras de 3 mL sin reposicidon de medio a los tiempos 5 min, 10 min,
15 min, 30 min, 1, 2, 3, 4 y 24 horas, las cuales fueron cuantificadas por UV/Vis a A

277 nm y se calculd su concentracion con la curva de calibracion correspondiente.

Los resultados se ajustaron al modelo de liberaciéon con mayor valor de r? y menor

valor de AIC, ver fig. 17.

Vastago

Formulacion

Membrana de didlisis

Vaso con medio

Figura 17. Montaje de disolutor para cinética de liberacion
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Validacion del método analitico para la cuantificacion de enrofloxacina

por absorbancia UV/Vis

Los resultados obtenidos en cada prueba de validacién del método analitico, asi

como las especificaciones para cada una, se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de validacion del método analitico.

Prueba Especificacion Resultado
Precisiéon del sistema CV< 1.5% 1.31%
Linealidad del sistema r2 >0.98 r2=0.9996,

IC(B1) no debe incluir al 0

IC(B1) 0.086 — 0.094

Exactitud y repetibilidad 97-103% de recobro

del método

CV<3%
IC(u) debe incluir el 100%

100.981% de recobro
CV=1.74%
IC(n)=99.13-102.83

Linealidad del método

r?>0.98

97-103% de recobro
CV<3%

IC(u) debe incluir el 100%

r’= 0.9998

100.97% de recobro
CV=1.699%
IC(n)=99.17-102.77

Precision intermedia

CV<3%

CV=1.43%

Los resultados anteriores muestran un comportamiento lineal, preciso, exacto y

reproducible.
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8.2 Propuesta de sistema lipidico que incremente la solubilidad de

enrofloxacina

En el presente trabajo se propusieron 4 sistemas lipidicos con 10 distintas
formulaciones cada uno. Los sistemas lipidicos no mostraron diferencia significativa
en la solubilidad maxima alcanzada de enrofloxacina sin embargo, se observd que
la solubilidad incrementaba con la concentracién de Transcutol para cada sistemas
lipidico, esto debido a que tiene un efecto codisolvente por su estructura quimica lo
qgue va a disminuir su efecto hidr6fobo y por tanto aumentar su solubilidad ademas,
es una molécula que puede formar mezclas binarias con agua, o ternarias si dos
codisolventes se incorporan al agua. Estas mezclas tienen como finalidad disminuir
la constante dieléctrica, adecuandola a los requisitos de solubilidad de las sustancias

activas poco hidrosolubles (Jato, 2001).

El Transcutol y el propilenglicol son alcoholes que, aunque tienen altas constantes
dieléctricas en comparacidn con otros tipos de disolventes, son menores que la del
agua. La solubilidad de las sales en un disolvente es proporcional a la constante
dieléctrica del medio, es decir, a medida que la constante dieléctrica de una serie de
disolventes aumenta, la probabilidad de disolver una sal en ese disolvente aumenta.
Por el contrario, para favorecer la solubilidad de una molécula no polar se requiere
disminuir la constante dieléctrica (€) de la mezcla, por ejemplo, una mezcla 40% de

agua y 60% de propilenglicol tendria una constante dieléctrica igual a:

e mezcla = 0.6(e propilenglicol) + 0.4(e agua)
e mezcla = 0.6(32) + 0.4(80)

e mezcla = 51.2

En las fig. 18 y 19 se muestran los resultados de las concentraciones maximas para

cada formulacién en los distintos sistemas a 25 y 37°C respectivamente.
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Figura 18. Solubilidad de enrofloxacina obtenida en los diferentes sistemas lipidicos a 25°C
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Figura 19. Solubilidad de enrofloxacina obtenida en los diferentes sistemas lipidicos a 37°C

Nota: La concentracion de transcutol HP va decreciendo de F1 a F10 ver tabla 9
pagina 50.

La seleccién de los excipientes para la formulacion del SEDDS fue basada en las
propiedades fisicoquimicas de la enrofloxacina, la que al ser un compuesto con log
P intermedio requiere del uso de tensioactivos hidréfilicos (Tween 80) y codisolventes
solubles en agua (propilenglicol) para formar un sistema autoemulsificante con una
solubilidad maxima (Nanjwade, 2011).

El Labrasol y Labrafil (son mezclas definidas de mono, di y triglicéridos con mono y
diésteres de polietilenglicol y acidos grasos) son utilizados como solubilizantes y
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tensoactivos. Adicionalmente, el Labrasol participa como promotor de absorcién y el
Transcutol (dietilenglicol monoetil éter) es utilizado como solubilizante y promotor de
absorcion (Delongeas, 2010).

Yalkowsky estudio la capacidad de los sistemas codisolventes para aumentar la
solubilidad de no electrolitos en disolventes polares donde el sistema codisolvente
esencialmente trae consigo una reduccioén en la estructuracién del disolvente. Por lo
tanto, al aumentar positivamente, la entropia de la disolucion mediante el uso de
codisolventes, fue posible aumentar la solubilidad de la molécula no polar.

En las fig.18 y 19 se muestra que el uso de sistemas lipidicos con codisolventes
incluidos incrementa en gran medida la solubilidad de la enrofloxacina, a partir de
estos sistemas se desarrollaron los SEDDS.

8.3 Seleccion del sistema autoemulsificante

Se realizaron diagramas de fase pseudoternarios de turbidez con el objetivo de
descartar aquellos sistemas que no presentan estabilidad, tamafio de particula
menor a 100nm y caracteristicas de SEDDS, principalmente.

8.3.1 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por turbidez

En las siguientes imagenes se observan los diagramas de fase pseudoternarios
donde el area amarilla representa una apariencia aceitosa, la gris una apariencia
lechosa caracteristica de emulsiones y el area azul una apariencia transparente

translucida caracteristica de una microemulsion.

Los diagramas de fase pseudoternarios para los SEDDS mostraron dos tipos de
comportamiento, aquellos para los que la mayoria de su area tenia caracteristicas
de emulsién, color blanco opaco (sistema A y B, fig. 20 y 21 respectivamente) y
aquellos que tenian principalmente un aspecto translucido caracteristico de una
microemulsion (sistemas C y D, fig. 22 y 23 respectivamente), esto debido al tipo de
sistema lipidico que obtuvimos. Por ejemplo, se ha reportado que la inclusién de un
tensoactivo lipdfilo (HLB < 12) puede mejorar la capacidad disolvente de la
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formulacién, pero este enfoque se ha usado principalmente para promover la
emulsificacion. En condiciones éptimas, es posible formular un SEDDS que se
emulsione en soluciones acuosas bajo condiciones de agitacion muy suaves,
generando una dispersion de dimensiones coloidales. Si el tensioactivo es
insuficientemente hidréfilo para disolverse y formar micelas en solucién acuosa,
entonces existe en si mismo como una fase dispersa separada de los componentes
oleosos. Este tipo de formulacion pertenece al Tipo Il (ver tabla 1) las cuales incluyen
Labrafil como tensoactivo lipéfilo, con HLB de 9 para el caso del sistema A y B.

Por otro lado, se sabe que los tensoactivos hidréfilos (solubles en agua con HLB>
12) y / o los codisolventes solubles en agua también se han mezclado con aceites
para producir sistemas autoemulsificables. Cuando el contenido de tensoactivo es
alto (por ejemplo, 40% p / p 0 mas) o se incluyen codisolventes ademas de los
tensoactivos, es posible producir dispersiones muy finas (<100 nm de didmetro) en
condiciones de agitacién suave. Este enfoque se utilizé para la reformulacién de la
ciclosporina A como “Neoral’. La motivacion para usar tensoactivos hidréfilos o
codisolventes solubles en agua (como propilenglicol, polietilenglicol, etanol, etc.)
también puede ser la de aumentar la capacidad disolvente de la formulacién para
farmacos con log P intermedio (2 <log P <4). La distincién que debe hacerse entre
éstas y las formulaciones de Tipo Il es que los componentes solubles en agua
tenderan a separarse del aceite durante la dispersion y se disolveran en la fase
acuosa. El resultado de esta separacion de fases, que de hecho puede ser la fuerza
impulsora de la emulsificacion, puede ser la pérdida de la capacidad del disolvente.
La consecuencia puede ser que el farmaco se precipite parcialmente cuando la
formulacién se dispersa. El grado de precipitacién dependera de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco y la hidrofilicidad de la formulacion (Pouton 2000). Las
formulaciones de Tipo Illl, se han denominado sistemas de
"automicroemulsificacion”, debido a la claridad éptica que puede conseguirse, por
ejemplo, los obtenidos en los sistemas C y D que contenian solo tensoactivos
hidrofilicos como Tween 80 (HLB 15) y Labrasol (HLB 14) respectivamente, mas

propilenglicol como codisolvente en ambos casos.
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0,0 03 06 0,9 0.0 03 0.6 0.9

TRANSCUTOL
TRANSCUTOL

Figura 20. Diagrama de fase pseudoternario Figura 21. Diagrama de fase pseudoternario
para el sistema A. para el sistema B.

06 0,9

0,0 03 06 0,9
TRANSCUTOL + PROPILENGLICOL 2:1

TRANSCUTOL + PROPILENGLICOL 2:1

Figura 22. Diagrama de fase pseudoternario Figura 23. Diagrama de fase pseudoternario

para el sistema C. para el sistema D.

En la evaluacion visual se determin6é que los sistemas A y B eran de grado C a
diferencia de los sistemas C y D que fueron de grado B segun la clasificacién de
autoemulsificacién (ver tabla 5).

Cuando el total de farmaco adicionado fue de 3 g, los sistemas A y B presentaron
una turbidez (apariencia lechosa) caracteristica de emulsiones, por lo cual no se
determiné el tamano de particula. Cuando el total del farmaco adicionado fue de 100
mg los tamanos de particula obtenidos fueron:
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Tabla 15. Tamanos de particula para el sistema A (diluido)

Transcutol Labrafil Agga Targ: o
Formulacion (%p/p) Labrasol | desionizada particula %CV
(1:1) (%plp) | (%plp) e
1 0.32 3.28 96.40 1666 11.97
2 1.06 2.56 96.38 1447 105.62
3 1.77 1.86 96.38 744 .8 62.90
4 2.18 1.48 96.35 174 8.45
5 2.53 1.09 96.38 232.3 75.63
6 2.89 0.73 96.38 177 35.91
7 3.24 0.38 96.38 2451 28.80
Tabla 16. Tamanos de particula para el sistema B (diluido)
Transcutol Tween 80 + Agua Targ: "o
Formulacién Labrafil (1:1) | desionizada ] %CV
(Yop/p) particula
(%p/p) (%p/p) .o
1 0.37 3.27 96.36 176.2 46.27
2 1.10 2.55 96.35 129.8 114.15
3 1.84 1.78 96.38 3.165 9.39
4 2.22 1.41 96.37 3.132 1860.77
5 2.65 0.97 96.38 2.074 50.55
6 2.99 0.65 96.37 2710 1277.05
7 3.28 0.38 96.34 59.77 24.89

En las tablas 15 y 16 se observan tamafos de particula de hasta 1666 y 2710nm
respectivamente y con %CV variable en ambos casos, lo cual nos indica una gran

poli dispersién de los tamanos de particula.
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8.3.2 Elaboracién de diagramas de fase pseudoternarios por tamaro de particula
(para el Sistema C y D)

Tabla 17. Tamanos de particula para el sistema C

Transcutol + Agua Tamario de
Formulacién PG 2:1 Tz:/ee/n80 desionizada | particula %CV
(%p/p) PP} | i) | dnm
1 79.59 10.19 10.22 42.2 28.72
2 40.01 28.30 31.69 3.20 5.25
3 20.26 39.42 40.32 3.01 5.49
4 49.94 10.10 39.96 37.24 6.25
5 20.25 9.86 69.89 5.58 42 .47
6 49.70 39.98 10.32 37.53 7.62
7 19.96 69.79 10.25 21.2 4.69

>50nm

0,0 03 0,6 0,9
AGUA

Figura 24. Diagrama de fase pseudoternario por tamafio de particula para el sistema C.

En la tabla 17 se observan tamarnos de particula menores a 50 nm de diametro en
todos los casos, lo que también se observa en la fig. 24. Por otro lado, los datos
obtenidos presentan un %CV entre 4.69 y 42.47, lo cual nos indica una poli
dispersién menor de tamanos de particula con respecto a los sistemas Ay B.




Tabla 18. Tamarnos de particula para el sistema D

Transcutol + | Labrasol + Agua Tar;:no
Formulacién PG 2:1 Tween80 | desionizada particula %CV
(Y%op/p) 1:1 (%p/p) (Y%op/p) d.nm
1 80,30 4,61 15,09 1,332 35,13
2 40,10 29,72 30,18 21,66 57,58
3 21,55 38,83 39,62 2,953 1,32
4 50,45 9,40 40,15 39,61 0,55
5 20,14 8,07 71,79 4,497 42,86
6 49,76 39,95 10,29 18,81 28,55
7 20,02 69,40 10,58 5,536 15,08

>50nm

AGUA

Figura 25. Diagrama de fase pseudoternario por tamaro de particula para el sistema D.

En la tabla 18 se observan tamanos de particula menores a 50 nm de diametro en
todos los casos, lo que también se observa en la fig. 25, los datos obtenidos
presentan un %CV entre 0.55 y 57.58 lo cual nos habla de una poli dispersién menor
de tamanos de particula con respecto a los sistemas Ay B.

El tamano de particula ademas de ser un criterio para la clasificacion de los sistemas
lipidicos es una caracteristica que esta relacionada con la estabilidad fisica, y con la




biodisponibilidad del farmaco. Las formulaciones Sandimmune y Sandimmune
Neoral de Ciclosporina A (CsA) son quiza los ejemplos méas conocidos de sistemas
basados en lipidos y tensoactivos que estan actualmente comercializados y que han
recibido una atencién considerable por la industria farmacéutica (lwanaga, 2006). La
ciclosporina A es un péptido ciclico, lipéfilo, escasamente soluble en agua, con un
peso molecular de 1201 Da, indicado para la prevencion del rechazo en trasplantes
de organos, la cual se introdujo en 1981 en Europa en una formulacidén
autoemulsificante (Sandimmune) que contenia Labrafil M 1944 CS®, aceite de oliva
y etanol. Esta formulacion se dispersa cuando se diluye con agua en una
macroemulsién polidispersa de aceite en agua. La biodisponibilidad oral absoluta de
la ciclosporina A como Sandimmune es errdtica, siendo 10% en pacientes con

trasplante de higado o tan alto como 89% en algunos pacientes con trasplante renal.

En 1994 una nueva formulacién automicroemulsificante (Sandimmune Neoral,
denominado Neoral® en lo siguiente), que se emulsifica espontdneamente en una
microemulsiéon con tamanos de particula menores a 100 nm y que contiene etanol
(11.9%), dl-tocoferol, aceite de maiz-mono-ditriglicéridos, aceite de ricino, cremophor
RH 40®, y propilenglicol, comercializado en capsulas de gelatina blanda de 10 mg,
25 mg, 50 mg y 100 mg, demostr6 en un estudio realizado por Fatouros, Karpf et. al.,
una correlacién entre el tamafno de particula y la biodisponibilidad oral de
formulaciones de ciclosporina. La biodisponibilidad de la ciclosporina A de la
formulacion Neoral es de 20% al 50% mayor que la formulacién original de
Sandimmune. Adicionalmente, las concentraciones plasmaticas maximas de la
ciclosporina A Neoral® son de 40% a 106% mas altas que aquellas de la formulacion
Sandimmune (Guada, Beloqui et al. 2016). Lo anterior muestra claramente que
formular SEDDS puede ser prometedor para farmacos poco solubles en agua. La
eficiencia de estos sistemas es bastante especifica de cada caso dependiendo de la
composicion de la formulacion utilizada (Fatouros, Karpf et al. 2007).

Con el ejemplo anterior podemos observar las ventajas de formular sistemas lipidicos
clase llI-1V las cuales presentan menores tamanos de particula y por tanto tendran
una mayor estabilidad fisica y una biodisponibilidad mayor y constante.
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La seleccién del sistema C como el 6ptimo se basa en la comparacion de los
resultados de las tablas 15 y 16 que contienen los tamanos de particula y %CV para
los sistemas A y B, y los resultados de las tablas 17 y 18 pertenecientes a los
sistemas C y D respectivamente, donde se encontré que aquel que tenia menores

tamanos de particula y menor poli dispersién fue el sistema C.

Debido a que los sistemas A y B presentan caracteristicas fisicas de emulsiones y

tamanos de particula elevados, fueron descartadas para posteriores andlisis, ver fig.
26y 27.

Figura 26. SEDDS diluidos del sistema A. Figura 27. SEDDS diluidos del sistema B.

El sistema C, al igual que el D, es épticamente translucido y presenta tamanos de
particula menores a 50nm en todos los casos (ver fig. 28 y 29) y con desviaciones

estandar menores a los sistemas Ay B.

Figura 28. SEDDS del sistema C. Figura 29. SEDDS del sistema D.
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El sistema C fue seleccionado para el desarrollo de un disefio experimental debido
a sus propiedades fisicas: apariencia, tamafno de particula, capacidad solubilizante
del farmaco y numero de excipientes.

8.4 Diseno de experimentos para el sistema C

El sistema C se utilizd para realizar el disefio de experimentos el cual fue simplex
reticular aumentado. El disefio simplex reticular incluye basicamente puntos en la
frontera, pero si se desea una mejor prediccidn es posible incluir puntos en el interior.
En particular se recomienda agregar el centroide global y las mezclas localizadas
entre el centroide y los vértices. Por ejemplo, en la fig. 30 se muestra un disefo

simplex reticular aumentado.

Figura 30. Diserio simplex reticular aumentado

Después de realizar el diseno de experimentos los resultados fueron ajustados a un
modelo utilizando el programa Statgraphics Centurion XV Versién 15.2.06 el cual nos

indica que es un modelo cubico especial.

El mejor modelo siempre sera el mas sencillo y con el mejor ajuste, sin embargo,
para este caso el modelo cuadratico no fue suficiente para describir la respuesta por
lo cual se decidié utilizar el modelo cubico especial, que para tres componentes esta
dado por:

E(y)= P, x, + B,x, + Bsx; + Byx, %, + Biax, Xy + X, X3 + Py X, X, %,

(Pulido, 2008).
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La ecuacion obtenida fue:

Solubilidad del Farmaco = 6.85*Mezcla + 5.21*Tween 80 + 0.12*Agua +
2.50*Mezcla*Tween 80 — 11.92*Mezcla*Agua — 4.07*Tween 80*Agua +
49.63*Mezcla*Tween 80*Agua

Donde se observa y como ya se menciond anteriormente, la interaccion de cada
componente de la formulacién (Mezcla) (Tween 80) y (Agua), la mezcla de dos
componentes (Mezcla*Tween 80) (Mezcla*Agua) (Tween 80*Agua) y la mezcla
ternaria (Mezcla*Tween 80*Agua). En la ecuacién del modelo de respuesta se
observa un efecto negativo en la solubilidad del farmaco cuando la mezcla de dos
componentes incluye al agua esto debido a que una mezcla binaria no genera un
sistema disperso como en el caso del sistema que contiene los tres componentes.
De hecho, se observa que la presencia del Tween 80 y la mezcla revierte el efecto
del agua. Lo anterior sugiere, de acuerdo con el modelo de solubilizacidén, que la
generaciéon de la cavidad en el disolvente para llevar a cabo la solvatacién del
farmaco esta favorecido termodinamicamente cuando se forma el sistema

autoemulsificable.

Con los datos de solubilidad obtenidos del disefio experimental se tienen los
siguientes resultados, donde se puede ver que el modelo seleccionado es cubico
especial debido a que este agrega términos que involucran a los 3 componentes de
la formulacién, asi como su valor de R-Cuadrada ajustada.

Tabla 19. Resultados del modelo estadistico completo

Modelo ES |R-Cuadrada| R-Cuadrada Ajd.
Lineal 1.27| 79.43 75.31
Cuadratico [1.15] 88.23 79.83
Cubico Especial{1.04] 91.62 83.25
Cubico 1.31 93.41 73.66

La tabla 19 muestra un andlisis de varianza para el modelo cubico especial

seleccionado. Dado que el valor-P para este modelo es menor que 0.5 existe una
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relacion estadisticamente significativa entre la respuesta (solubilidad en mg/mL) y

los componentes de la formulacién, con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 91.62% de la
variabilidad en la solubilidad del Farmaco. El estadistico R-cuadrada ajustada, que
es mas adecuado para comparar modelos con diferente numero de variables
independientes, es 83.24%. El error estandar del estimado muestra que la
desviacidén estandar de los residuos es 1.04. El error medio absoluto (MAE) de
0.5617 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW)
prueba los residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa basada
en el orden en que se presentan los datos en el archivo (ver tabla 20).

Tabla 20. ANOVA para la solubilidad del farmaco

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados al Medio Razon-F | Valor-P
Modelo Cubico 72.33 6 12.05 10.94 | 0.0052
Especial
Error total 6.61 6 1.10
Total (corr.) 78.94 12

La ecuacién del modelo ajustado es:

Cuantificacion del Farmaco = 6.85*Mezcla + 5.21*Tween 80 + 0.12*Agua +
2.50*Mezcla*Tween 80 - 11.925*Mezcla*Agua - 4.07*Tween 80*Agua +
49.63*Mezcla*Tween 80*Agua

En fig. 31 se muestra la relacidon que existe entre cada factor (componentes de la
formulacion) con la respuesta (solubilidad del farmaco) donde se observa que, a
mayor proporcion de la mezcla, la solubilidad del farmaco aumenta, del mismo modo,
al incrementar la proporcion de Tween 80, incrementa la solubilidad de enrofloxacina
sin embargo, llega a un punto de saturacion donde el incremento de solubilidad ya
no es significativo. Por el contrario, al aumentar la proporcion de agua disminuye la
solubilidad del farmaco, lo anterior es debido a la afinidad del farmaco con cada

disolvente.
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Componente
Mezcla
Tween 80
— Agua

Solubilidad del farmaco (mg/mL)
S
| L) I L | LI I LU |

0 0,2 0,4 06 0,8 1
Proporcion de excipientes

Figura 31. Gréfica de trazas para solubilidad del farmaco

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

Mezcla=100%

Solubilidad del F
0,0-1,0
1,0-2,0
2,0-3,0
3,0-4,0

Tween 80=0% 4,0-5.0
5,0-6,0
EEm 6.0-7,0

Agua=0%

Tween 80=100% Mezcla=0% Agua=100%%

Figura 32. Contornos de la superficie de respuesta estimada

En la fig. 32 se muestra la solubilidad estimada para cada mezcla de componentes
donde las areas coloreadas representan la cantidad de farmaco soluble en cada
formulacién. Para el area de color blanco se observa que la concentracion de

farmaco estimada fue entre 0 y 1mg/mL y asi consecutivamente, el area azul
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representa las combinaciones de excipientes donde se estima una mayor solubilidad

de enrofloxacina.

Optimizacion de la respuesta
Valor de la solubilidad méxima estimada = 6.93 mg/mL

Tabla 21. Formulacion estadisticamente 6ptima

Factor Bajo| Alto Optimo
Mezcla 0,0]11,0 0.827
Tween 80 | 0,0(1,0 0.172
Agua 0,0]1,0 8.482E-10

En la tabla 21 se muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual
maximiza la solubilidad del farmaco sobre la region indicada, ver fig. 32. El disefio
estimé una formulacion éptima con el 82.77% de la Mezcla (Transcutol-PG 2:1),
17.22% de Tween 80 y 8.48x10'°% de agua lo cual es dificil de medir y por lo cual
se ajustd la formulacién con los datos experimentales obtenidos del diagrama de
fases pseudoternario, ademas, se tomaron en cuenta los usos recomendados por el
Handbook Excipents que para el Tween 80 es del 1-15% para emulsiones O/W y
para el PG es del 10-25% como disolvente o codisolvente en solucién oral; la
formulacion éptima seleccionada con ambos criterios fue de 75% p/p de la mezcla
2:1 (50% Transcutol- 25% PG), 15% p/p Tween 80 y 10% p/p Agua.

El disefio experimental indica que con dicha formulacion la solubilidad méaxima
alcanzada sera entre 6-7 mg/mL segun el grafico de contornos de la superficie de
respuesta estimada (ver fig. 32), asi mismo esta formulacion se justifica en la gréafica
de trazas para la solubilidad del farmaco (ver fig. 31) en la cual se observa que a
mayor proporcidon de agua la solubilidad se vera disminuida por lo cual solo se utiliza
al 10% en la formulacién, por el contrario el incremento de la Mezcla sera
proporcional a la solubilidad utilizandose hasta el 50% de Transcutol y 25% de PG,
en el caso del Tween 80 se observa que a partir del 40% ya no existe un incremento
significativo en la solubilidad debido a una saturacién por éste en el sistema.
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8.5 Estudio de estabilidad fisica del SEDDS en pH 1y 6.8

Para poder realizar los estudios de estabilidad fisica se realizaron dos curvas de
calibracién, una a pH 1 (HCI 0.1N) y otra a pH 6.8 (medio intestinal simulado), lo
cual nos permitira cuantificar enrofloxacina de forma correcta, los resultados se

muestran en la fig. 33.

Curva de calibracion a diferentes pH's

1,4
1,2 y =0,1209x + 0,0075
o 1 R2 = 0,9999
o
s 0,8
L y =0,0971x + 0,0134
S 0,6 R2 = 0,9999
<04
0.2 y = 0,0898x + 0,0147
H R2 = 0,9996
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion
—o—AGUA —o—pH=1 »—pH=6.8
——Lineal (AGUA) ——Lineal (pH=1) Lineal (pH=6.8)

Figura 33. Curva de calibracion Abs vs concentracion de enrofloxacina a diferentes pH’s

Los estudios de estabilidad fisica de la formulacién se realizaron en dos diferentes
pHs donde se observé una disminucién del porcentaje de farmaco cuantificado
cuando la formulacién fue expuesta a un pH 6.8 esto debido a la presencia de
precipitacion (ver fig. 34), la precipitacion se debe al tipo de formulacion, es decir,
tenemos componentes hidréfilos (Tween 80, PG y Transcutol) principal caracteristica
de los sistemas lipidicos clase IlIB y IV que otorgan una pérdida de la capacidad

disolvente (principal desventaja de estos sistemas).

La precipitacion del farmaco es un efecto no deseado en los sistemas lipidicos por lo
cual se decidio estabilizarlo con el uso de un copolimero anfifilico el cual evitaria
dicha precipitacién, para esto se realiz6 una prueba anadiendo 3 concentraciones
diferentes de poloxdmero 407 (0.5, 1 y 1.5%). Los estudios de estabilidad fisica se
repitieron con estas nuevas formulaciones a pH 1 y 6.8, los resultados se presentan
en la tabla 22.
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Figura 34 .Estudio de estabilidad de la formula propuesta.

Tabla 22. Estabilidad de las propuestas de reformulacién

Resultado

Formulacién propuesta Precipitacion

Formulacién con 0.5%

de poloxamero 407 Precipitacion

Formulacién con 1% de

poloxamero 407 Sin Precipitacion

Formulacién con 1.5%

de poloxamero 407 Ligera Precipitacidén

=&—pH 1
-8—pH 6.8

Con los resultados de la tabla 22 se decidi6 usar 1% de poloxamero 407 como agente

estabilizante.

El estudio de estabilidad se repitié con la nueva formulacion que estaba compuesta
por 74% p/p de la mezcla (50% Transcutol- 24% PG), 15% p/p Tween 80, 10% p/p

agua y 1% de poloxamero 407.

En la fig. 35 se observa que el poloxamero 407 estabiliza la formulacion

disminuyendo su precipitacidn (ver fig. 36 y 37) y por tanto incrementando su % de

farmaco cuantificado.

——
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Figura 35. Estudio de estabilidad de la formula propuesta vs reformulacion

Sin poloxamero Con poloxamero Sin poloxamero Con poloxamero
407 pH=1 407 pH=1 407 pH=6.8 407 pH=6.8
Figura 36. Formulacion con y sin poloxamero Figura 37. Formulacion con y sin poloxamero
407 expuesta a pH 1 después de 30min 407 expuesta a pH 6.8 después de 30min

En la fig. 37 se observa que la formulacién sin poloxadmero expuesta a pH 6.8 tiene
un aspecto turbio debido a su precipitacion.

Ademas de cuantificar al farmaco, también se midié en tamafno de particula de las
formulaciones con y sin poloxamero 407 expuestas a pH 1 y 6.8 durante 4 horas, los
resultados se muestran en la fig. 38.




o

3 40
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% ~10 = . = —e—Con poloxamero pH 6.8
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Figura 38. Estudio de estabilidad por tamario de particula de la formula propuesta vs reformulacion

Se puede observar que el sistema micelar se mantiene estable a los diferentes pH's

con y sin el uso de poloxamero 407.

Las soluciones acuosas de poloxdmero 407 muestran propiedades
termorreversibles, que presentan un gran interés en la optimizacion de la formulacion
del farmaco ya que facilita la solubilizacién de moléculas poco polares (Dumortier,
2006).

Los poloxameros son copolimeros tribloque con un bloque central de 6xido de
polipropileno hidréfobo (PPO) flanqueado por dos bloques de 6xido de polietileno
hidrofilo (PEO). Entre esta familia de copolimeros, el poloxamero 407 es un
tensioactivo no iénico capaz de estabilizar por repulsion estéricamente las gotas de
la microemulsion (ver fig. 39). El peso molecular formal del poloxamero 407 es de
aproximadamente 12,6 kDa con la longitud de dos bloques PEO de 101 unidades
repetidas y un bloque PPO de 56 unidades repetidas lo cual sugiere un incremento
del tamano de particula observado con el uso al 1%. El poloxamero 407 es conocido
como un "ingrediente inactivo" por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) para una variedad de productos farmacéuticos tales
como soluciones orales, suspensiones, formulaciones de inhalacion, intravenosas
(IV), oftalmicas o formulaciones tépicas (Fakhari, 2017).
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Figura 39. Efecto de estabilizacion por repulsion estérica por uso de poloxamero (Fakhari, 2017).

El uso de poloxamero estabilizé la formulacién permitiendo realizar la cinética de

disolucion sin tener una precipitacion del farmaco.
8.6 Cinética de la formulacion optima de enrofloxacina

A la nueva formulacién se le realizé un estudio cinético de solubilidad, mostrandose
los resultados en la fig. 40, en la cual se observa que el SEDDS tiene la capacidad
de disolver hasta 6.77 mg de farmaco por cada mL de formulacion en comparacion
al agua que solo disolvié 0.16 mg/mL a las 48 horas, asi mismo, se puede observar
que desde los primeros 15 min obtenemos casi 10 veces la solubilidad teérica
reportada para la enrofloxacina, pudiendo con esto disminuir tiempos y costos de

produccion.
Cinética de Solubilidad
9 8
s [/ >
E 6 T,/F
©
O — 5
S > 3 —e—Formulacién éptima
o E
g—2 —e—Agua
€
) 1
S 0 em o o
o 0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tiempo (horas)

Figura 40. Cinética de solubilidad del farmaco en la formulacién optima vs agua.
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8.7 Cinética de liberacion: formulacion 6ptima de enrofloxacina vs solucién

oral comercial de enrofloxacina al 0.5%

En medio intestinal simulado se observé la siguiente cinética de liberacion (ver fig.
41) donde se muestra que el mayor porcentaje de farmaco liberado se obtiene a las
8 horas, dicha liberacion es del 81.1% para la formulacion (SEDDS) y del 68.9% para

la formulacién comercial.
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Figura 41. Cinética de liberacion en medio intestinal simulado

Los resultados se ajustaron a diferentes modelos de liberacion donde el que presenta
menor valor de r?y mayor valor de AIC, sera el que mejor describa el mecanismo de

liberacion para cada formulacion en los diferentes medios.
En la tabla 23 se observa que la formulacién éptima (SEDDS) se ajusté a un modelo

de primer orden a diferencia de la formulaciéon comercial que se ajusté a un modelo

de korsmeyer-Peppas en medio intestinal simulado.
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Tabla 23. Modelos de liberacién en medio intestinal simulado

SEDDS COMERCIAL

Modelo r AlC r AlC
Orden 0 0.8002 50.47 0.3490 54.74
Primer orden 0.9826 33.37 0.8065 46.25
Higuchi 0.9100 44.89 0.8321 45.98
Korsmeyer-Peppas 0.8342 49.89 0.9132 40.64

En el medio acido se observd la siguiente cinética de liberacion (ver fig. 42) donde
se muestra que el mayor porcentaje de farmaco liberado se obtiene a las 8 horas,
dicha liberacidén es del 96.0% para la formulacion (SEDDS) y del 86.7% para la

formulacién comercial.
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Figura 42. Cinética de liberacion en medio acido, pH 1.

En la tabla 24 se observa que la formulacién (SEDDS) se ajusté a un modelo de
primer orden a diferencia de la formulacién comercial que se ajusté a un modelo de
korsmeyer-Peppas en medio acido.




Tabla 24. Modelos de liberacion en medio acido

SEDDS COMERCIAL

Modelo r AlC r AlC
Orden 0 0.7353 54.63 0.0182 58.20
Primer orden 0.9545 42.30 0.8671 44.20
Higuchi 0.9100 47.08 0.9276 39.95
Korsmeyer-Peppas 0.8803 49.80 0.9564 3713

La principal ventaja de formular sistemas lipidicos incluye la formacién de
microemulsiones aceite en agua que al contacto con medios acuosos (fluidos
gastrointestinales), ellos pueden ser administrados como una forma de mezcla de
tensoactivo-aceite o microemulsion de agua-en-aceite (W/O) y se espera que se
conviertan en microemulsiones de aceite en agua (O/W) en la mucosa objetivo, como

la mucosa intestinal, ver fig. 43.
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Figura 43. Formacion de microemulsién o/w por dilucién.

Sin embargo, la correlacion in vitro-in vivo es en particular para este tipo de sistemas
de entrega considerablemente pobre. Una de las razones de esta situacion es sin
duda la falta de métodos para determinar la liberaciéon del medicamento de SEDDS
in vitro, como proceso es particularmente problematico. En el caso de los métodos
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de difusién por membrana, las gotas oleosas se separan para liberar el medio a
traves de las membranas de didlisis que son permeables al farmaco libre pero
impermeables a las gotitas oleosas (Bernkop-Schnlrch and Jalil 2018). Con este
método se obtiene solo una aproximaciéon que permite darnos una idea del tipo de
liberacién que la formulacion presenta, por ejemplo, en este proyecto se obtuvo una
liberacion de primer orden para el SEDDS es decir, que el farmaco se libera de una
manera proporcional a la cantidad de farmaco remanente, de tal manera, que la
cantidad de farmaco liberada por unidad de tiempo disminuye teniendo en los
primeros tiempos la maxima cantidad liberada (ver fig. 41 y 42), lo cual toma gran
importancia en los antibidticos dosis dependientes ya que requieren una dosis de
carga relativamente alta para alcanzar los niveles de concentracidn plasmatica
requeridos, que para el caso de enrofloxacina y como se mencioné anteriormente es
de 8 a 10 veces la CMI del antibi6tico. Los SEDDS al no presentar precipitacion del
farmaco y entregarlo en su forma solubilizada sobre la membrana apical del
enterocito aumentaran la velocidad de absorcidén del farmaco evitando asi la lenta
disolucion del cristalino estado (Mohsin, 2009), esto aunado a la cinética de
liberacién que presenta la formulacién se tendra una dosis de carga que favorecera
el efecto terapéutico del antibidtico sin embargo, dentro de las perspectivas de este
trabajo se pretende realizar estudios de absorcién para poder hacer un ajuste de
dosis y asi poder evitar toxicidades relacionadas a altas concentraciones
plasmaticas. El ajuste de dosis pretende disminuir el volumen de medicamento
administrado y por tanto el volumen del medicamento en su presentacién comercial,
lo cual podria disminuir costos de fabricacion por menor uso de principio activo,
contribuir con la disminucién de contaminantes emergentes (antibiéticos) en aguas
residuales, rios y otras corrientes superficiales y con esto aportar a la disminucién de
la resistencia microbiana a antibidticos, recordando que la enrofloxacina se
metaboliza a ciprofloxacino y su uso excesivo y descontrolado impacta directamente

en la resistencia a antibiéticos de uso humano (quinolonas).
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9. CONCLUSIONES

Se desarrollé un Sistema Autoemulsificable mediante el uso de un sistema lipidico
que incluye Transcutol, propilenglicol y Tween 80 capaz de incrementar la solubilidad
de enrofloxacina hasta 10 veces mas en comparacion con la solubilidad en agua
reportada en la literatura, la formulacion fue estable a pH 1 y 6.8 los cuales simulan
el paso a traves del TGl resultando potencialmente util para su administracion oral.

La seleccién y optimizacion de la formulacion se realizd mediante el uso de
diagramas de fase pseudoternarios evaluando sus propiedades fisicas y/o
fisicoquimicas como turbidez, tamano de particula y solubilidad de Enrofloxacina.

La formulacion seleccionada como éptima contiene 74% p/p de Mezcla (50%
Transcutol HP + 24% PG), 15% p/p de Tween 80, 10% p/p de Agua y 1% de
poloxamero 407, la cual puede solubilizar a la enrofloxacina hasta 6.77 mg/mL a
25°C y 10.2 mg/mL a 37°C. Posee color amarillo translucido, pH de 6.39, potencial Z

de -0.162 mV y un tamano de particular de 40 d.nm.

Dentro de las ventajas de la formulacién obtenida se puede destacar su posible
capacidad de entregar al farmaco disuelto en su forma neutra sobre la membrana
apical del enterocito sin presentar pérdida de su capacidad disolvente, el tamafno de
particula al ser diluido en un medio acuoso 1:10 fue de 10 d.nm lo cual podria otorgar
una mayor absorcién y por tanto mayor biodisponibilidad. El pH del SEDDS fue
comparado con una solucién oral comercial al 0.5% la cual presentd un pH de 11.57
a diferencia de nuestra formulacién que fue igual a 6.39 lo cual disminuye el dafio al
TGl incrementando su seguridad y disminuyendo la posible precipitacidn al entrar en

contacto con los jugos gastricos.
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