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Resumen

El empleo de la terapia a base de probidticos es reconocido actualmente por su
amplia variedad de beneficios en la salud, sin embargo, se ha estudiado que no
todos los productos disponibles actualmente cumplen de manera 6ptima con la
liberacion de cantidades suficientes de células probidticas viables en el sitio de
accion. Nuestro estudio, por lo tanto, tuvo como objetivo disefiar dos sistemas de

liberaciébn modificada (SLM) que contribuyan a superar estos inconvenientes.

Dos SLM se desarrollaron en este trabajo (pellets encapsulados y tabletas),
incorporando la levadura probidtica S. boulardii mediante las técnicas de
recubrimiento de pelicula en bombo convencional y liofilizacién respectivamente,
ambas formas farmacéuticas fueron protegidas con un polimero entérico (Eudragit®
S12.5) y se estudi6é de qué manera afectaba cada operacion unitaria la viabilidad de

las levaduras.

Se obtuvieron capsulas con una carga de levaduras de 7.0 Logio UFC y tabletas con
6.7 Logio UFC, las cuales se consideran cantidades adecuadas para su uso
terapéutico. Respecto a los procesos implicados para su obtencion, en los pellets
hubo una menor disminucién de la viabilidad implicando una pérdida total de 1.5
Logio UFC respecto a la pérdida en las tabletas que fue de 2.7 Logio UFC, al
respecto sefialamos que los efectos implicados en el proceso de tableteado fueron
determinantes y en mayor medida para la pérdida de la viabilidad celular. Por otra
parte, se establecié que la proteccion entérica conferida a los pellets fue eficiente
durante 60 minutos en medio acido (pH 1.2) y que la liberacion de la levadura en

medio alcalino (pH 7.5) ocurrié de manera éptima en un tiempo total de 20 minutos.

En conclusion, los pellets de liberacion modificada a base de la levadura probiética
S. boulardii son una alternativa terapéutica que contribuye en la mejora de la
preservacion de la viabilidad celular a través de los procesos necesarios para su
obtencion, asi como en la liberacién de cantidades suficientes y viables de levadura

en condiciones semejantes a las del sitio de accion (colon).
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1.0 INTRODUCCION

Los efectos de los probidticos han sido estudiados durante décadas por la
comunidad cientifica, asi como por la industria farmacéutica y de alimentos; estas
investigaciones han resultado en innumerables beneficios para la salud, tanto
profilacticos como terapéuticos, gracias a estos avances actualmente los productos

a base de probidticos constituyen un area en crecimiento (Suez et al., 2019).

Actualmente, las preparaciones a base de probio6ticos tienen diversas probleméaticas
como una amplia variacion entre el contenido de probiotico y la declaracion de
contenido en la etiqueta, se ha identificado que la causa de esto surge durante los
procesos de obtencion debido a los diferentes factores implicados (temperatura,
tiempo de proceso, humedad etc.), los cuales estan relacionados con la disminucion
de la viabilidad de las cepas probioticas; ademas se ha sefialado que en general
hasta el 60 % de los microorganismos probiéticos mueren en el entorno gastrico
antes de llegar al sitio de accién (intestino) (Sreeja et al., 2013; Govender et al.,
2014).

Tomando en cuenta que el grado de beneficios para la salud proporcionado por las
formulaciones probidticas varia segun su capacidad para liberar bacterias viables
en cantidades adecuadas, diferentes estrategias han sido desarrolladas para
mantener la viabilidad a través de los procesos de produccion, asi como para
propiciar su liberacion en el sitio de accion. Una de estas estrategias son los SLM
que se enfocan en proteger a las células del ambiente gastrico mediante el uso de
polimeros para recubrimientos gastro-resistentes (Govender et al., 2014).

Nuestro estudio esta enfocado en la levadura probiética Saccharomyces boulardii,
la cual ha sido utilizada principalmente como agente antidiarreico, en la prevencién
y el tratamiento de enteritis infecciosa y entero colopatias asociadas al patdogeno
Clostridium difficile y como agente profilactico en la sintomatologia de diversos
desordenes gastrointestinales, se ha reportado que la viabilidad de esta levadura
disminuye de manera significativa ante las condiciones del pH gastrico (Blehaut et
al., 1989; Boddy et al., 1991; Duongthingoc et al., 2013), adicionalmente la

necesidad de conferir proteccion a la levadura ante las condiciones
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gastrointestinales especialmente ante los cambios de pH ha sido establecida en
trabajos anteriores, tomando en cuenta la pérdida de viabilidad que tiene la levadura
en solucién acuosa a valores de pH 3.0 y la relacién que se ha establecido con
dafnos estructurales (Graff et al., 2008), del mismo modo en las evaluaciones
realizadas de los productos comerciales disponibles se ha demostrado que <1 %
de las células de S. boulardii sobrevivieron 120 minutos en condiciones gastricas

simuladas (Vanhee et al., 2005).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un SLM con
concentraciones de levadura adecuadas que garantice la liberacion de levaduras
viables a nivel intestinal en cantidades apropiadas para favorecer su efecto

benéfico.
2.0 MARCO TEORICO

2.1 Microbiota intestinal
Se le denomina microbiota intestinal a la comunidad de microorganismos vivos

residentes en el tracto gastro intestinal (TGI), este ecosistema microbiano incluye
especies nativas que colonizan permanentemente el TGl y una serie variable de
microorganismos que solo lo hacen de manera transitoria. Las bacterias de los filos
Bacteroidetes (=25 %) y Firmicutes (=60 %) son mayoritarios (Icaza, 2013). En el
intestino, los microorganismos deben adaptarse a las fuentes de energia
disponibles que generalmente provienen de procesos como la fermentacion de
carbohidratos y la reduccién de sulfato de la dieta del huésped (Thursby et al.,
2017).

Algunas de las funciones fisiol6gicas que ejerce son: fortalecimiento de la integridad
intestinal, proteccién contra los patdgenos y regulacién de la inmunidad del
huésped, por lo tanto, ha sido relacionada con el estado de salud y enfermedad. Su
composicién es afectada por gradientes quimicos, nutricionales e inmunolégicos a
lo largo del intestino y las alteraciones en su composicion (disbiosis) pueden
producirse en cuestion de dias, particularmente tras la ingesta de antibioticos o por

cambios a largo plazo que se relacionan fundamentalmente con la dieta (del Campo
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et al., 2018), para compensar el desequilibrio en la microbiota, se ha recurrido a

estrategias como la suplementacion con probioticos.

2.2  Probidticos

La palabra probiotico deriva de una palabra griega que significa “para la vida” y se
utiliza para definir microorganismos vivos no patdgenos relacionados con efectos
benéficos ejercidos en el huésped (Pandey et al., 2015). La definicién de bacterias
probidticas de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud establece que son
microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del huésped (FAO/WHO, 2001).

Se ha propuesto un conjunto de criterios de seleccibn para cualquier
microorganismo probidtico (figura 1). La tolerancia al pH bajo y a las sales biliares
se consideran requisitos para la supervivencia de la cepa a través del TGI, ademas
para garantizar su mantenimiento durante un periodo largo de tiempo se
recomienda que tenga la capacidad de adherirse a la superficie intestinal y asi
colonizar (Van der Aa Kuhle et al., 2005).

No patégeno

Genéticamente
estables

Tolerantes al acido
y sales biliares

Adhesion efectiva al

Propiedades .. R .
P revestimiento intestinal

antigenotoxicas

Condiciones de Tiempo de generacién
supervivencia durante corto
el proceso

Figura 1. Caracteristicas de una cepa probiotica ideal, tomado y modificado de Pandey et al., 2015.
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Algunos de los microorganismos probiéticos utilizados popularmente pertenecen a
los géneros Lactobacillus (rhamnosus, reuteri, casei, acidophilus), Bifidobacterium
(bifidum, breve,longum), ciertos enterococos y bacilos especialmente Enterococcus
faecium SF68, Bacillus coagulans y la levadura Saccharomyces boulardii (Pandey
et al., 2015). Cada cepa probidtica actia mediante diferentes mecanismos para

ejercer sus efectos benéficos:

» Producciéon de sustancias inhibidoras como H202, bacteriocinas y acidos
organicos

» Bloqueo de sitios de adhesién para bacterias patbgenas

= Competencia con las bacterias patdégenas por nutrientes

» Degradacion de toxinas, bloqueo de los receptores de toxinas

* Modulacién de la respuesta inmune

Respecto a su administracion, no existe una dosis estipulada y como
recomendacion general se ha establecido que la ingesta de probiéticos sea de al

menos 107 UFC/g (unidades formadoras de colonias /gramo) (Meng et al., 2008).

2.3 Saccharomyces boulardii

2.3.1 Caracteristicas generales y condiciones de crecimiento

Saccharomyces boulardii es una levadura que fue aislada durante el brote de célera
por el cientifico francés Henri Boulard en 1920, el observd que las personas que
masticaban y tomaban té de la piel del fruto litchi o del mangostan no desarrollaron
sintomas de colera, este descubrimiento lo condujo al aislamiento de la levadura
que actualmente es la Unica con propiedades probiéticas reconocidas. Durante la
década de 1980 se desarrollaron una serie de estudios que tuvieron como objetivo
conocer sus efectos benéficos, asi como sus mecanismos de accion. En la
actualidad, S. boulardii se utiliza como tratamiento y se comercializa en Europa,

Africa y América del sur (Tomicic et al., 2016).

Las levaduras poseen una rapida velocidad de multiplicacion y son capaces de

emplear una gran variedad de fuentes de carbono y nitrégeno (sacarosa, glucosa,
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peptona de soya, extracto de carne, extracto de levadura, suero de ternera, extracto
de malta). Especificamente, S. boulardii crece de manera éptima a temperaturas de
37 °C y a valores de pH entre 4.5 — 6.5, debido a este rango de supervivencia S.
boulardii puede tener diferentes sitios de accion en el TGl (Czerucka et al., 2007;
Rubio et al., 2008).

En la microbiota humana, las levaduras estan presentes en menos del 1 % mientras
que las bacterias predominan con un 99 %, sin embargo, estos dos tipos de células
confieren diferentes propiedades probidticas, por ejemplo, las levaduras por su
tamafo (10 um) pueden actuar como obstaculo estérico para ciertos patégenos a
diferencia del tamafio (1 um) de las bacterias, de igual manera la diferente
composicion de sus paredes celulares les confiere formas especificas de ejercer
sus efectos terapéuticos e interacciones con el TGI, ademas las diferentes
temperaturas a las cuales crecen les permite actuar en diferentes sitios del TGl,
finalmente las levaduras no presentan resistencia a los antibiéticos siendo seguras

para la combinacién con antibioterapia (Czerucka et al., 2007).

2.3.2 Efectos terapéuticos

La levadura Saccharomyces boulardii ha sido empleada mundialmente por sus
beneficios en la salud gastrointestinal; sus primeros usos fueron identificados como
remedio contra la diarrea desde el afio 1950, y actualmente los estudios clinicos
han demostrado que S. boulardii es eficaz en la prevencion y el tratamiento de
diferentes desordenes intestinales, incluidos la diarrea asociada al uso de
antibiéticos, diarrea aguda en adultos y nifios, diarrea del viajero, diarrea en
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), reduccion de
sintomas asociados a la enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome de Crohn,
gastroenteritis aguda, colitis ulcerosa y efectos troficos sobre la mucosa intestinal
(Tomicic et al., 2016).

Ademas de los efectos benéficos que han sido investigados, existen pocos reportes
de efectos adversos asociados al uso de S. boulardii, estos sefialan complicaciones
por fungemia en pacientes inmunocomprometidos y pacientes con enfermedad

intestinal severa que usaban catéter, el origen de estos casos de fungemia no esta
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claro del todo, pero es probable que esté relacionado con la colonizacion en el
catéter, por lo tanto, la administracion de S. boulardii en presencia de catéteres esta

restringida (Czerucka et al., 2007).

2.3.3 Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion mediante los cuales S. boulardii ejerce sus efectos
terapéuticos hasta ahora no reflejan el conjunto completo de interacciones de la
levadura con el huésped, por lo que no esta claro si el efecto probi6tico esta
relacionado con la colonizacién intestinal (Edwards-Ingram et al., 2007).

Una gran parte de las enfermedades gastrointestinales implican procesos
inflamatorios, en este caso ha sido demostrado que S. boulardii es capaz de inhibir
citocinas proinflamatorias y algunos reguladores de este proceso (factor nuclear kB
(NF-kB), proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAP quinasas), ERK %2y p38),
también ha sido identificada la produccion de moléculas antiinflamatorias como el
receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas (PPAR-y) (Im et al.,
2010).

Por otra parte S. boulardii ha sido asociada principalmente como terapia en los
cuadros diarreicos, la mayoria de estos son ocasionados por patdégenos
oportunistas, se ha demostrado que S. boulardii actlia en estas infecciones evitando
la adhesion a la membrana intestinal o el crecimiento excesivo de las bacterias, este
tipo de mecanismo ha sido estudiado en la infeccién causada por el patdogeno C.
difficile un anaerobio estricto que produce dos toxinas causantes de diarrea, la
colonizacion de esta bacteria ocurre después de que la resistencia a la colonizacién
ha sido comprometida por el uso de antibiéticos, cirugias o procedimientos
gastrointestinales, el mecanismo de accién que ha sido estudiado sugiere que S.
boulardii produce una serina proteasa que genera la divisién de la toxina A generada
por el patdogeno y estimula la produccion de anticuerpos contra esta toxina (Im et
al., 2010), otro caso es el de las infecciones enterohemorragicas causadas por E.
coli, que ha sido asociada con modificaciones de la permeabilidad de las uniones

estrechas intestinales y la sintesis de la citocina proinflamatoria interleucina 8, S.
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boulardii actia secretando una proteina fosfatasa que desfosforila la endotoxina de
E.coli (Khatri et al., 2017).

Ademas, en las enfermedades diarreicas que no son generadas por patégenos, la
produccion de disacaridasas como lactasa, sacarasa, maltasa y n-aminopeptidasa
en las células con borde de cepillo intestinales permiten una mayor degradaciéon y
absorcion de carbohidratos en pacientes con diarrea y ayuda a restaurar los niveles
de acidos grasos de cadena corta en el colon que son necesarios para la correcta
absorcién de agua y electrolitos (Moré et al., 2018).

Finalmente, se ha propuesto que los efectos troficos que ejerce S. boulardii sobre
la mucosa intestinal estdn mediados por la liberacion de enzimas (sacarasa,
proteina fosfatasa, leucina aminopeptidasa, proteasas etc.), sustancias
antiinflamatorias, espermidina y espermina en el compartimento endoluminal; se
cree que estas sustancias podrian ser liberadas por las células de levadura durante
su catabolismo intestinal en lugar de ser secretadas por las células vivas porque los

mayores efectos se han observado a nivel del ileon y el colon (Buts et al., 2010).

2.3.4 Perdida de viabilidad de S. boulardii durante su paso a través del TGl
Después de la ingesta, S. boulardii pasa por el estbmago antes de llegar a su sitio
de accion, durante este trayecto las levaduras se ven expuestas a la acidez del
estbmago que fluctda entre un pH 1.5 a 6.0, lo cual propicia una disminucién en la
viabilidad celular. Adicionalmente, los acidos biliares y la pancreatina secretados en
el intestino delgado representan un desafio mas, a pesar de que la resistencia a los
acidos es considerada un criterio clave en la seleccion de cepas probioticas siempre
es cuestionable el umbral de viabilidad de los probidticos ante las condiciones
fisiologicas y patoldgicas (Thursby et al., 2017).

La resistencia de S. boulardii al pH acido ha sido documentada por diversos autores,
los primeros indicios de la viabilidad de la levadura a través de su paso por el TGI
fueron relacionados con su deteccion en heces humanas; tanto Blehaut y
colaboradores en 1989, como Boddy y colaboradores en 1991 informaron que
Unicamente entre el 1 y 3 % de la levadura viva era recuperada después de la
administracion oral, por otra parte, la resistencia al acido entre la cepa S. boulardii
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y S. cervisiae también ha sido establecida. Fietto y colaboradores en 2004
estudiaron en medio gastrico simulado pH 2.0, durante 60 minutos células de S.
boulardii y S. cervisiae, los resultados mostraron que después de 15 minutos S.
boulardii fue més resistente que S. cervisiae, a pesar de esto la viabilidad de S.

boulardii disminuyé en aproximadamente el 75 %.

Duongthingoc y colaboradores en 2013 inocularon S. boulardii (log 7.5 UFC/mL) en
medio YNB con diversos valores de pH (2 a 8), después de una incubacion durante
12 horas determinaron que en un pH 2 no se favorece el crecimiento de la levadura,
mostrando un recuento celular reducido(6.5 Log UFC/mL), por el contrario entre un
pH 4 — 6 las condiciones de crecimiento fueron éptimas obteniendo un recuento
celular de Log 8.0 UFC/mL. Finalmente los estudios de resistencia al pH también
han sido realizados en diferentes formas de la levadura; Graff y colaboradores en
2008 estudiaron el efecto de valores de pH 1.1 y 6.8 en suspension acuosa Yy
liofilizado de S. boulardii, demostraron que la viabilidad disminuye desde los cinco
minutos para ambas formas de la levadura en HCI 0.1 N pH 1.2, estos resultados
se apoyan con las microscopias electronicas que mostraron deformidad

considerable en la pared celular comparadas con las muestras control.

Asimismo, se ha asumido que la difusion del oxigeno molecular desde el tejido
intestinal hacia la luz es determinante en la composicién de la microbiota, siendo
particularmente relevantes en el intestino delgado, por lo tanto estas condiciones
pueden afectar en diferente medida la viabilidad celular de los probiéticos (Friedman
et al., 2018).

Tomando en cuenta los inconvenientes en la viabilidad celular ante las barreras
naturales que supone el acido gastrico como primer obstaculo del TGl en la
administracion oral de S. boulardii se han propuesto diferentes innovaciones
tecnoldgicas para mejorar la viabilidad de los probioticos y favorecer sus efectos

terapéuticos.
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2.4  Técnicas de proteccion de cepas probidticas

La incorporacion de una barrera fisica para proteger a los probiéticos de las
condiciones ambientales adversas ha sido propuesta para mantener la viabilidad
celular durante los procesos de obtencién de formas farmacéuticas y productos
alimenticios, asi como durante su ingesta y paso a través del TGI (Vinderola et al.,
2011; Govender et al., 2014). Algunas de las estrategias utilizadas para estos fines
son: la liofilizacion, secado por aspersion, encapsulacion, microencapsulacion,
compresion, proteccion entérica, asi como la adaptacion al estrés y la incorporacién

de micronutrientes (Sarkar, 2010).

2.4.1 Liofilizacién de probidticos

La tecnologia de liofilizacion al vacio es actualmente utilizada ampliamente en la
conservacion de microorganismos debido a su utilidad al evitar la desnaturalizacién
de varios componentes y preservar la fisiologia de las células por méas tiempo. El
proceso de liofilizacion consiste esencialmente en tres pasos: congelaciéon, secado
primario o sublimacion y secado secundario o desorcion, en el paso de secado
primario el agua congelada se elimina por sublimacion al vacio, mientras que en el
paso de secado secundario el agua no congelada se elimina por desorcion, al
respecto se ha observado que la eliminacién del agua unida en las células
bacterianas durante el secado conduce al dafio de las proteinas de superficie, la
pared y la membrana celular, debido a que el agua unida es importante en la
estabilizacion de la integridad estructural y funcional de las macromoléculas
biolégicas, la consecuencia es la pérdida o deterioro de la funcion celular (van de
Gauche et al., 2002).

Esta técnica de conservacion representa una ventaja debido a que la mayoria de
los cultivos probidticos liquidos requieren de refrigeracidon para su almacenamiento
y distribucion lo que representa un gran inconveniente para su uso, ademas de
contribuir en la mejora en la estabilidad de los probidticos a largo plazo por su bajo
contenido de agua, la facilidad de manipulacion, almacenamiento, comercializaciéon

y aplicacion hace de esta practica una de las mas empleadas (Broeckx et al., 2016).
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Sin embargo, existen desventajas asociadas con esta técnica tales como una gran
inversion de tiempo y altos costos, ademas esta técnica se ha asociado con una
pérdida de viabilidad del cultivo afectando el estado fisiologico de las células debido
a que la deshidratacion implica un estrés oxidativo y una contraccion mecénica
induciendo un choque osmoético en las células bacterianas, el dafo celular ademas
puede ser atribuido principalmente al cambio en las estructuras de proteinas
sensibles o en el estado fisico de los lipidos de membrana. Por lo tanto, el uso de
proteccion para mejorar la viabilidad bacteriana durante la liofilizacion se realiza con
la adicion de crioprotectores antes del proceso, siendo los mas utilizados los
disacaridos (sacarosa, lactosa, y tetralosa). Al respecto Guowei y colaboradores en
2019 optimizaron una combinacion de crioprotectores para mejorar la viabilidad de
S. boulardii durante el proceso de liofilizacion obteniendo una tasa de supervivencia
de 64.22 + 1.35 %, con un nimero de células viables de 9.5 + 0.07x10° UFC/g.

2.5 Sistemas de liberacién modificada (SLM)

Para lograr el suministro de probio6ticos han sido desarrollados diversos sistemas
que incluyen tanto sistemas farmacéuticos convencionales como productos
comerciales no convencionales (queso, yogurt, crema, leche, etc), sin embargo sélo
pocos de estos productos tienen la capacidad de suministrar células probioticas
viables en el intestino humano, diversos estudios han sefialado que algunos
productos probioticos disponibles en el mercado tienen deficiencias en la liberaciéon
de las cepas probidticas viables en el sitio de accion (Fasoli et al., 2003; Masco et
al., 2005, Govender et al., 2014), ademas se ha estimado que hasta el 60 % de las
células mueren durante su paso gastrico antes de llegar al intestino, las desventajas
implicadas en las tecnologias de fabricacion, las condiciones de almacenamiento
asi como las caracteristicas de los materiales de embalaje que permiten la
permeabilidad del oxigeno, son otros factores asociados a la pérdida de la viabilidad
celular (Sahadeva et al., 2011).

Tomando en cuenta lo anterior es necesario buscar alternativas que ayuden en los
inconvenientes anteriormente mencionados. El disefio de sistemas de liberacion

modificada es una alternativa, estos sistemas se definen como una formulacién o
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un dispositivo que permite la introduccion de una sustancia terapéutica en el cuerpo
con la finalidad de mejorar su eficacia y seguridad al controlar factores como la
velocidad, el tiempo y el lugar de liberacion, los beneficios de estos cambios
incluyen reducir la frecuencia de dosis para mejorar el cumplimiento terapéutico,
mejorar el control de los niveles plasmaticos del activo en medicamentos con riesgo

de sobredosis y disminuir los efectos secundarios (Rathbone, 2008).

De acuerdo con las guias para la industria “Modified Release Solid Oral Dosage”
publicadas por la FDA, se consideran sistemas de liberacion modificada las formas
denominadas de liberacion retardada y liberacion prolongada. La liberacion
retardada es aquella en la que no se libera el principio activo inmediatamente
después de la administracion, mientras que la liberacion prolongada se considera la
liberacion del principio activo por un periodo largo y extendido (Wang et al., 2017).

2.5.1 Proteccion entérica como estrategia de liberacion modificada

La proteccion entérica es una estrategia para la liberacion modificada de principios
activos incorporados en formas de dosificacion administradas por via oral cuyo
objetivo es garantizar la estabilidad del activo en condiciones gastricas y garantizar
su liberacion a nivel intestinal. Las formulaciones con proteccion entérica establecen
tres principales beneficios: a) reducen la degradacién del activo en el ambiente
acido del estbmago, mejorando la biodisponibilidad, b) minimizan la irritacion de la
mucosa gastrica, que es caracteristica de ciertos activos y, c¢) garantizan la
liberacion especifica del activo, asegurando un efecto local (Li et al., 2016).

La proteccion entérica generalmente estd compuesta de polimeros sintéticos,
dentro de los cudles los mas usados son: ftalato acetato de celulosa, copolimeros
de acido metacrilico y ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, Eudragit® es la marca
comercial de una diversa gama de copolimeros basados en polimetacrilatos
derivados del acido metacrilico y ésteres metacrilicos o acrilicos, estos copolimeros
poseen diferente grado de solubilidad dependiente del pH, asi como diversas
caracteristicas anidnicas, catidnicas y neutras, su efecto entérico se atribuye a la
presencia de sus grupos carboxilicos que permanecen sin ionizar a pH bajo,

conforme aumenta el pH a lo largo del TGI los grupos funcionales acidos son
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capaces de ionizarse y el polimero se hincha o se vuelve soluble al pH intestinal.
Los tipos de Eudragit® aniénicos son los denominados L y S, los cuales son solubles
a valores de pH superiores a 6 y 7 respectivamente (Thakral et al., 2013), un punto
importante a considerar es que el aumento en peso del polimero entérico empleado
debe ser suficiente para asegurar que se logre el efecto de proteccidén entérica
deseado (Maderuelo et al., 2019).

Los recubrimientos entéricos son adicionados con excipientes que facilitan la
formacion de la capa de recubrimiento modificando la permeabilidad o las
propiedades mecéanicas del polimero debido a que estos son fragiles, la adicion de
agentes plastificantes que disminuyen la fragilidad funcionan debilitando las
atracciones intermoleculares entre las cadenas de polimero provocando un
aumento de la flexibilidad y una disminucién en las fuerzas de tensién, ejemplo de
ellos son: ésteres de ftalatos, ésteres de citrato, derivados del glicol, surfactantes,
polimeros acrilicos y celulésicos. Por otra parte, los antiadherentes son adicionados
a la formulacién de recubrimiento para prevenir la aglomeracién del sustrato durante

el proceso de recubrimiento y el almacenamiento (Garcia et al., 2001).

Diversas formas pueden ser usadas como sustrato para la técnica de recubrimiento
de pelicula, estos generalmente se clasifican en tabletas y sistemas
multiparticulados (pellets cargados de principio activo, granulos, cristales, polvos,
complejos de farmacos / resina de intercambio iénico), la tendencia en el uso de
sistemas multi particulados ofrece varias ventajas sobre su contraparte de una sola
unidad, la mayoria de ellas estd asociada con la distribucion uniforme de multi
particulas en todo el TGI, en estos sistemas multi particulados es importante cumplir
con ciertas caracteristicas para ser recubiertos exitosamente tales como la
composicién, porosidad, tamafo, forma y densidad del sustrato, ademas de los
parametros durante el proceso de recubrimiento como la cantidad y tipo de este
(Porter et al., 1990).
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2.5.2 Proceso de recubrimiento entérico

Uno de los métodos basicos para recubrir sélidos es el recubrimiento en bombo
convencional mediante evaporacion de disolvente. El sistema convencional consiste
en un bombo redondo con bafles que gira en un eje inclinado, esta rotacion provoca
que el sustrato pase multiples veces por la zona de aplicacién, su movimiento se
facilita por el uso de bafles favoreciendo una distribucion uniforme del recubrimiento;
un sistema de bombeo dirige el material polimérico hacia una pistola de aspersion
que atomiza el liquido de recubrimiento sobre los nucleos, al mismo tiempo un
sistema de secado elimina el disolvente acuoso u organico y de esta manera el
material de recubrimiento forma una capa en la parte superior de la superficie de
formulacion (Garcia et al, 2001).

En el proceso de recubrimiento, el equilibrio entre la velocidad de aplicacién debe
serigual a la tasa de evaporacion de los disolventes volatiles, este equilibrio implica
la capacidad de aire que representa la cantidad de agua o disolvente que puede ser
removida durante el proceso, esta capacidad esta determinada por la cantidad de
aire que fluye a través del lecho de tabletas, la temperatura del aire y la cantidad de
agua que el aire de entrada contiene, adicionalmente existen tres factores

principales a controlar durante el proceso para asegurar un producto de calidad:

1.- Las variables del bombo estan relacionadas con su forma, velocidad de rotacién,
namero de bafles y la carga, debido a que la forma en que se mezcla el lecho de
sustrato determina la uniformidad en la cantidad de recubrimiento para cada

sustrato.

2.- Las variables de la atomizacion a controlar son la tasa de liquido aplicado, patrén
de rociado y el grado de atomizacion, es importante destacar que todas estas

condiciones deben estar en equilibrio con la eficiencia del secado.

3.- Finalmente los parametros del aire como la temperatura, el volumen, velocidad

y calidad necesitan ser controlados para cada proceso particular (Seitz et al., 1987).
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———— Suministro de aire

~-——— Salida de aire

Lecho de comprimidos

Figura 2. Diagrama de bombo de recubrimiento convencional. Tomado y modificado de Seitz et al., 1987.

2.5.3 Evaluacion in vitro de formas de formas farmacéuticas con recubrimiento
entérico

La solubilidad o disolucién es definida como un proceso por medio del cual una
sustancia solida entra o penetra un disolvente formando una solucion, la importancia
de los estudios de disolucion tomo importancia al entender que este proceso es la
primera limitante para la absorcién del farmaco en el torrente sanguineo, por lo
tanto, una prueba de disolucion mide el grado y la velocidad de formacion de la
solucion a partir de una forma de dosificacion como una tableta (Siew, 2016).

Por lo general, la evaluacioén in vitro de las formas de dosificacion con recubrimiento
entérico implica el uso de pruebas clasicas de desintegracion establecidas en la
farmacopea, o pruebas de disoluciéon con medio de buffer fosfato pH 1.2 0 6.8, la
fase acida inicial simula la exposicién de la forma farmacéutica al jugo gastrico,
mientras que la segunda etapa debe imitar la exposicion a las condiciones del

intestino delgado (Maderuelo et al., 2019).

El andlisis de disolucion para las formas farmacéuticas solidas se ha convertido en
uno de los andlisis de mayor importancia para el desarrollo, manufactura y
evaluacion regulatoria de calidad de los productos farmacéuticos, esta prueba
proporciona informacion decisiva sobre la seleccion de la formulacion, las variables
criticas del proceso, la correlacion in vitro/in vivo y el aseguramiento de la calidad

durante la fabricacion (Yang et al., 2002).
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los probioticos son administrados oralmente la conservacion de su
integridad a través de su paso por el tracto gastrointestinal se ve comprometida por
su susceptibilidad a las condiciones de pH, dicha caracteristica es uno de los
mayores retos en la efectividad de la terapéutica probidtica y un paso limitante para

la llegada de los probioticos en cantidades adecuadas en el sitio de intereés.

En particular Saccharomyces boulardii es afectada por las condiciones del pH
gastrico, razon por la cual es de interés disefiar una forma farmacéutica capaz de
asegurar la ingesta real de la concentracion de la levadura para mantenerla viable

hasta el sitio de interés.

4.0 HIPOTESIS

La formulacién de un sistema de liberacion modificada a base de Saccharomyces
boulardii utilizando un recubierto entérico, permitira controlar su liberacion en
condiciones simuladas del intestino y mantener su viabilidad ante condiciones

gastricas simuladas.

5.0 OBJETIVOS

GENERAL

Disefiar un sistema de liberacion modificada a base de la levadura Saccharomyces

boulardii y evaluar su viabilidad en cada etapa de la formulacién.
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ESPECIFICOS

o Obtener cultivos concentrados de S.boulardii.

o Disefar un sistema de liberacion modificada a base de S. boulardii en pellets
con recubrimiento entérico y contenidos en capsulas de gelatina dura.

o Formular un sistema de liberacion modificada a base de tabletas de S.
boulardii recubiertas con un polimero entérico.

o Determinar la viabilidad de S.boulardii en cada etapa del proceso de
obtencion de los sistemas de liberacion modificada.

o Caracterizar los productos obtenidos y evaluar el desempefio del
recubrimiento entérico por medio de una prueba de disolucion.

6.0 DIAGRAMA DE TRABAJO

-
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(recubrimiento pelicular)
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Proteccion entérica
l (recubrimiento pelicular)
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Capsulas Tabletas
Determinar viabilidad de la levadura Evaluar el desempefio de la Realizar el control de calidad
en cada etapa del proceso proteccién entérica de los productos obtenidos

Created in BioRender.com bio
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo y condiciones de cultivo
S. boulardii fue cultivada en medio YDP (glucosa y peptona de carne 2 %, extracto

de levadura 1 %) y se incub6 a 37°C a 200 rpm en condiciones aerobias.

7.2 Caracterizacion microscopica de S. boulardii
Para verificar la morfologia respecto a lo ya reportado para esta levadura y descartar

posibles contaminaciones en los cultivos, una muestra de levadura fue tefida
mediante la técnica de tincion de Gram y observada en el microscopio 6ptico
(Olympus Cx23) a un aumento de 40 y 100 X.

7.3 Cinética de crecimiento
Se realizd una cinética de crecimiento tomando 1.5 mL de cultivo cada dos horas

que fue mantenido bajo las condiciones antes descritas, se determiné la densidad
optica (D.O) en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 560 nm utilizando
como blanco medio de cultivo YDP. Posteriormente se graficaron los tiempos de

muestreo contra D.O.

7.4 Obtencion de la suspension de incorporacion de S. boulardii
Una alicuota de S. boulardii almacenada a -70°C se activd mediante tres subcultivos

en 250 mL del medio liquido YDP, los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion
constante (200 rpm) durante 24 horas, posteriormente la obtencién del paquete
celular se realiz6 mediante dos ciclos de centrifugacion (8mil rpm/ 10 min y 3 mil
rom/ 15 min) el cual se resuspendié por medio de agitacion suave en 150 mL de
una mezcla de leche descremada 30 % y HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) 2 % en
solucién salina fisiologica (SSF) previamente integrados mediante agitacion
mecénica (Caframo BDC2002).

7.5 Obtencién de pellets a base de S. boulardii, protegidos entéricamente

La suspension de levaduras se incorpor6 sobre pellets de azucar entre 1.0 — 1.19
mm de diametro (M16/18 Colorcon®), mediante la técnica de recubrimiento de
pelicula en bombo convencional, las condiciones utilizadas durante el proceso
fueron: velocidad de giro del bombo 17 a 23 rpm, velocidad de dosificacién 3 - 4

rpm, temperatura 35 - 39 °C, presion de atomizacion 20 - 25 psi, finalizado el
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proceso se tomO una muestra para su analizar la viabilidad de las levaduras.
Posteriormente, los pellets con las levaduras fueron protegidos entéricamente
utilizando el polimero Eudragit® S12.5 el cual fue preparado conforme a las
especificaciones de la ficha técnica con una ganancia en peso (gp) del 5y 10 %,
calculando un excedente del 2 % para ambos casos; las condiciones del proceso
de recubrimiento de pelicula en bombo convencion al fueron: velocidad de giro del
bombo 17- 19 rpm, velocidad de dosificacion 15-17 rpm, temperatura 30 -33 °C,
presion de atomizacion 20 — 25 psi. Finalmente se tomé una muestra para analizar

la viabilidad de las levaduras.

7.5.1 Determinacion de levaduras viables
La viabilidad de las levaduras fue determinada respecto a la capacidad de

multiplicarse después de la incubacién microbiolégica, una muestra de 1 g de pellets
sin proteccidn entérica se disolvié en 50 mL de SSF, para el caso de pellets con
recubrimiento entérico la disolucién se hizo en 50 mL buffer de fosfatos pH 7.5, en
ambos casos se tomaron 100 puL de muestra y se realizaron diluciones decimales
seriadas con medio de cultivo YDP, se sembraron 100 pL de muestra en medio
sélido (YDP) mediante la técnica de extension con varilla y posteriormente las cajas
fueron incubadas durante 72 horas a 37 £ 0.5° C. Finalmente las unidades
formadoras de colonia (UFC) se enumeraron expresando los resultados como Logio
UFC.

7.5.2 Obtencion de capsulas de gelatina dura
Capsulas de gelatina rigida numero 0 fueron llenadas con los pellets obtenidos en

los procesos anteriores (incorporacion y proteccién entérica), utilizando una

encapsuladora manual Pro filler 1100.

La determinacion de la dosis por capsula se realizd estableciendo la cantidad de
levaduras viables en 1 g de pellets respecto al peso de los pellets contenidos en

una capsula llena.
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7.5.3 Control de calidad de cpsulas
- Uniformidad de peso

Se determind el peso de diez capsulas (con pellets sin proteccion entérica, y pellets
recubiertos con el 5y 10 % gp de polimero entérico) de manera independiente, los
resultados de la variacion de peso se muestran con el promedio y el coeficiente de

variacion y la desviacion estandar.
- Desintegracion

La desintegracion se determiné de acuerdo con el MGA (método general de andlisis)
0261 FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos) Xl edicién, 2014
conforme al apartado de capsulas de gelatina dura o blanda utilizando un
desintegrador (Mayasa, 2513), el resultado se expresa como el tiempo en el que la

totalidad de las capsulas desintegraron completamente.

7.5.4 Perfil de disolucién de capsulas
Para evaluar la liberacion de la levadura a partir de la capsula en condiciones &cidas

y alcalinas, se siguio la metodologia establecida en la FEUM XI edicion 2014, MGA
0521 para sistemas orales de liberacion retardada en general método B, utilizando
el aparato de disolucion I, que consiste en someter a las capsulas en fase acida pH
1.2 con 500 mL de HCI 0.1 N a 37£0.5° C durante 60 min, utilizando una agitacién
de 100 rpm, se tomaron alicuotas de 4 mL a los tiempos 0, 30 y 60 min,
posteriormente se decanté el medio y fue remplazado por buffer de fosfatos pH 7.5,
el aparato se operé durante 20 minutos correspondientes a la disolucion total de los
pellets, tomando alicuotas de 4 mL a los tiempos 0,10 y 20 minutos.

Para la determinacion de la viabilidad de las muestras obtenidas en medio acido, se
realizé un proceso de neutralizacion realizando diluciones con SSF y medio de
cultivo YDP, esto con la finalidad de contrarrestar los efectos del pH durante la
incubacion microbiolégica. De cada muestra se realizé el estudio de viabilidad
conforme a lo descrito anteriormente. Los resultados se muestran graficando el

tiempo de muestreo contra el Logio de las UFC.
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7.6 Obtencidn de tabletas a base de S. boulardii liofilizada protegidas
entéricamente

7.6.1 Suspension de liofilizacion
A partir de 500 mL de cultivo de S. boulardii incubado bajo las condiciones

anteriormente descritas se obtuvo el paquete celular para posteriormente
incorporarlo mediante agitacion mecanica en 50 mL de suspension al 30 % de leche

descremada.

7.6.2 Proceso de liofilizacion
La suspension para liofilizacion fue congelada durante 12 horas a —70°C, para

posteriormente someterla al proceso de liofilizacion durante 24 horas (Labconco),
posteriormente el polvo obtenido fue pesado y tamizado. Finalmente se tomo una

muestra para realizar el analisis de viabilidad.

7.6.3 Proceso de compresion del liofilizado de S. boulardii
La formulacién establecida para las tabletas a base de S. boulardii se presenta en
la tabla 1. La mezcla de los componentes se realiz6 en un mezclador tipo pantalén

a 10 rpm durante 10 minutos.

Tabla 1. Formulacion de tabletas a base de liofilizado de S. boulardii

Ingredientes % mg
Liofilizado 33.3 100
Estearato de Mg 0.5 15
Almidon 10 30

Avicel® 102 56.2 168.5
100 300

Posterior al mezclado, las tabletas fueron obtenidas por compresion directa en una
prensa hidraulica (Carver), utilizando punzones concavos de 10 mm y una fuerza
de compresion de 0.5 Tn. Se tomo una muestra para realizar el analisis de viabilidad

de las levaduras.
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7.6.4 Proteccion entérica de tabletas mediante el proceso de recubrimiento
de pelicula en bombo convencional
Las tabletas obtenidas fueron sometidas a un proceso de recubrimiento de pelicula

en bombo convencional utilizando el polimero entérico Eudragit® S12.5 el cual fue
preparado conforme a las especificaciones de la ficha técnica, con una gp del 5y
10 %, calculando un excedente del 2 % para ambos casos; las condiciones
establecidas durante el proceso de recubrimiento fueron: velocidad de giro del
bombo 17-19 rpm, velocidad de dosificacion 15-17 rpm, temperatura 30-33 °C,
presion de aire 25 psi, con un tiempo de proceso promedio de 40 min. Finalmente

se tomd6 una muestra para realizar el andlisis de viabilidad de las levaduras.

7.6.5 Control de calidad de las tabletas

- Uniformidad de peso

Se determiné el peso de diez tabletas sin proteccion entérica y diez tabletas con
proteccion de manera individual. Los resultados se presentan respecto al calculo

del promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de los datos.
- Didmetro y espesor

Con un vernier se determinoé el valor de estos parametros a diez tabletas de manera
individual; para establecer el didmetro se orientaron las tabletas de manera
horizontal y de manera vertical para determinar el espesor. Los resultados se

expresan en términos del promedio y el coeficiente de variacion de los datos.
- Resistencia alaruptura

La resistencia a la ruptura se entiende como la integridad mecanica de las tabletas
al aplicar una fuerza de forma diametral hasta fracturar el comprimido. La prueba se
realizd de acuerdo con el MGA 1051 (FEUM XI edicion, 2014) con un medidor de
dureza (Pharma Alliance); diez comprimidos sin recubrimiento fueron colocados
entre las platinas aumentando la presion de forma continua hasta fracturar el
comprimido registrando la fuerza aplicada. Los resultados se muestran en términos

del valor menor y mayor, promedio y coeficiente de variacion.
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- Friabilidad

De acuerdo con el MGA 1041 (FEUM Xl edicién, 2014) se define como la capacidad
de resistir la abrasion o el desgaste por friccion durante la manipulacién, el
envasado y el transporte. En un friabilizador (Temsa), se colocaron 21 tabletas sin
recubrimiento que correspondieron a un peso final de 6.5 g, el tambor giré durante
cuatro minutos a 25 rpm. Los resultados se muestran respecto al porcentaje de peso
perdido.

- Desintegracion

La desintegracién se determin6 de acuerdo con el MGA 0261 FEUM XI edicion,
2014 conforme al apartado de tabletas o tabletas con capa acido resistente segun
corresponda, se utilizé un desintegrador (Mayasa, 2513), el resultado se expresa

como el tiempo en el que la totalidad de las tabletas desintegraron completamente.

7.6.6 Determinacion de levaduras viables
La viabilidad de las levaduras fue determinada conforme a su capacidad de

multiplicarse después de la incubacion microbiologica. Una tableta sin proteccion
entérica se disolvié en 50 mL de SSF, para las tabletas con recubrimiento entérico
la disolucion se realizé en 50 mL buffer de fosfatos pH 7.5, en ambos casos se
tomaron 100 pL de muestra y se realizaron las diluciones decimales seriadas
necesarias con medio de cultivo YDP, posteriormente se sembraron 100 uL de
muestra en medio sélido (YDP) mediante la técnica de extension con varilla, en
seguida las cajas fueron incubadas durante 72 horas a 37 £ 0.5° C. Finalmente las

UFC se enumeraron expresando los resultados como Logio UFC.

7.6.7 Analisis estadistico
Los datos se presentan como la media tdesviacion estdndar de tres repeticiones

por cada experimento. Se realiz6 un analisis de tipo ANOVA de una via para
determinar las diferencias significativas entre las condiciones estudiadas, excepto
para el analisis de los efectos del proceso de liofilizacion sobre la viabilidad celular,

en donde utilizamos un analisis tipo t de student.
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Cinética de crecimiento de Saccharomyces boulardii
Se realiz6 una cinética de crecimiento de la levadura en la que se midieron los

cambios en la biomasa de manera directa mediante la determinacion de la densidad
Optica del cultivo a través del tiempo (figura 3). La cepa mostr6 un aumento
constante en su crecimiento durante las primeras 12 horas de incubacion que
corresponden a la fase de crecimiento exponencial, en las 12 horas subsecuentes

se distingue una fase estacionaria en el crecimiento.

Crecimiento celular D.O 560nm

tiempo (h)

Figura 3. Cinética de crecimiento S. boulardii Condiciones de cultivo 37°C, agitacion a 200 rpm en medio
liguido YDP. Cada punto representa el promedio de tres experimentos independientes.

A partir de los resultados obtenidos se determind que el tiempo o6ptimo de
crecimiento para obtener un cultivo concentrado en la fase estacionaria temprana
es de 12 horas de incubacion. El crecimiento celular implica un aumento en la masa
y tamafio fisico de las células que esta controlado por ambientes fisicos, bioldgicos
y quimicos, de manera general durante la cinética de crecimiento la generacion de
biomasa se acompafa de procesos anabolicos y catabdlicos (Du et al., 2012;
Feldman et al., 2012).

En particular durante la fase estacionaria comienza el agotamiento de los nutrientes
y por lo tanto comienza una fase de desaceleracion en el crecimiento, las células

pueden sobrevivir en la fase estacionaria durante largos periodos de tiempo debido
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a los cambios moleculares que se producen como la ralentizacién de procesos
celulares basicos, sin embargo un retorno de una fuente de carbono abundante
puede hacer que las células vuelvan a entrar en el ciclo celular y comiencen a
dividirse (Gray et al., 2004); la utilidad de tomar las células probioticas en este fase
de crecimiento ademas de su capacidad de supervivencia, también se apoya en los
hallazgos que sefialan que durante las condiciones de crecimiento desfavorables
ocurre una reprogramacion de los procesos celulares en general para mantener la
viabilidad como un proceso natural de adaptacion, en el que las células sobreviven
a condiciones de estrés o inanicion, por ejemplo, se ha determinado que las
levaduras se vuelven resistentes a la temperatura, altas concentraciones de H202'y
altos niveles de osmolaridad del medio, ademas durante esta fase se expresan los
genes esenciales para la supervivencia, los cuales estan directamente relacionados
con muchos eventos clave incluida la reparacion del ADN y la produccion de
glucogeno; por todo lo anterior, se ha establecido que las caracteristicas celulares
durante la fase estacionaria del crecimiento pueden ser retomadas en aplicaciones
tecnologicas (Wackett et al., 2010; Jaishankar et al., 2017).

8.2 Caracterizacion microscoépica de S. boulardii
Para conocer las caracteristicas morfologicas de la levadura y verificar la ausencia

de contaminaciones a lo largo de los procesos de obtencion de las formas
farmacéuticas se observaron en el microscopio muestras de cultivo liquido y

colonias en medio de cultivo sélido (figura 4).

En las imagenes del panel A (figura 4) se observa la forma ovalada caracteristica
de las levaduras distinguiéndose algunas en estado de gemacion, posteriormente
en la incubacién en medio sélido (figura 4, panel B) las colonias presentan formas
esféricas con bordes definidos de color blanco aperlado y relieve concavo. Estos
resultados coinciden con lo observado en la investigacion sobre las caracteristicas
y condiciones de cultivo de S. boulardii realizado por Du y colaboradores en el 2012,
en donde describen a las células en medio de cultivo liquido con superficies lisas y

formas elipsoidales u ovaladas, ocasionalmente esféricas.
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Figura 4. Caracterizacion microscopica de S. boulardii. A) Tincién de Garm de cultivo liquido, observado
con microscopio 6éptico (Olympus Cx23) 100 x, y acercamiento fotografico. B) Crecimiento de S. boulardii en
medio so6lido y acercamiento de colonias de la levadura observado con microscopio digital (DinoCapture 2.0) a
un aumento de 40x.

8.3 Disefo y evaluacion de un sistema de liberaciéon modificada a base de S.
boulardii en pellets con recubrimiento entérico encapsulados en capsulas de

gelatina dura

8.3.1 Obtencién de pellets incorporados con S. boulardii, protegidos
entéricamente
La obtencion de los pellets a base de S. boulardii protegidos con un polimero

entérico se realizd en tres procesos de recubrimiento de pelicula en bombo
convencional. En el primer proceso se realizo la incorporacion de la suspensiéon de
levaduras sobre los pellets de azlcar, seguido de un primer proceso de proteccién
entérica realizando un recubrimiento con Eudragit® S12.5 a un aumento en peso del
5 % y finalmente se realizd6 un proceso adicional con el 5 % extra de ganancia en
peso de polimero para obtener una proteccion entérica total del 10 %, en la tabla 2

se resumen los resultados de dichos procesos.
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Tabla 2. Resultados de los diferentes procesos de recubrimiento de pelicula en bombo convencional
para la obtencion de pellets a base de S. boulardii protegidos entéricamente. Cada resultado representa

el promedio de los valores obtenidos en los tres lotes realizados.

Proceso Rendimiento Tiempo de | Polimero aplicado
(%) proceso (%)
(min)
Incorporacién de 87.738 80 _

S. boulardii en pellets

Proteccion entérica 5 % 92.636 54 5.094

gp de polimero
Proteccioén entérica 5% gp 88.773 55 4.961
adicional de polimero

gp= ganancia en peso

Los tres procesos realizados tuvieron rendimientos mayores al 85 %, el tiempo de
proceso de la incorporacion duré 25 minutos mas que los procesos de proteccion
entérica, lo que puede estar relacionado con la fase acuosa de la suspension de
incorporacion de la levadura, ya que requiri6 un mayor tiempo de secado en
comparacion con los tiempos necesarios para la fase organica (isopropanol)
utilizada en la proteccion entérica; por otra parte los porcentajes de ganancia en

peso de polimero entérico planteados fueron alcanzados en ambos procesos.

8.3.2 Encapsulacion de pellets

Los pellets obtenidos en los diferentes procesos fueron encapsulados, la figura 5
muestra el contenido de S. boulardii por capsula, de acuerdo con el analisis
estadistico realizado no hubo diferencia significativa entre las dosis obtenidas

(7.0Log10 UFC) para los tres tipos de capsulas.
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Figura 5. Contenido de S. boulardii por cdpsula en los diferentes procesos de obtenciéon. Cada barra
representa el promedio de tres lotes obtenidos de manera independiente. El andlisis estadistico fue realizado
con ANOVA de una via, gp= ganancia en peso.

Se ha sefialado como dosis de ingesta diaria de probidticos una concentracion de
al menos 1x 107 UFC/g (Meng et al., 2008), en la mayoria de los estudios clinicos
se utiliza el rango de dosis diarias entre 1x 10 ¢y 1x 10 ° UFC/g (Sreeja et al., 2013),
por lo tanto, nuestros resultados cumplen con los rangos de dosis necesaria
recomendada. Por otra parte, de acuerdo a la busqueda bibliogréfica que se realizé
existen 14 productos comerciales a base de S. boulardii en su totalidad capsulas de
gelatina rigida de 250 mg de liberacion inmediata, de acuerdo a la informacién
disponible reportan en su mayoria 1x10° UFC/ g sin especificar si estas
concentraciones son posteriores a los procesos de obtencion del producto o a la
concentracion inicial del cultivo, ninguno de ellos hace referencia a algun tipo de
tecnologia que ayude en la liberacion dirigida de la levadura y la totalidad de estos

productos son registrados como suplementos alimenticios.
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8.3.3 Caracterizacion fisica de las capsulas obtenidas
La determinacion de la uniformidad de peso y tiempo de desintegracion de las

capsulas obtenidas se realiz6 como parte del control de calidad del producto
terminado. Los resultados de la tabla 3 demuestran que las capsulas cumplen las

especificaciones de las pruebas realizadas.

Tabla 3. Control de calidad de capsulas

Prueba Céapsulas 5%  Capsulas 10 % Especificaciones FEUM
gp gp (2014)
Variaciéon de peso a.053g+ a.055g+ NA
0.032 0.029
b.6.10 % b.5.35 %
Desintegracion 18 minutos 18 minutos Limite de tiempo 30 min

Farmacopea Europea

a. Valor promedio, b. coeficiente de variacion, NA. No aplica. Los resultados se muestran como el valor
promedio + la desviacion estdndar.gp= ganancia en peso

8.3.4 Efecto de los diferentes procesos en la obtencién de pellets
incorporados y protegidos entéricamente sobre la viabilidad de S. boulardii
Debido a la importancia que tiene el consumo de productos que proporcionen una

cantidad adecuada de probidticos vivos, estudiamos la viabilidad de la levadura a
través de las diferentes etapas de obtencién de las capsulas de liberacion
modificada (figura 6). Los resultados muestran que el proceso determinante en la
perdida de la viabilidad fue la incorporacion de la levadura (10.18 Logio UFC) sobre
los pellets con una disminucion significativa (p<0.0001) de 1.5 Logio UFC respecto
a la cantidad de levaduras en el cultivo inicial (11.698 Log1o), por el contrario, en los
subsecuentes procesos de proteccion entérica (5 y 10 % gp) la viabilidad se
mantiene en el mismo orden de magnitud (10.341 y 10.029 Logio). De acuerdo con
nuestros resultados podemos sugerir que la técnica de atomizacion sobre un nucleo
es optima al mantener la viabilidad celular después de exponer a las células a
factores estresantes de temperatura y presion del aire de secado en los

subsecuentes procesos (proteccion entérica), las capas generadas en la superficie
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de los pellets en conjunto con los ingredientes de la mezcla de incorporacién

favorecen la viabilidad de la levadura.

11+ * %k

Log ;5 UFC
©

5 T T T

Cultivo Incorporacion Proteccion Proteccion
entérica entérica
5% gp 10% gp

Figura 6. Efecto de los diferentes procesos en la obtencidon de pellets incorporados y protegidos
entéricamente sobre la viabilidad de S. boulardii. Cada barra representa el promedio de tres lotes obtenidos
de manera independiente. El andlisis estadistico fue realizado con ANOVA de una via ***p<0.0001.
gp= ganancia en peso.

Al igual que en el desarrollo de esta forma farmacéutica existen otros procesos en
los que las levaduras son sometidas a procesos biotecnolégicos, un ejemplo de ello
es su aplicacion en la elaboracién de cerveza, fermentaciones de destileria y
elaboracién de vino, estos procesos implican una exposicion a numerosas tensiones
ambientales; al respecto se ha estudiado un conjunto complejo de respuestas al
estrés por parte de las levaduras durante estos procesos, que ocurren cuando se
encuentran en condiciones por debajo de las fisiolégicamente ideales, en general
estas repuestas implican control genético, fisiolégico y metabdlico; en este sentido
durante los procesos de recubrimiento de pelicula, factores como las variaciones de
temperatura y friccibn mecénica contribuyen en la disminuciéon de la viabilidad,
especificamente se ha determinado que las variaciones de la temperatura optima
de crecimiento (37 °C) pueden conducir a dafios en la membrana, pérdida de solutos

internos, desequilibrio ionico, acidificacion interna, generacion de radicales libres,
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perdida de la funcién mitocondrial, dafio a las proteinas y actividades enzimaticas,
(Attfield et al., 1997).

8.3.5 Perfil de disolucién de pellets contenidos en capsulas de gelatina rigida
La proteccién entérica de los pellets incorporados con S. boulardii fue evaluada
mediante una prueba de disolucion, los resultados muestran de acuerdo al analisis
estadistico realizado que el aumento de polimero entérico no modifica de manera
significativa la supervivencia celular en el medio acido, puesto que para los dos
aumentos en peso de polimero entérico estudiados (5 y 10 %) no hay evidencia de
liberacion en medio acido durante los 60 minutos de evaluacion, por el contrario en
el medio con pH alcalino el tiempo total de disolucion fue de 20 minutos (figura 7),
la apariencia fisica de los pellets durante la disolucion en medio acido y alcalino se

muestra en la figura 8.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
401 401 45
4 : - ag] %; 4.0
Egg alcalino E gg E 3.5{ + Céapsula’5 %gp
Sy 0 30
525 L 25 L 25! + Capsula 10%gp
520 520 520
5 i
U1 z _ V] - 10
~ 05 acido 05] 05
0.0 ‘ ‘ ‘ : ‘ 00 ———— 0.0°s ‘ ‘ : ‘
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
tiempo (min) tiempo (min) tiempo (min)

Figura 7. Perfil de disolucion cépsulas al 5y 10 % ganancia en peso (gp) de polimero entérico. Cada
punto representa el promedio de tres ensayos independientes. El andlisis estadistico fue realizado con ANOVA
de una via.
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Figura 8. Apariencia fisica de los pellets durante la disoluciéon en medio &acido y alcalino.

Las condiciones acidas y alcalinas son importantes en las funciones metabdlicas de
los microorganismos; los cambios en el pH extracelular tienen un efecto negativo en
el ciclo celular de la levadura, en el mantenimiento y homeostasis del pH intracelular
gue es importante en la viabilidad, sin embargo ante las condiciones cambiantes de
pH, las levaduras pueden mantener un pH interno adecuado utilizando sistemas
buffer celulares y consumo de H* a través de rutas metabdlicas incrementando el
eflujo de protones a través de la membrana plasmatica por la bomba H*-ATPasa,

transportando acido entre el citosol y los organulos (Brandéo et al., 2014).

Vanhee y colaboradores en el 2010, estudiaron la viabilidad de productos
comerciales a base de S. boulardii, los cuales fueron probados en condiciones
gastricas simuladas, la prueba de disolucién se realiz6 durante 2 horas en HCI 0.1
N utilizando el método de aparato tres (cilindro oscilante) después de 15 minutos de
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exposicion en medio acido hubo diferencia significativa respecto al numero inicial
de levaduras, finalmente la reduccion logaritmica promedio en el numero de células
de S. boulardii fue de 3.91, correspondiente a una supervivencia < al 1 % de células.
Tomando en cuenta este tipo de evaluaciones en formas farmacéuticas a base de
la levadura y debido a que la propuesta de este trabajo es favorecer la viabilidad de
la levadura en su paso por el TGI consideramos que de acuerdo con nuestros

resultados la proteccion entérica es efectiva.

8.4 Disefio de un sistema de liberacién modificada en tabletas protegidas

entéricamente a base de liofilizado de S. boulardii

8.4.1 Proceso de liofilizacion

El liofilizado tuvo un peso final de 37.69 g con un rendimiento de proceso del 75.38
%, el impacto del proceso de liofilizacidén sobre la viabilidad celular se muestra en la
figura 9, bajo las condiciones empleadas y usando como crioprotector leche
descremada; la levadura disminuye de manera significativa (p<0.0001) en 1.0 Logzo

UFC su viabilidad respecto al cultivo inicial.

*k*k

Cultivo Liofilizacion

Figura 9. Efecto del proceso de liofilizacién sobre la viabilidad de S. boulardii. El andlisis estadistico fue

realizado con t de student. *** p<0.0001.
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La deshidratacion durante el proceso de liofilizacion implica estrés oxidativo y una
contraccion mecanica, esto induce un choque osmatico en las células que genera
dafio celular el cual es atribuido principalmente al cambio en la estructura de las
proteinas sensibles o en el estado fisico de los lipidos de membrana, con la finalidad
de disminuir estos efectos en las células durante el proceso de liofilizacion se usan
agentes protectores que ademas de proteger de las condiciones durante el proceso,
actuan aportando una estructura para la materia seca en el proceso de rehidratacion
(Broeckx et al., 2016). Chen y colaboradores en 2016, reportaron que en la ausencia
de crioprotector durante el proceso de liofilizacion la tasa de supervivencia de S.
boulardii calculada respecto a la viabilidad inicial fue del 3.99 % y el nimero de
células viables fue 0.36 x 10° UFC/ g, por el contrario, al incorporar diferentes
carbohidratos empleados como crioprotectores tuvieron diversas influencias

favorables en la tasa de supervivencia de las células liofilizadas.

8.4.2 Proceso de compresion del liofilizado de S. boulardii y proteccién
entérica de las tabletas obtenidas

Con los datos de viabilidad obtenidos en el liofilizado, se determindé la dosis de cada
comprimido con el objetivo de obtener cantidades de levadura viable semejantes a
las estudiadas en las capsulas obtenidas anteriormente. El resultado muestra que
1 g de liofilizado contiene 4.00 x 10° UFC. En la formulacién de las tabletas (tabla 1)
se incorporaron 100 mg de liofilizado correspondientes a 4.00 x 10® UFC de
levaduras viables; en el proceso de compresién se obtuvieron 197 tabletas que
fueron protegidas entéricamente, inicialmente se incorporé un aumento en peso del
5 %, seguido de otro proceso con un aumento adicional del 5 % de gp de polimero
entérico con la finalidad de obtener un aumento total del 10 %. En la tabla 4 se

resumen los resultados de dichos procesos.
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Tabla 4. Resultados de los diferentes procesos de recubrimiento de pelicula en bombo convencional
parala proteccion entérica de tabletas a base de S. boulardii. Cada resultado representa el promedio de los

valores obtenidos en los tres lotes realizados.

Proceso Rendimiento  Dosificacion = Tiempo Polimero
(%) (g/min) de aplicado
proceso (%)
(min)
Proteccion entérica 5 % gp
) 94.605 6.2 45 5.203
de polimero
Proteccion entérica 5 % gp
94.929 6.2 40 5.221

adicional de polimero

gp= ganancia en peso

8.4.3 Control de calidad de las tabletas
Los resultados de las pruebas de control de calidad se muestran en la tabla 5. La

variacion de peso y el espesor evidencian el incremento en las tabletas con el 10 %
de ganancia en peso debido a la capa de polimero entérico. Respecto a la prueba
de friabilidad sélo se determiné en tabletas sin proteccion entérica con la finalidad
de evaluar si eran aptas para el proceso de recubrimiento de pelicula en donde el

0% de pérdida de peso indic6 que las tabletas podian mantenerse integras.
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Tabla 5. Control de calidad de tabletas

Prueba Tabletas sin  Tabletas 5% gp  Tabletas 10 Especificaciones
proteccion % gp
entérica
Variacion a. 0.298 g a. 0.298 g £0.001 a. 0.304 g Desviacion
de peso +0.002 b. 0.61 % +0.001 méxima 10 %
b. 0.67 % b. 0.50 % (Farmacopea
Europea)
Diametro a. 10.08 mm  a.10.07mmz=0.005 a. 10.09mm NA
+0.010 b. 0.06 % +0.013
b.0.11 % b.0.14 %
Espesor a.3.751 mm  a.3.756mmz=0.080 a.3.790 mm NA
+0.049 b.2.14 % +0.077
b.1.31% b.2.04 %
Resistencia a. 14.19 kg NA NA NA
a la ruptura +1.732
b.12.21 %
valor max
17.62
valor min
11.83
Friabilidad 0% NA NA <1%

(FEUM, 2014)

a. Valor promedio, b. coeficiente de variacion, NA. No aplica. Los resultados se muestran como el valor
promedio + la desviacion estandar.

8.4.4 Efecto de los diferentes procesos para la obtencion de tabletas sobre la
viabilidad de S. boulardii

Se determiné la viabilidad de la levadura en cada etapa del proceso de obtencion
de las tabletas con la finalidad de evaluar su impacto sobre los valores iniciales de
viabilidad (figura 10), de acuerdo con el analisis estadistico realizado existe una
disminucion significativa p<0.05 (1.0 Logio UFC) en la viabilidad de la levadura
liofilizada respecto al cultivo inicial, posterior a este proceso durante la compresién
la viabilidad disminuyé significativamente p<0.05 (1.604 Logio UFC) respecto al
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liofilizado, por el contrario durante los procesos de proteccién entérica la viabilidad

no disminuyo.

*
7 —t—

Log ;o UFC
¢

0 T T T

Cultivo  Liofilizado ~ Compresion Proteccion Proteccion
entérica entérica
5% gp 10% gp

FiguralO. Efecto de los diferentes procesos en la obtencidon de tabletas sobre la viabilidad de S.
boulardii. El analisis estadistico fue realizado con ANOVA de una via *p<0.05. gp= ganancia en peso.

De acuerdo con los resultados, el proceso de compresion es el que afecta en mayor
medida la disminucion de la viabilidad. Diversos autores han estudiado los factores
gue contribuyen en la pérdida de viabilidad de diferentes cepas probiéticas durante
estos procesos; Govender y colaboradores en el 2014 sugirieron que la produccién
de calor que ocurre durante la compresion alcanza hasta 60°C lo cual puede
perjudicar a bacterias que son viables a temperaturas menores. Se ha establecido
gue en los procesos de compresion los microorganismos mueren a causa también
del corte ocurrido durante la misma y que de acuerdo con el tamafio de los
microorganismos los mas grandes mueren por cizallamiento en lugar de hacerlo por
el aumento de la temperatura (Tanangteerapong et al., 2014), de igual manera se
ha atribuido la mortalidad inicial de las células a las fuerzas de corte causadas por
el movimiento interparticulado y la reduccion del tamafio de poro en la mezcla de
polvos durante el reordenamiento de las particulas durante la compresion (Plumpton
et al., 1986).

44



Por todo lo anterior se ha establecido que el estrés mecanico generado durante el
proceso de compresion puede causar modificaciones morfolégicas que
desencadenan anomalias a nivel bioquimico y genético lo que puede provocar

dafios letales y subletales, asi como una pérdida de viabilidad de la cepa probidtica.

8.5 Comparacion de la viabilidad de S. boulardii durante los procesos de
obtencion de pellets y tabletas

La figura 11 muestra la comparacion del efecto sobre la viabilidad que tienen los
diferentes procesos para la obtencion de los dos SLM propuestos (pellets y
tabletas), en general la obtencion de pellets tuvo una disminucién de 1.5 Logio UFC
en la viabilidad de la levadura, mientras que para las tabletas la disminucion fue de
2.7 Logio UFC.
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Figura 11. Comparacion del efecto sobre la viabilidad de S. boulardii durante la obtencién de dos
sistemas de liberacién modificada (pellets contenidos en capsulas y tabletas)

Se puede establecer que, de acuerdo con los resultados para la obtenciéon de
tabletas el tipo de operaciones unitarias empleadas contribuye en mayor medida
respecto a la obtencion de pellets en la disminucion de la viabilidad de la levadura,
de igual manera considerando nuestros resultados encontramos que el proceso de
compresion es el mas perjudicial para la viabilidad de S. boulardii y debido a que
uno de los objetivos de nuestro estudio fue comparar la obtencion de dos SLM de
administracion oral concluimos que los procesos implicados en la obtencion de

pellets favorecen en mayor medida la viabilidad de la levadura.
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9.0 CONCLUSIONES

El disefio de un sistema de liberacion modificada a base de la levadura probidtica
S. boulardii tuvo como objetivo preservar la viabilidad de la levadura a través de los
procesos necesarios para su obtencion; de acuerdo a los resultados, el proceso de
incorporacion de la levadura sobre un nucleo mediante recubrimiento resultd
efectivo en la preservacion de la viabilidad de S. boulardii y durante los procesos de
proteccion entérica. Otra punto importante a considerar es la conservacion de la
viabilidad de la levadura a través de su paso por el tracto gastro intestinal, al
respecto los resultados muestran que en la proteccion entérica conferida en un
sistema multi particulado (pellets) el aumento en peso de polimero entérico (5y 10
%) permiti6 de manera significativa la proteccion entérica y que el sistema de
liberacibn modificada de pellets encapsulados en capsulas de gelatina rigida fue
efectivo en la proteccion de la levadura durante 1 hora en medio &cido pH 1.2. Por
otra parte, respecto al sistema de liberacion modificada a base de tabletas, se
encontrd que la operacion unitaria de compresion perjudicé en mayor medida y de

manera significativa la viabilidad inicial del cultivo.

Finalmente, tomando en cuenta el impacto de los procesos para la obtenciéon de dos
sistemas de liberacién modificada a base de S. boulardii, los pellets implicaron en
general una pérdida menor en la viabilidad de la levadura.

10.0 PERSPECTIVAS

A partir de los resultados presentados en este trabajo, se considera necesario
realizar experimentos enfocados a establecer la comparacion entre los dos SLM
obtenidos, respecto a su liberacion en pH acido y alcalino, complementando el perfil
de disolucion de tabletas. Por otro lado, con la finalidad de caracterizar la morfologia
de la levadura incluida en ambos SLM seria pertinente realizar estudios de
Microscopia Electronica de Barrido tanto al cultivo de S. boulardii como a los pellets
y tabletas. Finalmente resultaria de interés evaluar la estabilidad de los SLM en
condiciones de anaquel mediante un estudio de viabilidad durante periodos de tres
y hasta doce meses después de haber obtenido los productos.
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