AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Xochimilco

Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud
Maestria en Ciencias Farmacéuticas
Linea de investigacion:

Disefio y evaluacion de formas
farmacéuticas

“Disefio y evaluacion in vitro de Implantes de liberacion sostenida a
base de PLGA de formacién in situ”

Idénea comunicacion de resultados para obtener el grado de maestro en ciencias
farmacéuticas

Presenta:
Q.F.B. Nayelli Campos Morales
Matricula: 2202802857

Comité tutorial
Tutor:
Dr. Jorge Esteban Miranda Calderon

Asesoras:

Dra. Viridiana G. Llera Rojas
Dra. Ma. Josefa Bernad Bernad



RESUMEN

Los implantes parenterales de liberacion sostenida pueden mantener las
concentraciones del farmaco dentro de la ventana terapéutica, incluso por meses,
y minimizar asi las fluctuaciones indeseables en los niveles sistémicos del farmaco
(Suh et al. 2021), contribuyendo al cumplimiento del tratamiento por parte del
paciente. En el presente trabajo se formulé doxiciclina (DOX) en implantes de
formacién in situ (IFIS). La DOX es una tetraciclina sintética, posee propiedades
antibacterianas de amplio espectro, ademas se ha demostrado que cuenta con
propiedades antiinflamatorias que la convierten en una buena opcién terapéutica
en multiples enfermedades (Navarro-Trevifio et al. 2020). Para la formacion de los
IFIS se utilizé el acido poli (lactico-co-glicolico) PLGA por sus siglas en inglés, un
polimero biodegradable y biocompatible. Para la formacién de los IFIS se
evaluaron diferentes relaciones molares de lactico:glicolico; 50:50, 75:25 y 85:15.
El 4cido esteérico se incluyo en las formulaciones ya que mejoro la estructura del
implante. Los estudios de formulacion incluyeron: el analisis de las condiciones de
formacion, porcentaje de PLGA en la formula, relacion farmaco-polimero y
diferentes proporciones de aditivo del 2 al 5%. Una vez definidas las variables, se
analizaron estadisticamente con un disefio de experimentos. El modelo estadistico
utilizado fue un disefio factorial completo 22 con 3 puntos centrales, teniendo como
variable de respuesta la concentracion de la liberacién del farmaco en el tiempo
cero (efecto burst), 48 h (tiempo 2) y 144 horas de formacion (tiempo 6); una vez
concluidos los experimentos, se procedio a evaluar los resultados con el software
STATGRAPHICS Centurion XVIII. Los resultados demostraron que la formulacion
4c cumplié las especificaciones establecidas, por lo que se caracterizd
fisicoquimica y morfolégicamente mediante calorimetria diferencial de barrido,
microscopia electronica de barrido y analisis de textura, Finalmente se evaluo la
liberacién in vitro por el método de difusién, utilizando membranas sintéticas,
cumpliendo con una liberacion prolongada por siete dias. Por tanto, se logro el
objetivo de disefiar y evaluar implantes de formacion in situ a base de PLGA
determinado por un disefio de experimentos para obtener una liberacién sostenida

de hiclato de doxiciclina durante 7 dias. Palabras clave: PLGA, IFIS, sostenida.
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1 INTRODUCCION

Los medicamentos de administracion oral y parenteral son las formas farmacéuticas
mayormente fabricadas a nivel mundial. La mayoria de estas formas farmacéuticas
estan disefiadas para liberar el farmaco de manera inmediata con la finalidad de
lograr el efecto terapéutico en el menor tiempo posible, sin embargo, tienen una
duracion terapéutica corta, que resulta en multiples administraciones. Las formas
farmacéuticas de liberacion modificada surgen como una alternativa a los sistemas
de liberacion inmediata. Una liberacién modificada es aquella en la que el principio
activo es cedido de forma controlada en el lugar de accion, resultando en una
modificacién en la velocidad de liberacién, mientras que la liberacién prolongada se
refiere a que la velocidad de liberacion del farmaco es menor que de la forma
convencional mientras sean administradas por la misma via (Lozano, et al. 2012]).
La liberacion sostenida o liberacion extendida se define como la liberacion de
farmaco en un periodo de tiempo prolongado, el farmaco es liberado de una manera
mas lenta, asi que los niveles plasmaticos se mantienen por mas tiempo (Hillery &
Park, 2016).

Un sistema de liberacion controlada de farmacos cumple principalmente dos
funciones, la primera es el transporte del farmaco a un sitio particular del organismo,
esto puede ser por via parenteral o no parenteral. La segunda se refiere a que la
liberacién va a ocurrir de manera controlada dependiendo de la preparacion de
formas farmacéuticas, esto determina la velocidad a la que el farmaco se encontrara
disponible en el organismo una vez liberado (Cox, 2008). Un sistema ideal de
liberacién modificada asegura que la actividad del principio activo estara disponible
en el sitio de accion durante un tiempo apropiado, que no ocasione efectos
secundarios, presentado en el sitio de accion valores sobre la concentracién minima
inhibitoria y menores a la concentracion plasmatica maxima. Esto es controlado por
muchos factores como: la concentracion del farmaco, incluida la ruta y frecuencia
de administracion, el metabolismo del farmaco, asi como su aclaramiento. Por lo
tanto, en la practica clinica es vital considerar: el tratamiento del farmacoldgico y las

propiedades de liberacién requeridas del medicamento (Hillery & Park, 2016).
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El desarrollo de sistemas de administracion de farmacos inyectables ha recibido una
atencion considerable en los Ultimos afios, y se han desarrollado una gran cantidad
de sistemas. Los implantes de formacion in situ (IFIS) consisten en soluciones
poliméricas, que cuando son administradas por via parenteral forman un sistema tipo
deposito de farmaco en el lugar de la inyeccion. La liberacion a partir de los IFIS se
divide tipicamente en tres fases: explosion durante la formacion del deposito,
difusion del farmaco a través de la matriz polimérica y finalmente la liberacién del
farmaco por degradacion del sistema (Parent et al. 2013). Estos sistemas presentan
muchas ventajas, por ejemplo: facil administracién, una fabricacion menos
compleja, incremento de la duracién del efecto farmacoldgico, conserva la eficacia
de farmacos con una reducida vida media y reduce la necesidad de administrar

inyecciones repetidas al dia (Mashayekhi et al. 2013).

La formulacion de los IFIS puede ser variada, pero uno de los componentes
principales es el polimero que controla la liberacion. Uno de los polimeros que con
mayor frecuencia se utiliza en este tipo de formulaciones es el acido poli-(lactico-
co-glicdlico). El PLGA es un polimero biocompatible y biodegradable, se degrada a
acido glicdlico y acido lactico (Lizambard et al. 2019). El PLGA tiene la capacidad
de controlar la liberacidon del farmaco durante periodos extendidos, desde semanas
hasta afios. La duracion del efecto, es decir, el tiempo que controla la liberacion
dependera de la composicion en el sistema y de las caracteristicas fisicoquimicas
del tipo de PLGA que se utilice. La formacion de IFIS con PLGA puede controlar la

liberacidén de farmacos hidrofobicos o hidrofilicos, por ejemplo, la doxiciclina.

La doxiciclina (DOX) es un antibiético de amplio espectro que pertenece al grupo
de las tetraciclinas sintéticas, se ha descubierto que presenta propiedades
antiinflamatorias convirtiéendolo en una muy buena opcién terapéutica en multiples
enfermedades, ademas de poseer actividad antiapoptoticas y antioxidantes. Cuenta
con un perfil de eficacia y seguridad 6ptima (Navarro-Trevifio et al. 2020). La DOX
y otros derivados de tetraciclina parecen ser efectivos en el tratamiento de
enfermedades asociadas con la inflamacion crénica, incluidos los aneurismas

aorticos abdominales, multiples esclerosis, gingivitis yarteritis reumatoide (Clemens
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et al. 2018). El presentar diversas aplicaciones, desde infecciones agudas, asi como
en enfermedades crénicas (mencionadas anteriormente) y su alta solubilidad en
agua, lo hace un farmaco candidato para formularse en un IFIS, ademas, al
administrarse por via oral, puede causar irritacion gastrica y reducir su absorcion al

ser tomada con alimentos.

Los IFIS’s ofrecen una gran ventaja sobre los sistemas convencionales ya que, al
ser una sola administracion, solventa el problema de la adherencia terapéutica,
definida como “el comportamiento de una persona -tomar el medicamento, seguir
un régimen alimentario y ejecutar cambios del modo de vida- respecto a las
recomendaciones acordadas de un prestador de asistencia sanitaria” (Ortega et al.
2018). Por lo que el objetivo de este trabajo es disefar y evaluar implantes in situ
a base de PLGA, determinado por un disefio de experimentos para obtener una
liberacion sostenida de hiclato de doxiciclina durante 7 dias.



2. ANTECEDENTES

La via de administracién oral, a pesar de ser considerada como la via deseable por
los pacientes, aun representa un gran desafio en muchas aplicaciones
farmacéuticas (Parent et al. 2013). En el tratamiento de algun padecimiento se
requiere de una administracion frecuente y constante para mantener el farmaco en
niveles dentro de la ventana terapéutica, sin embargo, no muchos pacientes logran
mantener el régimen de dosificacion (Hopkins et al. 2019). Las rutas de
administracién como pulmonar, nasal, transdérmica, ocular y rectal se presentan
como una alternativa, aunque de la misma forma han presentado inconvenientes
como la degradacion enzimatica, baja o variable absorciéon en algunos casos.
Como resultado de lo anterior, existe un renovado interés en la administracion
parenteral, especialmente con las diferentes mejoras en la reduccién del dolor
(Parent et al. 2013). En el mercado se encuentran disponibles varios tipos de
formas farmaceéuticas parenterales, tales como soluciones, emulsiones, liposomas,
micelas, implantes, microparticulas, nanoparticulas y nanocapsulas. Sin embargo,
en los ultimos afos soélo los implantes y microparticulas ganaron importancia como
sistemas de liberacion controlada (Kempe y Mader, 2012).

Se han desarrollado sistemas de administracion de farmacos, como los implantes
inyectables que presentan numerosas ventajas sobre las plataformas orales
convencionales, los implantes de formacion in situ (IFIS’s) primera vez
desarrollados por Dunn et al. Los IFIS’s son una solucién liquida de polimero y
farmaco que se puede inyectar a través de una aguja de pequefio calibre en el
cuerpo. Una vez en el cuerpo, la solucion solidifica en un implante que libera el
farmaco durante un periodo de tiempo prolongado (Hopkins et al. 2019).

Estos sistemas presentan muchas ventajas como facil administracion, una
fabricacion menos compleja, incrementa la duracién del efecto farmacoldgico,
conserva la eficacia de farmacos con una reducida vida media y reduce la
necesidad de administrar repetidas inyecciones al dia (Mashayekhi et al. 2013).
Las formulaciones liquidas generalmente pueden administrarse mas facilmente
gue los implantes preformados, ofrecen la posibilidad de controlar la liberacién de

farmacos durante periodos que van desde unos pocos dias hasta varios meses,
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pueden administrarse directamente en el sitio de accién y por lo tanto permitir la
superacion de barreras fisioldgicas cruciales (Bode et al. 2019). Los implantes de
formacion in situ presentan una variedad de aplicaciones como en vacunas,
plasmidos de DNA, liberacién de péptidos e incluso en medicamentos veterinarios,
ya que reduce el estrés en animales y siendo de facil aplicacién, ademas de que
las liberaciones controladas por via parenteral forman un 40% de las
presentaciones existentes en el mercado (Kanwar & Sinha, 2019).

Los implantes parenterales de liberacion sostenida han aportado enormes
beneficios a la salud humana durante las Ultimas décadas. Estos medicamentos
pueden mantener el farmaco dentro de la ventana terapéutica incluso por mesesy
minimizar asi las fluctuaciones indeseables en los niveles sistémicos del farmaco.
Actualmente existe una gran variedad de medicamentos parenterales de liberacion
sostenida aprobados por la FDA. Pueden estar preformados como Zoladex® y
Ozurdex® o formacion in situ como Eligard® y Antridox® (Suh et al. 2021).

La tecnologia Atrigel es un sistema de administracion parenteral especifico del sitio
de accion, desarrollado por Dunn y colaboradores en 1987. La tecnologia fue
desarrollada para el tratamiento de la enfermedad periodontal, incluye la disolucién
de un polimero biodegradable insoluble en agua en un disolvente no toxico, N-
metil-2-pirrolidona. Luego se agrega el medicamento a la solucion. Este

la solucion se inyecta por via intramuscular/subcutanea donde forma el implante
debido a la separacion de fases. Eligard sigue esta tecnologia y es utilizado para
el tratamiento paliativo del cancer de prostata, contiene como principio activo:
Acetato de leuprolida. De la misma manera que Atrisorb utlizado para la
regeneracion tisular del tejido periodontal, mientras que Atridox este a su vez
cuenta con el principio activo: Hiclato de doxiciclina, aplicAndose directamente en
la encia, es administrado subgingival mente y controla la liberacion de hiclato de
doxiciclina por 7 dias, similar a Eligard al consistir en dos jeringas: una contiene la
formulacion polimérica, mientras que la segunda contiene el principio activo, al
combinarse forman un liquido viscoso que al entrar en contacto con el fluido
crevicular, solidifica y permite la liberacion. Este producto se recomienda estar

refrigerado, atemperarse 15 min antes de su administracién y no es necesario
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utilizar ningtn anestésico para su administracion (Kanwar & Sinha, 2019). Los
sistemas de administracion de farmacos son particularmente importantes en la
terapia del cancer donde el indice terapéutico del farmaco es pequefio y la
estabilidad es limitada. Los IFIS’s son utilizados para la administracion local de
farmacos directamente en el tejido de interés (por ejemplo, un tumor), son una ruta
alternativa a la via oral e intravenosa a través de un procedimiento minimamente
invasivo utilizando una aguja de pequefo calibre (Manaspon et al. 2017).

Hasta la fecha, los implantes sélidos biodegradables son usados en aplicaciones
oculares y estan hechos con poli (acido lactico- co-glicélico) (PLGA), poli (4cido
lactico) (PLA) o hidroxipropil metilcelulosa (HPMC). Se estan desarrollando
implantes sélidos biodegradables de liberacién controlada para la prevencién o el
tratamiento del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) (Maturavongsadit et al.
2021). Los implantes inyectables que utilizan PLGA se han desarrollado hace mas
de 25 afos y presentan relevancia clinica en aquellas aplicaciones en donde la
actividad farmacologica sistémica a largo plazo es deseable (Manaspon et al.
2017).

Las tetraciclinas son un grupo de antibiéticos de amplio espectro, iniciando con la
clortetraciclina, obtenida de la fermentacién de Streptomyces aureofaciens, divido
en tres categorias. El primer grupo incluye a oxitetraciclina, tetraciclina y
demeclociclina, presentan una absorcibn menor a comparacion de la segunda
generacion. El segundo grupo se compone de minociclina y doxiciclina, tienen una
mejor distribucion por el tejido, pueden ser administradas via oral y parenteral.
Mientras que la tercera categoria con excepcion de tigeciclina, aun debe evaluarse

en estudios controlados para su aplicacion (Ghiasian et al., 2019).

La doxiciclina (DOX) tuvo lugar debido a la modificacion estructural en 1967,
demostrando mantener propiedades antimicrobianas presentando ahora
propiedades antiinflamatorias, aumentando asi su uso en diferentes ambitos

(Navarro-Trevifio et al. 2020).

Una caracteristica de DOX es que presenta una baja nefrotoxicidad y un efecto

protector en las funciones renales. Es ampliamente usado en enfermedades
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respiratorias, infecciones urinarias, enfermedad de Lyme, malaria, entre otras
(Huang et al., 2019).

DOX es usada en tratamiento para humanos y en especies domésticas para
enfermedades causadas por diferentes agentes biolégicos, de la misma forma es
usado como tratamiento profilactico. Sin embargo, su uso se limita debido a sus
efectos secundarios. La administracion de DOX puede ocasionar irritacion del
estdbmago y esoOfago, causando el riesgo de generar Ulceras y vomito. Al ser
administrado por via parenteral puede causar irritacion en el tejido, limitando su uso
a aquellos tratamientos donde es estrictamente necesario. Las formulaciones de
liberacion controlada de DOX pueden reducir los efectos secundarios manteniendo

la eficacia durante el tratamiento (Ruiz, et., al. 2015).
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3. MARCO TEORICO
3.1 Hiclato de doxiciclina
El hiclato de doxiciclina es un antibiético de amplio espectro de la clasificacién de
las tetraciclinas (Figura 1). Comparado con otras tetraciclinas, destaca la baja
nefrotoxicidad y un efecto protector renal. Aunque los principales sitios de absorcion
son el estémago y el duodeno, el hiclato de doxiciclina induce una importante lesién
gastrica y esofagica. No se recomienda la administracion con comida, ya que puede

inhibir la absorcién (Huang et al. 2019).

" HCI* %C,HsOH * 1%H,0

Figura 1. Estructura quimica de hiclato de doxiciclina.

La DOX es una tetraciclina semisintética producida naturalmente por el género
Streptomyces genus que pertenece al tipo dominante de bacteria, Actinobacteria.
La DOX es un antibiotico sintetizado por un microorganismo que inhibe el
crecimiento de otro microorganismo, teniendo un efecto bacteriostatico de amplio
espectro (Ali et al. 2017).

3.1.1 Mecanismo de accion de hiclato de doxiciclina

El posible modo de accion es mediado por su fuerte efecto inhibitorio en la sintesis
de proteinas. Precisamente la DOX inhibe la sintesis de proteinas mediante la
prevencion de aminoacil-tARN unido al ribosoma en la célula bacteriana (Ali et al.
2017).

El hiclato de doxiciclina presenta una accion bacteriostatica de amplio espectro,
inhibe sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la subunidad ribosémica 30S de
bacterias gram positivas como gram negativas. Este farmaco también actia en la
subunidad ribosémica 40S especifica de las células de los mamiferos (Piacentini et
al. 2019).
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3.1.2 Administracion

La doxiciclina se ha utilizado desde 1967 en humanos y en especies domésticas
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades causadas por varios agentes
biolégicos (Ruiz, et, al. 2015). Se usa comunmente para el tratamiento de diversas
infecciones de la piel por Staphylococcus aureus resistente a la metaciclina, la
enfermedad de Lyme, varias enfermedades de transmision sexual, la neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) y profilaxis para malaria (Turner et al. 2014).
Ademas, la DOX tiene un efecto inhibidor sobre la actividad de las proteinas
metaloproteinasas de la matriz (MMP), de acuerdo con esto, puede utilizarse como
antineoplasico y también como agente antiinflamatorio. Es un farmaco bien tolerado,
practicamente se absorbe después de la administracion oral y tiene una buena
penetracion tisular. La doxiciclina es barata y ampliamente disponible, se administra
por la via oral. Estas cualidades hacen que sea conveniente su uso en la poblacion
(Ali et al. 2017).

3.1.3 Dosis

La DOX tiene eficacia clinica en concentraciones bajas de 2 a 4 veces la
concentracion minima inhibitoria (MIC) para microorganismos susceptibles. Por lo
tanto, la inhibicion de microorganismos ocurre independiente del tiempo, sin
embargo, el uso de doxiciclina se ha limitado en cierta medida debido a reacciones
adversas, como irritacion del esofago y estdbmago, con riesgo de ulceraciones y
vomito. También, puede producirse irritacion tisular después de una inyeccion
subcutanea o intramuscular, como ocurre con otros farmacos del grupo de

tetraciclinas (Ruiz et al. 2015).

En 1983 Golub y colaboradores, demostraron que la tetraciclina posee una potente
actividad antiinflamatoria independiente de su accidén antimicrobiana, inhibiendo la
actividad de la enzima colagenasa en tejido gingival de rata. Desde entonces se han
llevado a cabo estudios sobre estos mecanismos demostrando que la doxiciclina en
dosis sub-antimicrobianas de 20 a 40 mg por dia muestra actividades

antiinflamatorias (Piacentini et al. 2019). En un estudio cruzado por Ruiz y
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colaboradores para determinar la farmacocinética de DOX en perros, se les
administré una dosis Unica de 20 mg/Kg de hiclato de doxiciclina.

3.1.4 Caracteristicas fisicoquimicas de hiclato de doxiciclina

La Tabla 1 presenta las principales caracteristicas del farmaco.

Tabla 1. Caracteristicas principales de hiclato de doxiciclina. Obtenida de FEUM, 2009

Formula molecular C22H24N208 -1 CzHaO - % H,O
Peso molecular 512.94 g/mol
. Polvo cristalino amatrillo,
Descripcion . L
higroscopico.
Facilmente soluble en agua y
Solubilidad metanol; casi insoluble en cloroformo
y éter dietilico.
pH Entre2y 3
Punto de fusién 201 °C
Log P 0.63
pKa 3.09



3.2 Acido poli lactico-co-glicélico (PLGA)

Los polimeros derivados de acido lactico y glicélico han sido extensamente usados
en la formulacion de sistemas de liberacion de farmacos, por su habilidad de
controlar la liberaciéon de farmacos por largos periodos de tiempo y proporcionar
una concentracion plasmatica constante, puede reducir la dosis total y algunas
reacciones adversas. Un gran nimero de polimeros han sido estudiados para la
formulacion de sistemas acarreadores, pero poli (acido lactico) (PLA), poli (acido
glicélico) PGA y sus copolimeros poli (lactico-co-glicélico) (PLGA) han sido
extensamente usados por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y su versatilidad
en cinéticas de degradaciéon. Sus propiedades fisicas y la aprobacion de los
productos por la FDA que contienen estos polimeros los hace muy estudiados y
comercialmente disponibles (Mittal et al. 2007).

El PLGA es un polimero biocompatible y biodegradable. Los productos de
degradacion son acido lactico y acido glicélico, ninguno de ellos es toxico (Bode et
al. 2019). La figura 2 ilustra la sintesis del PLGA. Es ampliamente conocido como
formador de una matriz biocompatible en formulaciones parenterales de liberacion
controlada (Bode et al. 2018).

Léﬂ“dﬂ GI|EE|||CU Foli Elém“dﬂ-ﬂﬂ-gliﬂﬁ"ﬁﬂ}

Figura 2. Sintesis de PLGA por apertura de anillo copolimerizacion de lactico y glicdlico.

Obtenida y modificada de Parent y colaboradores, 2013.

3.2.1 Propiedades del PLGA
Es un polimero alifatico con un poliéster en su estructura que se forma por la
polimerizacibn de mondémeros de acido lactico y glicdlico. Se muestran sus

caracteristicas en la tabla 2. EI PLGA al ser un copolimero puede polimerizar en
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diferentes relaciones molares de sus mondémeros. Su composicion copolimeérica
puede ser utilizada para manipular la cristalinidad, hidrofobicidad y la temperatura
de transicién vitrea del copolimero. La temperatura de transicién puede variar de
40° a 60°C dependiendo de la composicién del polimero y su peso molecular, sin
embargo, todas las composiciones de PLGA resultaran en una matriz de polimero
amorfo termopléstico por debajo de la temperatura de transicion vitrea. Si el acido
lactico se usa en una proporcion mas alta que el acido glicélico se forma un
copolimero més hidréfobo, este cambio se puede utilizar para reducir la velocidad
de penetracién de agua dentro del dispositivo. El incremento en el &cido glicélico
en la composicion copolimérica puede producir una matriz polimérica mas cristalina
(Hines & Kaplan, 2013).

Tabla 2. Caracteristicas del PLGA. Obtenida de Sheskey et al. 2009

PLGA

Funcion Material biodegradable; agente de recubrimiento; agente de
liberacion controlada.

Descripcion Material vitreo, que se presenta como blanco o amarillo.

PM Depende de la elongacion de la cadena.
75:25 0.40-0.60 dl/ig
85:15 0.20-0.40 dl/g
50:50 0.20-0.40 dl/g

Densidad 1.2-7.0 g/cm? (depende de la elongacion de la cadena).
Viscosidad Depende de la elongacion de la cadena.
Solubilidad Soluble en diclorometano, tetrahidrofurano, acetato de etilo,

cloroformo, hexafluoroisopropanol y acetona. Insolubles en agua.
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3.2.2 Degradacion del PLGA

El &cido lactico y/o glicélico son bien conocidos como materiales higroscopicos, los
polimeros derivados de estas sustancias también lo son. Los polimeros se
degradan en un medio acuoso mediante hidrolisis, tanto en humanos como en
animales. La biodegradacién de PLGA ocurre a través de cuatro pasos
consecutivos: hidratacion, degradacion inicial, degradacion adicional y
solubilizacion. Los PLGA son conocidos por sufrir una degradacion masiva en un
medio acuoso, lo que significa que la velocidad de penetracién del medio o
hidratacién es méas rapida que la solubilizacion del polimero. Muchos factores
influyen en la biodegradacion del PLGA. Estos factores pueden incluir la
composicion del polimero (o la proporcion de &cido lactico a acido glicolico), peso
molecular, naturaleza de los medios de incubacion/ hidrdlisis, pH y la fuerza idnica
del medio. Aunque estos factores han sido reportados, todavia se necesita un
estudio minucioso para dar una compresion completa sobre la biodegradacion de
PLGA (Wu y Wang, 2001).
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3.3 Implantes de formacion in situ

El concepto de implantes de formacion in situ fue introducido por Dunn y
colaboradores en los 90’s. Un polimero biodegradable insoluble en agua se disuelve
con ayuda de un solvente organicos farmacéuticamente aceptable miscible o
parcialmente miscible en agua. El fArmaco es agregado a esta solucion polimérica
para formar una solucion, seguido de la inyeccion en un medio acuoso ocurre la
separacion de fases, resultando en la precipitacion del polimero y formacién del

deposito que atrapa el farmaco en el sitio de inyeccion (Parent et al. 2013).

Los implantes de formacion in situ son tipicamente compuestos por dos partes: una
solucién polimérica biodegradable farmacéuticamente aceptable, en solventes
miscibles (como N-Metil pirrolidona) y un farmaco liofilizado. Estas dos partes son
mezcladas antes de administrarse para asegurar la dispersion homogénea o una
completa disolucion del farmaco en la solucion polimérica. La inyeccion de
implantes por formacion in situ forma matrices poliméricas en el sitio de accion por
la separacion de cambios de solventes. La separacion ocurre cuando los solventes
se difunden en el medio acuoso, resultando en un fendmeno de antisolvencia que
resulta en la precipitacion del polimero y la formacion del depdésito solido que
encapsula el farmaco en el sitio de accion.

La cinética de la liberacion del farmaco puede ser modulada al alterar las
propiedades del polimero (peso del polimero, el grupo final, composicién de
monomeros). La liberacion del farmaco en los IFIS es generalmente caracterizada
por efecto burst inicial durante la formacion del implante, seguido de una liberacion
lenta debido al paso del farmaco por la matriz polimérica (difusion), cerca del final
existe una fase de liberacion rapida generada por la degradacion de la matriz y su
erosion, la separacion dinamica de fases es la fuerza principal que controla la
cinética de liberacion del farmaco es de los implantes de formacién in situ (Suh et
al. 2021).

Existen diferentes sistemas de liberacion controlada de farmacos intramuscular o
subcutaneo en la forma de implantes o microparticulas, estos han basado su
desarrollo en polimeros biodegradables. Este sistema de liberacion biodegradable

de farmacos utiliza poliésteres como PLA o PLGA como materiales de liberacion
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controlada (Kranz y Bodmeier, 2007). Para estos sistemas PLA o PLGA son
disueltos en solventes miscibles en agua como NMP (N-metilpirrolidona) o DMSO

(dimetilsulfoxido).

3.3.1 Métodos de evaluacion de liberacion in vitro de IFIS
Existen cinco métodos de formacion de implantes usados para investigar la

formacion in vitro de la cinética de liberacion, mencionados en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de métodos de formacién de implantes de formacion in situ. Obtenida
y modificada de Suh y colaboradores, 2021
Método Definicién

Inyeccion directa en el medio  Lainyeccion directa de la formulacion de los implantes
de formacién in situ en el medio de liberacion.

Congelacién rapida La congelacion rapida de la formulacion de implantes
de formacion in situ en nitrégeno liquido.

Céapsula de gelatina La encapsulacion de la formulacion de implantes de
formacion in situ en una capsula de gelatina.

Dialisis La formulacién de implantes de formacién in situ en
dialisis de membrana.

Peliculas de PVA La formulacién de implantes de formacién in situ

En sacos de peliculas de PVA (solubles en agua).

3.3.2 Factores que impactan en la formacion de implantes

La velocidad de liberacion de los implantes de formacion in situ depende de un gran
namero de parametros, aunque se ha investigado que la concentracion del
polimero, la naturaleza del solvente, el principio activo y la presencia de aditivos
afectan la liberacion del farmaco, ademas existen estudios que destacan el efecto

de entorno en el que sucede la liberacién (Wang & Burgess, 2021).

3.3.2.1 Solvente

Los solventes usados en los implantes de formacion in situ deben cumplir con una
seguridad biolégica, afinidad por el agua, la habilidad de disolver el polimero, la
viscosidad apropiada que permita la Inyectabilidad. Los solventes utilizados son:
DMSO, NMP, benzoato de bencilo, benzoato de etilo, triacetina, citrato de trietilo,

alcohol bencilico o una mezcla de alguno de los anteriores. Un nimero limitado de
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estudios utilizé disolventes como glucofurol, tetraglicol y PEG 400. En adicion, los
solventes pueden influir en la estabilidad del polimero, ya que pueden cambiar la
disolucion del farmaco y la erosion de la matriz, alterando asi la liberacion del

farmaco (Wang & Burgees, 2021).

La NMP es uno de los principales cosolventes farmacéuticos y actia fuertemente
como un agente solubilizante, es un excipiente usado en soluciones parenterales y
orales. Se muestran sus caracteristicas en la tabla 4. La NMP es un solvente
biodegradable, por lo que es usado en diferentes campos y como un solvente

seguro (Jouyban et al. 2010). Se observa su estructura en la figura 3.

Tabla 4. Caracteristicas de NMP. Obtenida de Jouyban, et. Al. 2010.

1-N-2-Metil pirrolidona

Funcion Es un solvente con alta potencia para solubilizar productos quimicos
y agentes farmacéuticos.

Descripcion | Es un liquido transparente ligeramente amarillo.

PM 99.13 g/mol

Densidad 1.03 g/cm?®

Viscosidad 1.80 cP

Solubilidad Miscible en el agua, alcoholes de bajo peso molecular, cetonas,
polietilenglicoles y disolventes como acetato de etilo, cloroformo y
benceno.

La NMP pertenece al grupo de solventes aproticos, es un liqguido amarillo claro y es
miscible con el agua, presenta una baja volatilidad y flamabilidad, con la necesaria
solubilizacion de polvos para hacerlo un buen solvente en diferentes aplicaciones.
El mecanismo de solubilizacion de farmacos por NMP es ambiguo y existen

diferentes teorias para el mismo, incluyendo la accion como un cosolvente, un
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agente complejante y surfactante, recientemente se define como cosolvente y

agente complejante simultaneamente (Jouyban et al. 2010).

O
HaC— NC 3

Figura 3. Estructura de 1-N-2-Metil pirrolidona (NMP). Obtenida de Jouyban y
colaboradores, 2010.

3.3.2.2 Aditivos

El impacto de utilizar aditivos en las formulaciones de implantes de formacion in situ
ha sido ampliamente estudiado y como afecta la liberacion de farmacos (Bode et al.
2019). El uso de aditivos hidrofilicos se espera que acelere la separacion de liquido
— liquido y aumente el efecto burst, como la adicion de PVP o manitol. La adicion de
un aditivo anfifilico o hidréfobo reduce el efecto burst, modificando la morfologia del
sistema con una transicion a una estructura de esponja. Algunos ejemplos son el
glicerol, heptanoato de etilo, acido estearico, heptanoato de metilo y son agregados
del 1 al 10% p/p. Sin importar cual sea el principio activo, las formulaciones con
estos aditivos retienen el solvente, controlando la liberacion, ya que la estructura
gue forman se torna menos porosa y mas como una estructura de esponja,

disminuyendo el efecto burst y extendiendo la liberacion (Parent et al. 2013).

El &cido estearico es un acido fuerte ligeramente amarillo o blanco, sélido cristalino
brillante o puede presentarse como un polvo blanco amarillento, tiene un olor ligero
y sabor sugerido a sebo, sus caracteristicas se pueden observar en la tabla 5. El
acido esteérico es usado en formulaciones topicas y orales, se utiliza también como
acarreador de farmacos en liberacion sostenida (Sheskey et al. 2009). Es &cido
estearico es no es soluble en agua. La adicion del 1, 3 0 5% de este compuesto
lipofilico en las formulaciones de implantes de formacion in situ tienen un impacto

relativo en la estructura microscopica (Bode et al. 2019).
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Tabla 5. Caracteristicas de acido estedrico. Obtenida de Sheskey et al. 2009 y FEUM,
2009.

ACIDO ESTEARICO

Funcion Agente emulsionante; agente solubilizante; lubricante para tabletas y
capsulas.

Descripcion | Polvo blanco o blanco amarillento. Tiene un ligero olor (con un umbral
de olor de 20 ppm) y sabor sugiriendo sebo, untuoso al tacto.

C1sH3602
PM 284.5 g/mol
Densidad 0.537 g/cm?®

Formula

Viscosidad No reportada.

Solubilidad | Facilmente soluble en benceno, tetracloruro de carbono, forma de
cloro y éter; soluble en etanol (95%), hexano y propilenglicol;
practicamente insoluble en agua.

3.3.2.3 Polimero

Las caracteristicas del polimero biodegradable afectan fuertemente en la
degradacion y no solo la erosion de la matriz, sino también la dinamica de inversion
de fases (Parent et al. 2013). La liberacion del farmaco esta relacionada con las
propiedades del polimero como es el peso molecular, estructura, cristalinidad y
concentracion de polimero. El peso molecular es un factor critico que es integral en
determinar un gran numero de caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas de los
polimeros, como son la solubilidad, viscosidad, difusividad y temperatura de
transicion vitrea. (Wang & Burgess, 2021). El peso molecular es otro factor que
afecta al poliéster en la erosion de la matriz y el efecto burst. Un bajo peso molecular
muestra una baja liberacién inicial que aguellos con mayor peso molecular pero una
vez erosiona, aumenta la velocidad de liberacion (Parent et al. 2013).

3.3.2.4  Principio activo

El principio activo tiene un impacto en la dinamica de separacion de fases,
humectabilidad, degradacion y las propiedades de liberacion de los implantes de
formacion in situ, estos factores son el peso molecular y la liofilia, la afinidad del

farmaco con el solvente y polimero, asi como la solidificacion del principio activo en
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el sistema de formacién de implantes in situ (ya sea cristalino o amorfo). Un bajo
peso molecular es esperado que pueda salir mas facilmente de la matriz polimérica
del implante y asi presentar una liberacion mayor del farmaco. La hidrofobicidad y
lipofilicidad muestran una influencia significante en la absorcién del farmaco in vivo
por administracion subcutéanea. Sin embargo, la influencia de estas caracteristicas
estudiadas in vivo o in vitro en implantes de formacion in sito es compleja (Wang &
Burgess, 2021). Las caracteristicas del farmaco, tales como, el peso molecular,
solubilidad, lipofilia, acidez y tamafio de particula puede alterar el comportamiento
de la liberacion del IFIS. Moléculas con bajo peso molecular pasan facilmente a
través de estructuras porosas de los implantes debido a su pequefio tamafio y
presion osmoética. Los farmacos hidréfobos con alto coeficiente de particion son
facilmente liberados y resultan en una liberacion de efecto burst rapido (Zhang et al.
2019).
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3.4  Caracterizacion del implante

La forma final del implante una vez inyectado en el medio tiene un impacto en la
cinética de liberacion, ya sea por la geometria, dureza, plasticidad o la estructura
microscoépica, por lo que es importante conocer la estructura macro y microscopica

de los implantes de formacién in situ.

3.4.1 Textura

La textura es definida como la combinacién de diferentes atributos como mecénicos,
la de superficie de un producto y geométricos. El analisis de textura emplea varias
técnicas para analizar mediciones cuantitativas de las propiedades de un material.
Las técnicas mecanicas y los analisis de imagen se emplean para la caracterizacion
optica (visual) de la muestra analizada. Un analisis mecanico de textura es utilizado
frecuentemente para la caracterizacion de productos alimenticios, cosméticos y en
la industria farmacéutica. La deformacion y la multideformacion son protocolos
empleados para el aseguramiento de las propiedades criticas de un objeto. Una
deformacion puede ser utilizada para definir parametros, por ejemplo, la dureza (la
fuerza maxima de la primera compresion de un objeto), adhesividad o cohesividad
(la maxima fuerza negativa de la primera deformacion), resiliencia y el modo inicial
(definido como el radio de tension inicial a la deformacion inicial). Una prueba de
deformacion provee informacion acerca de la fracturabilidad y elasticidad, la cual es
definidas como la distancia que el producto se extiende durante la decompresion
antes de ser separado del punzon (Tai et al. 2014). Las definiciones se encuentran

descritas en la tabla 6.

Tabla 6. Definicion de conceptos de textura (Informacion obtenida de: texture profile

analysis, texture technologies).

Concepto Definicién
La dureza es el valor de fuerza maxima, la
dureza no ocurre en el punto de maxima

Dureza L
penetracién, aunque normalmente lo hace
para la mayoria de los productos.
. Es que tanto se mantiene el producto a
Cohesividad q P

una deformacion.
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La elasticidad es que tanto se recupera un
Elasticidad producto después de que se haya
deformado durante la compresion.

3.4.2 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido SEM (por sus iniciales en inglés Scanning
Electron Microscopy) se define como una técnica de andlisis topografico,
composicional y estructural. En términos generales, es capaz de tomar una “imagen”
del analito, ya que lo que detecta es la respuesta del material al impacto de un haz
de electrones, en vez de registrar fotones propiamente dichos, como lo que sucede

en la microscopia oOptica.

El funcionamiento de un equipo de SEM sucede cuando se genera un haz de
electrones de alta energia y se focaliza el haz con un sistema de lentes para
posteriormente hacerlo incidir sobre el analito, generando a su vez, electrones
debido al impacto electronico, siendo detectados asi mediante dispositivos
Everhart-Thornley y SED (Solid State Detector) que se encargan de registrar cada
uno la cantidad de electrones detectados, convirtiendolo en una sefal digital que se
interpreta como intensidad de color, para construir una “imagen” aunque no se usen
fotones. (Clavijo, 2013).

La naturaleza propia de las muestras analizadas puede afectar la profundidad y
forma del volumen de interaccidbn en estos estudios, el presentar muestras
compuestas por elementos pesados 0 mas densas, reducen la penetracion del haz,
reduciendo asi la distancia que pueden atravesar las sefiales generadas sin ser

reabsorbidas por la muestra.

Se puede recurrir a tratamientos como lo son el recubrimiento metalico o incluso un
proceso de deshidratacion, pero la observacién de muestras de este tipo es un
problema complejo (muestras bioldgicas o volatiles). Cualquier alteracion de la
muestra que pueda produzca vapores contaminantes al momento de realizar el
analisis, puede liberar depositos sobre los detectores o generar aperturas del
sistema, degradando asi la calidad de las imagenes (Ipohorski, M. & Bozzano,
2013). Otra opcion mas practica es el secado al aire, aungque no es tan sencillo ya
~ 3D~
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gue si no se realiza con cuidado, entonces puede introducir productos, debido a los
constituyentes celulares. Se recomienda la menor duracion del tiempo de secado

para muestras biologicas para evitar productos celulares. (Ali et al. 2021).

3.4.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Un método analitico para analizar propiedades térmicas de polimeros es la
calorimetria diferencial de barrido, por sus siglas en inglés DSC. La técnica de DSC
es usada para investigar la relacién farmaco — excipiente, polimero — excipiente o
evaluar la efectividad de agentes plastificantes en capas poliméricas. El proceso es
el siguiente: Una muestra y su referencia son calentadas a una velocidad
programada y la mayor cantidad de energia se absorbe (o emite) durante el cambio
de fase, el calor o el flujo de energia son graficados contra el tiempo transcurrido o
la temperatura y con ayuda del software del programa se determina la propiedad
deseada. (McGinity & Felton, 2008).
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3.5 Liberacion de farmaco a través de membrana de dialisis

El método de dialisis es considerado un método ampliamente utilizado en el estudio
de la liberacion de implantes de formacion in situ. En el desarrollo de un método
conveniente de didlisis para lograr la liberacion extendida de farmacos en sistemas
de formacién in situ, se deben considerar una serie de parametros como lo son el
volumen receptor y aceptor, condiciones de agitacion, peso molecular del corte de
la membrana de didlisis. En adicion el medio de liberacion debe ser de 6-10 veces
mayor que el volumen dentro del saco de membrana para obtener una fuerza de
salida del farmaco por la membrana de dialisis. Sin embargo, la alteracion del perfil
de liberacion puede ser causada por la falta de agitacion o cambios en las
condiciones sink que presentan una limitante en el método (Ibrahim et al. 2021).
Existe una gran variedad de modelos matematicos que se utilizan en la evaluacion
de sistemas de farmacos basados en PLGA. Los modelos matematicos pueden
estar divididos en dos categorias: Empiricos o semi-empiricos y modelos mecanico
matematico. Los primeros se refieren a descripciones matematicas y no estan
basados en fendmenos quimicos, fisicos o biolégicos, no proveen informacion sobre
gué factores controlan la liberacion y su poder predictivo es bajo. Sin embargo, son
de utilidad para describir fases del fendmeno de liberacion que ayudan en el
desarrollo del producto. EI modelo mecanico matematico, esta basado en
fendmenos reales como la difusion, erosion y el uso de herramientas mecanicas
para obtener la liberacion del proceso. Los valores de algunos parametros
mecanicos se ajustan simultaneamente, la validacion del modelo incrementa si las
predicciones estan de acuerdo con los datos experimentales independientes. La

predictibilidad se ha demostrado en algunos modelos (Fredenberg et al. 2011).

La ecuacién mas conocida del modelo matematico empirico/semi-empirico es la
ecuacion de Peppas:

e _ g

M,
Donde M es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, M« es la cantidad total
de farmaco encapsulado, k es la constante de incorporacion de caracteristicas del
sistema y n es el exponente de liberacion (Fredenberg et al. 2011).
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3.6 Disefio factorial completo 23

El disefio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar
conocimiento acerca de un sistema o proceso, por medio de pruebas planeadas
adecuadamente. Esta metodologia se ha ido consolidando como un conjunto de
técnicas estadisticas y de ingenieria, que permiten entender mejor las situaciones
complejas de relacion causa-efecto. El disefio de experimentos consiste en
determinar cuéles pruebas se deben realizar y de qué manera, para obtener datos
que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que
permitan responder las interrogantes planteadas, y de esa manera clarificar los

aspectos inciertos de un proceso, resolver un problema o lograr mejoras.

En cualquier disefio y desarrollo de un producto y de su proceso de manufactura, o
en la explicacion de algun fendbmeno, es muy comun que intervengan varios factores
en la respuesta observada. Por ejemplo, en el caso de la disolucién de una tableta,
algunos de los factores involucrados pueden ser las materias primas y el método de
produccion. La modificacion o manipulacion de tales factores posiblemente
cambiara la manera en que se lleva a cabo la disolucion. Si lo que deseamos es
tener un pleno conocimiento de como influyen determinados factores en una
variable de respuesta, entonces es necesario estudiar experimentalmente los
efectos que tales factores tienen sobre la variable de respuesta, por ende, es
necesario aplicar estrategias eficientes para el estudio de dos o mas factores, lo
cual se puede lograr mediante los llamados disefios factoriales completos. El Disefio
factorial es un método experimental que sirve para estudiar el efecto individual y de

interaccién de varios factores sobre una o varias respuestas.

El disefio factorial 22 estudia el efecto de tres factores en dos niveles cada uno.
Consta de 8 tratamientos diferentes. La representacion geométrica y los
tratamientos del disefio 22 se muestran en la figura 4. La regiéon experimental esta
definida como un cubo centrado en el origen (0, 0, 0), los vértices del cubo son cada
tratamiento. El disefio resulta acomodado en el orden estandar o de Yates
(Gutiérrez & Salazar, 2012).
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Figura 4. Disefio factorial 23 y su representacion geométrica. Obtenida de Gutiérrez y
Salazar, 2012.

Los efectos de valores de -p que son menores a a = 0.05 se consideran significativos
y son aquellos que se deben interpretar para conocer coOmo esta operando el
proceso y para determinar el mejor tratamiento. También, mientras menor sea el
valor -p para un efecto, significa que éste tiene mayor influencia sobre la variable de
respuesta. Se recomienda correr este disefio con al menos dos réplicas para contar
con suficientes grados de libertad para calculo del error. (Gutiérrez & Salazar,
2008).



4 PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

El incumplimiento del tratamiento por parte del paciente ha presentado un gran
problema a lo largo del tiempo, la OMS menciona que las intervenciones para
eliminar las barreras a la adherencia terapéutica deben convertirse en un
componente central de los esfuerzospara mejorar la salud de la poblacién y para lo
cual se precisa un método eficaz.

Los implantes de formacién in situ representan una solucién a este problema, ya
gue son faciles de aplicar y no requieren de cirugia, adicionalmente al tener una
liberacion sostenida del farmaco mejora el cumplimiento del tratamiento por parte
del paciente. Ademas, al ser inyectado via intramuscular mediante formulaciones
liquidas, el implante puede adaptarse a la geometria y tamafio de la lesion objetivo,
esto puede ser Util para llegar a las areas que son de dificil acceso y para prolongar
el tiempo de residencia del sistema en el sitio de administracion.

El hiclato de doxicilina presenta una variedad de aplicaciones a diferentes
enfermedades, sin embargo, su uso es limitado ya que al ser administrado por via
oral presenta efectos adversos como irritacion en el estbmago y esofago,
generando ulceraciones y vomito. Al administrarse por via parenteral puede
producir irritacion tisular, caracteristicas que lo convierten en un buen candidato
para una forma farmacéutica de implantes de formacién in situ en sistemas de
liberacién controlada, en este caso prolongada, mejorando su liberacién en el

organismo.
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5 HIPOTESIS

El desarrollo de implantes in-situ de liberacion sostenida de hiclato de doxiciclina,
empleando polimeros de PLGA, permitira obtener la gelificacién del sistema en
fluidos corporales simulados por solventes, se extendera el tiempo de
administracion y la liberacion del farmaco por siete dias.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Disefiar y evaluar implantes in situ a base de PLGA, determinado por un disefio de
experimentos para obtener una liberacién sostenida de hiclato de doxiciclina durante

siete dias.

6.2 Objetivos especificos
6.2.1 Disefiar un implante de formacion in situ de liberacion sostenida a base de

PLGA, siguiendo lineamientos de QbD.

6.2.2 Elaborar una formulacion inyectable de liberacion prolongada de hiclato de

doxiciclina a base de PLGA que cumplan con los requisitos de calidad.

6.2.3 Determinar el espacio de conocimiento mediante la aplicacion del disefio
estadistico de experimentos (23), en el proceso de elaboracién de un implante

formado in situ de liberacién prolongada de hiclato de doxiciclina.

6.2.4 Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas de una
formulacion inyectable de liberacion prolongada de hiclato de doxiciclina a

base de PLGA por medio de analisis morfolégico y térmico.

6.2.5 Caracterizar la cinética de liberacion in vitro de un implante formado in situ de
liberacion prolongada de hiclato de doxiciclina a base de PLGA, por el método

de difusion.



7. MATERIALES

7.1 Reactivos

Los reactivos utilizados en el presente proyecto se muestran a continuacion:

AL\

Casa abierta al tiempo

Hiclato de doxiciclina, lote: 509809, Basicos Feed Garde. PLGA 50:50, lote: 2L-PQ1,
Reactivos Ashland. PLGA 75:25 lote: 2496523, Reactivos Ashland. PLGA 85:15,
lote: 2485958, Reactivos Ashland. Acido estearico, lote: 129199, Drogueria
Cosmopolita. NMP, lote: 2471042, Reactivos Ashland. Hidréxido de sodio, lote:

L01116030, Reactivos Meyer. Fosfato de potasio monobasico, lote: V40C19,
Reactivo J. T. Baker. Agua desionizada, lote: 110522, CEPAX. Membrana de

dialisis, lote: 9201630, Spectra/por.

7.2 Equipos

Los equipos empleados en el desarrollo del proyecto se muestran en la tabla 7

Tabla 7. Equipos utilizados con sus caracteristicas.

EQUIPO

CARACTERISTICAS

Espectrofotémetro UV-VIS

Modelo UV-1201
Marca SHIMADZU

Modelo 10-1200

Disolutor Marca VanKel
Bascula electronica Modelo A oS

Marca OHUS

Modelo SW22

Bafio de agitacion

Marca Julabo

Texturédmetro

Modelo Belle version 2019
Marca Agrosta

Calorimetria diferencial de barrido

Modelo 214 POLYMA
Marca NETZSCH

Microscopia electrénica de barrido

Modelo JSM 5900 LUV
Marca JEOL

Liofilizadora

Modelo: 74000 Series
Marca LABCONCO-TRIAD

Parrilla de agitacion

Modelo RO5S1
Marca IKA

Vortex

Modelo: Vortex mixer
Marca: ICB

Ultracongelador

Modelo: Revco series

Marca: Revco Thermo Scientific
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8. METODOLOGIA

8.1 Lineamientos de calidad por el disefio (QbD)

Siguiendo algunos aspectos de los lineamientos de las guias ICH Q8 y Q9 se realizé
la busqueda bibliogréfica de los componentes principales de la formulacion y sus
caracteristicas: solubilidad, peso molecular, reactividad, posibles interacciones
entre ellos; medio de liberacion, esto con ayuda de la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos, el manual de excipientes y diferentes articulos cientificos para
conocer el espacio disefio. Conociendo esto se realizaron pruebas de solubilidad
del farmaco, PLGA y &cido esteéarico. Una vez reunida esta informacion, se realizé

el llenado de una tabla de atributos criticos de la calidad.
8.2 Evaluacion del solvente

Se realizaron pruebas de solubilidad para el farmaco y para el polimero en
diferentes proporciones de solventes a 90:10 y 80:20 de N-Metil pirrolidona (NMP)
(solvente) en combinacion con agua (cosolvente), respectivamente. Se cambio el
cosolvente agua por etanol y se realizaron las pruebas de la misma manera, asi

como la prueba en NMP pura.

Se pesaron 50 mg de PLGA (50:50) y 50 mg de farmaco se agreg6 cada uno en un
tubo de ensayo con 0.5 mL de NMP, se agitaron con un voértex a temperatura
ambiente. Se fue agregando 0.5 mL del solvente hasta llegar a un volumen de 2.5

mL o la disolucion fuera completa.

Se repitié la misma metodologia para el solvente NMP en proporciones con etanol

y agua de 90:10 y 80:20 respectivamente y se observo la solubilidad.

8.3 Caracterizacion espectrofotométrica en la region del UV

En un espectrofotdmetro se midid la absorbencia del hiclato de doxiciclina en
funcién de la longitud de onda, partiendo desde 200 hasta 400 nm. Mediante el
grafico obtenido se identifico la longitud de onda maxima, la cual sirvio para llevar a

cabo la cuantificacién en los experimentos subsecuentes.

Se prepararon concentraciones de 0.0180 mg/mL, 0.0256 mg/mL y 0.0350 mg /mL

de hiclato de doxiciclina usando como blanco una mezcla de una solucién
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amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 y NMP (proporcion 5:1). Estas muestras se
leyeron en el espectrofotdmetro UV-vis en modo barrido y se obtuvo la curva donde
se muestra el pico maximo (la longitud de méaxima absorbencia) para el hiclato de

doxiciclina.

8.4 Curva de calibracion de hiclato de doxiciclina

Para preparar la curva de calibracion del hiclato de doxiciclina se pesaron 50 mg de
hiclato de doxiciclina y se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL, se llevd
al aforo con una mezcla de soluciébn amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 y NMP
(proporcion 5:1) para obtener una concentracion de 2 mg/mL. A partir de la solucion
anterior se tomoé una alicuota de 1mL y se llevd a un matraz volumétrico de 50 mL
con la misma mezcla de solucion amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 y NMP
(proporcion 5:1) y se llevo al aforo para obtener una concentracion de 0.04 mg/mL
de hiclato de doxiciclina. Posteriormente se tomaron siete diferentes alicuotas para
construir la curva de calibracion de concentraciones desde 0.0032 hasta 0.0350
mg/mL de hiclato de doxiciclina. Cada punto se realizé por triplicado y las diferentes
concentraciones se leyeron en un espectrofotometro UV a una longitud de onda de
276 nm, posteriormente se realizaron los calculos correspondientes para conocer la

r? y el intervalo de confianza.

8.5 Pruebas de formacidn del implante in situ

Para determinar las condiciones de formacién de los implantes se realizaron
diferentes pruebas para analizar la cantidad de PLGA, tipo de PLGA (50:50, 75:25
y 85:15), diferentes proporciones de acido estearico del 2 al 5%. De la misma forma

se cambiaron las cantidades de farmaco empleadas en la formulacién, mostradas

en la tabla 8.
Tabla 8. Cantidades utilizadas en las pruebas de formacion
Propuesta PLGA ch!af[o .de Acido esteérico NMP
doxiciclina
20 mg
A 100 mg - 2mL
(50:50)
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50 mg

B (50:50) 200 mg - 2mL
100 mg

C (50:50) 500 mg - 2mL
200 mg

D (50:50) 500 mg 50 mg 2mL
450 mg

E (50:50) 500 mg 62.5 mg 2.5mL
500 mg

F (85:15) 500 mg 75 mg 2.5mL

Después de la formacion, los implantes se evaluaron por 7 dias realizando una
reposicion total del medio de liberacion cada 24 h, se leyeron en espectrofotometro
a una longitud de onda de 276 nm y se cuantificaron los resultados con la ecuacion
de la recta de la curva de calibracion para conocer la concentracion de farmaco

liberado.

8.6 Propuestas de formulacién de IFIS

De las pruebas de formacion del apartado 8.5, se obtuvo informacion necesaria
como la cantidad de polimero necesario para la formacion de la matriz, la necesidad
de utilizar aditivo, asi como el manejo de la técnica de preparacion de los implantes,

esto para poder proponer dos formulaciones mostradas en la tabla 9.

Tabla 9. Cantidad de excipientes utilizados en diferentes formulaciones.

Excipiente/ PA Formulacion 1 Formulacion 2
PLGA 50:50 1000 mg 900 mg
Acido estearico 250 mg 150 mg
Hiclato de doxiciclina 1000 mg 1500 mg
NMP 5mL 5mL

Las formulaciones se prepararon de la siguiente manera. El polimero se peso y se
disolvié en NMP con ayuda de agitacién en una parrilla a 50 rpm con una barra de
agitacion magnética, hasta una disolucién completa. Una vez disuelto, se agrego el
acido esteérico y el farmaco. Posteriormente se tomé 1 mL de la formulacién con
una jeringa de 3 mL y se adicion6 a un frasco &mbar con 5 mL de solucién

amortiguadora de fosfatos pH = 7.4. Las formulaciones se mantuvieron protegidas
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de laluz por 7 dias a temperatura ambiente. Cada 24 horas se realiz0 reposicion de
medio, las muestras se analizaron en el espectrofotometro UV a una longitud de
onda de 276 nm. Con la curva de calibracién se calcularon los porcentajes liberados
para determinar la cinética de liberacion para cada uno. Esta evaluacion se realiz6

por duplicado.

8.7 Disefio factorial 2° con puntos centrales

La evaluacion de los factores que afectan la liberacion se realizé mediante un disefio
de experimentos que consisti6 en un disefio factorial completo 23 con puntos
centrales. La tabla 10 muestra los factores y los niveles estudiados, los tratamientos
(con notacién de Yates) y el orden aleatorizado en que se llevaron a cabo los
experimentos. Las variables de respuesta fueron la cantidad de farmaco liberado al
tiempo cero (efecto burst), cantidad de farmaco liberado a las 48 horas y cantidad

de farmaco liberado a las 144 horas.

Tabla 10. Factores y niveles utilizados en modelo estadistico.

Factor Niveles Punto central
Tipo de polimero PLGA 85:15 PLGA 50:50 PLGA 75:25
Cantidad de aditivo 3% 5% 4%
Cantidad de farmaco 100% 150% 125%

Los experimentos se monitorizaron durante 7 dias en un bafo de agitacion a 37£5°C
a 20 rpm protegidos de la luz para evitar la degradacion de la DOX. El andlisis se
llevé a cabo tal como se menciond en el punto anterior. Una vez concluidos los
experimentos se procedié a analizar los resultados del disefio de experimentos en

Statgraphics Centurion XVII.

8.8 Liberacidn in vitro a través de membranas de didlisis

La liberaciéon in vitro se realiz6 mediante el método de dialisis con membranas
sintéticas. Para ello se inyectd 1 mL en de la formulacion en una bolsa de membrana
de didlisis (12 KDa) que contenia 5 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH
7.4. Las bolsas de dialisis se colocaron dentro de vasos con 400 mL de solucion

amortiguadora de fosfatos pH 7.4 a temperatura controlada de 37°C manteniendo
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una agitacion de 50 rpm. Las muestras de 3 mL se tomaron cada hora en las
primeras 6 horas y posteriormente cada dos horas hasta completar 12 horas. La
solucién amortiguadora se remplazé con PBS fresco a la misma temperatura. Cada
experimento se realizé por triplicado. La cuantificacion de DOX se determiné
mediante la interpolacion en la curva de calibracion de DOX. El calculo y la
determinacion de la cinética de liberacion se realiz6 con el complemento de Excel
DDSolver.

8.9 Caracterizacion de los IFIS
Los IFIS que cumplieron con las especificaciones establecidas (4c, 3 ay 7b), se
caracterizaron mediante analisis de textura, calorimetria de barrido diferencial y

microscopia electronica de barrido.

8.9.1 Analisis de textura

Para el analisis de textura se formaron los implantes de acuerdo con el
procedimiento descrito en la seccién 8.6. Se evaluaron a 2 horas de formacion,
mientras que para 4c se agregdé una medicion a 24 horas de formado el implante,
se evaluo en el texturometro con un punzén hemisférico de 25 mm, a una velocidad
de contacto de 0.1 mm/s: 270, velocidad de medicion en 0.1 mm/s: 270, distancia

de medicion en 0.1 mm/s: 50, a temperatura ambiente.

8.9.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los analisis de DSC se llevaron a cabo en un instrumento NETZSCHE Polyma 214.
Fueron analizados individualmente PLGA (50:50, 85:15 y 85:25), hiclato de
doxiciclina, acido estearico, asi como las mezclas fisicas. Los implantes se formaron
como se describe en la seccidon 8.6. Los implantes formados fueron asilados y se
dejaron a temperatura ambiente por 24 h, posteriormente se realiz6 una pre-
congelacion a 2°C por 24 h y posteriormente se congelaron a -71°C por 48 h con
ayuda de un ultra congelador. Una vez tenidos los implantes se fraccionaron hasta
pesar 8 mg y se analizaron a una velocidad de calentamiento de 10 °/ min desde
20°C hasta 250°C.

~ A4~
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8.9.3 Microscopia electrénica de barrido

Después de formar los implantes se describe en la seccion 8.6, se asilaron y se
dejaron a temperatura ambiente por 24 horas, posteriormente se pre-congelaron por
24 horas a 2°C. Posteriormente las muestras congeladas fueron liofilizadas con una
presion de 0.140 mbar a -2 °C por 30 horas. Las muestras se recubrieron con oro

con la técnica de sputtering, para finalmente analizar en microscopio.



9.1 Lineamientos de calidad por el disefio

9. RESULTADOS Y DISCUSION
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El objetivo principal del desarrollo farmacéutico es disefiar un producto de calidad y

su proceso de manufactura consiste en conseguir el rendimiento deseado del

producto. La guia ICH Q8 provee la oportunidad de presentar el conocimiento

ganado a través de la aplicacion del enfoque cientifico y el control de riesgos (EMA,

2017). La primera etapa en el desarrollo de productos bajo un enfoque de calidad

por disefio es el establecimiento del perfil deseado del producto. Algunos de los

elementos que constituyen dicho perfil se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Tabla de atributos de calidad de implantes de formacion in situ

Atributo de calidad

Objetivo

Justificacion

Dosis utilizada para efecto

Dosis 20 mg/kg de peso . .
9’9 P antimicrobiano.
Sistemas de liberacion
o Implan formacion in
Disefio plantes de formacio prolongada para lograr el

situ efecto deseado durante
siete dias
Sitio de administracion que
Ruta de administracién Subcutaneo favorece la formacion de

los IFIS

Caracteristicas de la
formulacion liguida

Solucién transparente,
color amarillo y viscosidad
caracteristica

Los componentes deberan
estar disueltos para formar
adecuadamente el implante
después de la
administracion. La
viscosidad debe cumplir
con la inyectabilidad

Caracteristicas del
implante

Solido con tonalidades
amarillas, presencia de
poros

Formacién de un sistema
tipo matricial que libere el
farmaco de manera
controlada.

Propiedades fisicas del

Dureza, cohesividad,

Los pardmetros mecanicos
son la clave para explicar

implante elasticidad su liberacion, dependen del
tipo de polimero.
. , . . Duracion del tratamiento
Tiempo de liberacion 7 dias

del antibidtico.
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Los elementos descritos en la tabla 11 direccionaron el disefio y desarrollo del IFIS

tal como de discute en los resultados siguientes.

9.2 Evaluacion del solvente para la formacién del implante

Con la finalidad de favorecer la formacién del implante, se analizé el efecto de un
cosolvente en la solubilizacion del PLGA en NMP. El agua y el etanol disminuyen la
solubilidad respecto a la NMP por lo que la difusion in vivo se veria favorecida y en
consecuencia la formacion del implante. Los resultados se describen a

continuacion.

9.2.1 Solubilidad del polimero en mezclas NMP:agua (90:10 y 80:20)
La figura 5 demuestra la apariencia del polimero en estado sélido antes de la
realizacion de las pruebas.

Figura 5. Apariencia del polimero antes de agregar solvente.
En las tabla 12 y 13, se observa que de los experimentos realizados en ninguno se
llega a solubilizar totalmente el polimero en un volumen de 2.5 mL de la solucion de
NMP:Agua en las diferentes proporciones, ya que después de agitar se observa una

pequefia formacion del polimero sedimentado.
Tabla 12. Solubilidad del polimero NMP:Agua 90:10

Cantidades Resultado

No solubiliza, se
agrega mas
disolvente.

50 mg PLGA + 0.5
mL
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No solubiliza, se
agrega mas
disolvente.

50mg PLGA+1
mL

No solubiliza, se
agrega mas
disolvente.

50 mg PLGA + 1.5
mL

50 mg PLGA + 2 No solublllza}, se
agrega mas
mL .
disolvente.
No solubiliza
50 mg PLGA + 2.5 Con agitacion se
mL observa un botén en
el fondo tubo.
Tabla 13. Solubilidad del polimero NMP:Agua 80:20
Cantidades Resultado Imagen

50 mg PLGA + 0.5 mL No SO|I,JbI|I.2a, se
agrega mas disolvente.

No solubiliza, se

50 mg PLGA + 1 mL .
agrega mas disolvente.

No solubiliza, se

50 mg PLGA + 1.5 mL .
agrega mas disolvente.
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No solubiliza, se

50 mg PLGA + 2 mL L
agrega mas disolvente.

No solubiliza, se
observa una gran parte
de polimero sin
disolver.

50 mg PLGA + 2.5 mL

9.2.2 Solubilidad del polimero en mezclas NMP:Etanol (90:10 y 80:20)

El etanol es un solvente que cumple con los requisitos para la preparacion de
implantes de formacion in situ, al ser miscible con el agua, ser biocompatible y no
toxico (Kanwar & Sinha, 2019) y el ser utilizado ampliamente como disolvente de
muchas sustancias. En las tablas 14 y 15 se observan los resultados. En las
proporciones utilizada no es posible encontrar una solucion transparente esperada.
De hecho, al aumentar la proporcion de etanol, la solubilidad se ve disminuida por

lo que se descarta el uso del cosolvente.

Tabla 14. Solubilidad del polimero NMP:Etanol 90:10

Cantidades Resultado Imagen

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 0.5 mL L
mas disolvente.

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 1 mL .
mas disolvente.

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 1.5 mL L
mas disolvente.
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No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 2 mL ..
mas disolvente.

No solubiliza, se
observa un botén de
polimero al fondo del

tubo.

50 mg PLGA + 2.5 mL

Tabla 15. Solubilidad del polimero NMP:Etanol 80:20

Cantidades Resultado

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 0.5 mL L
mas disolvente.

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 1 mL .
mas disolvente.

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 1.5 mL L
mas disolvente.

No solubiliza, se agrega

50 mg PLGA + 2 mL L
mas disolvente.
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No solubiliza, se observa
50 mg PLGA + 2.5 mL polimero al fondo del
tubo.

9.2.3 Solvente NMP

El uso de la NMP resulta en la solubilidad del polimero con 0.5 mL de NMP con
facilidad, ya que esté clasificada por Kanwar & Sinha en 2019 como un solvente
altamente soluble en agua, refiriéndose que es capaz de mezclarse con los fluidos
corporales, también conocidos como solventes hidrofilicos. Ademas de que NMP es
un solvente farmacéuticamente aceptable y biocompatible (Astaneh et al. 2009). La
tabla 16 ilustra la solubilizacién del PLGA en NMP como solvente sin la utilizacion
de algun cosolvente, por tanto, se decidié utilizar solo NMP como solubilizante del
PLGA para la formacion de los IFIS.

Tabla 16. Solubilidad del polimero NMP

Cantidades Resultado

Se disuelve facilmente,
50 mg + 0.5 mL Nno es necesario agregar
mas disolvente.
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9.2.4 Solubilidad del fa&rmaco en NMP
.

Figura 6. Apariencia del farmaco antes de agregar algun solvente.

Al ser NMP el solvente el que disolvié el polimero en su totalidad, se decide utilizarlo
en las pruebas para evaluar la solubilidad de la DOX, llegando a disolver hasta una
concentracion de 100 mg/mL con gran facilidad, y hasta 200 mg/mL con agitacién
constante (Tabla 17). Por lo tanto, el solvente para realizar las formulaciones fue
NMP, pues solubiliza al polimero y el farmaco sin utilizar algin cosolvente, esto se
corrobora con la informacion publicada por Zhang y colaboradores en 2019 donde
utilizan NMP como solvente en este tipo de sistemas, ademas de que se ha utilizado

en productos inyectables en medicina veterinaria (Kanwar & Sinha, 2019).
Tabla 17. Solubilidad del farmaco con NMP

Cantidades Resultado Imagen

Se disuelve
completamente, no es
necesario agregar mas

disolvente.

50 mg + 0.5 mL
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9.3 Caracterizacion espectrofotométrica en laregiéon del UV

Se realizé un barrido de la DOX en la regién UV agregando el farmaco a diferentes
concentraciones en una mezcla de solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.4y
NMP (proporcion 5:1).

0.9
0.7
0.5

0.3

ABSORBENCIAS (nm)

0.1

0 120[] 250 300 350 400 450 500
' LONGITUD DE ONDA

Figura 7. Espectro de hiclato de doxiciclina. A diferentes concentraciones a) 0.0350
mg/mL, b) 0.0256 mg/mL, ¢) 0.0180 mg/mL y d) blanco.

En la figura 7 se observan los barridos en la region UV de las soluciones de DOX a
diferentes concentraciones. La absorbencia incrementa proporcionalmente con
respecto a la concentracion, mientras que se observa que el blanco no esta
absorbiendo (linea azul), por lo que se demuestra que no interfiere con las lecturas
de las muestras. El pico de maxima absorbencia para las soluciones de DOX en las
tres diferentes concentraciones se encuentra a una longitud de onda de 276 nm tal
como se reporta en la literatura (Eunice et al. 2016), por lo que la elaboracion de la
curva de calibracién y las lecturas experimentales se realizard midiendo la

absorbencia a esta longitud de onda.
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9.4 Curva de calibracion espectrofotométrica de hiclato de doxiciclina
Las soluciones de DOX en diferentes concentraciones se leyeron en un
espectrofotometro UV-vis a una longitud de onda de 276 nm y se obtuvieron las

absorbencias mostradas en la tabla 18.

Tabla 18. Curva de calibracién de hiclato de doxiciclina

Muestra Conc. Absorbencias
[mg/mL] 1 2 3
1 0.0350 0.728 0.725 0.703
2 0.0256 0.579 0.533 0.529
3 0.0180 0.400 0.365 0.358
4 0.0128 0.312 0.266 0.251
5 0.0090 0.188 0.184 0.155
6 0.0064 0.12 0.111 0.097
7 0.0032 0.031 0.026 0.018

Una vez obtenidas las lecturas en el espectrofotometro UV-vis, se realizaron los
céalculos correspondientes para validar la curva de calibracion, cuyos resultados se
muestran en el Anexo 1, Calculos para obtener la grafica de la curva de calibracion.
Con los datos obtenidos se procedi6 calcular la linealidad de la curva de calibracion,
donde se obtuvo la ecuacién de la recta, el coeficiente de regresion (r?) y el intervalo

de confianza de la pendiente.
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1.200

1.000

y =26.047x + 0.006
R?=0.9916

0800

0.600

Absorbencia (nm

0.400

0.200

0.000
0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200 0.0250 0.0300 0.0350  0.0400

Concentracién (mg/mL)

Figura 8. Linealidad del sistema para las soluciones de hiclato de doxiciclina.

De la grafica mostrada en la figura 8 se obtiene la ecuacion de la recta, la cual se

utilizo para calcular el intervalo de confianza:

v IC (B1) = £25.03,27.05 se acepta al no incluir el cero.
v 120.99 Se acepta al ser 20.98

De acuerdo con la guia de validacion de métodos analiticos se cumple con el
parametro de linealidad y se puede utilizar para evaluar los resultados futuros.

(Garcia y colaboradores, 2002).
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9.5 Pruebas para evaluar la formacion de los implantes in situ al inyectarse

Los resultados obtenidos en las pruebas de formacién de los implantes, descritas
en la seccion 8.5, sirvieron para generar conocimiento sobre el proceso de
formacion, asi como de la cantidad de polimero necesario para obtener la formacion
del implante, siendo adecuada una concentracion de 250 mg/mL del PLGA 50:50.
La adicion de un aditivo como coadyuvante para mantener la formacién del implante
también fue necesaria, siendo en este caso acido estearico. Este conocimiento fue
de importancia para realizar las propuestas de formacién pues la formacién del
implante esta en funcion de la difusion de la fase acuosa en el sistema, lo que da
lugar al fendmeno de anti solvencia que produce la formacion de la fase soélida del
PLGA. Uno de los puntos clave para la formacion de los IFIS es la velocidad con se
forma, si la formacion es lenta es posible que la mayor cantidad de farmaco se libere
y por tanto no se logre un efecto prolongado, por el contrario, al liberar una gran
cantidad del farmaco exista la posibilidad de que se produzca un efecto no deseado.

Los resultados se muestran en la tabla 19:

Tabla 19. Evaluacion de la presencia de formacion de implante en formulaciones

Hiclato de Acido
Propuesta | PLGA | 4o iciclina | estearico | "MP Resultado

20 . L.

A Mg 100 mg 0 mg 2 mL No se tiene formacién
(50:50) del implante.

B 55%?8 200 mg 0 mg 2mL | No se tiene formacién
(50:50) del implante.

C 1508_2)9 500 mg 0 mg 2mL | No se tiene formacién
(50:50) del implante.
200 mg Formacion y con

D (50:50) 500 mg S0mg 2 mL agitacion se disuelve.
450 mg . :

E (50:50) 500 mg 62.5mg | 25mL | Formacion de implante.

F ?gg-{?;? 500 mg 75 mg 2.5mL | Formacioén de implante.

A partir de los resultados se puede destacar la importancia de utilizar un aditivo
como coadyuvante en la formacion del implante en este tipo de formulaciones,

(Formulacién D, E y F) ya que son los responsables de proporcionar una estructura
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adecuada en la formacion de la matriz, es decir permite mantener su formacion. La
adicion de diferentes tipos de aditivos como carbopol, PEG 400, HPMC vy acido
estearico ha mostrado efectos parciales en la morfologia y la cinética en los
implantes de formacion in situ; El &cido esteéarico genera un impacto en la estructura
macroscopica de los IFIS’s esto debido a que la humectabilidad en los implantes
aumenta proporcionalmente al aumentar la proporcion del aditivo. Esto puede
generar ademas una retencién en la liberacion del farmaco al impedir su paso por

la matriz polimérica. (Bode et al., 2019).

También se debe mencionar que la cantidad de PLGA es quiza el factor mas
importante ya que es la principal estructura del IFIS. Para reducir el efecto burst de
los implantes de formacion in situ es necesario incrementar la concentracion de
polimero debido a la hidrofobicidad del PLGA en agua (Parent et al., 2013). Por lo
gue, al aumentar la cantidad del PLGA se llega al resultado que es la formacion del

implante.

Después de realizar los experimentos y observar la formacion del implante con el
PLGA 50:50, se evalué la formacion del implante en otro grado de polimero, PLGA
85:15, (formulacion F) cuya hidrofobicidad es mayor que el PLGA 50:50. Los
resultados fueron favorables con esta formulacion, al encontrar la formaciéon del
implante satisfactoriamente, por lo cual se evalu6 la cantidad de farmaco liberado

hasta los 7 dias. Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Cinética de liberacion de farmaco de la formulacion F en solucién
amortiguadora de fosfatos pH = 7.4

La prueba de formacion de implante del experimento F muestra una liberacion muy
reducida de farmaco, alcanzando aproximadamente el 40% de farmaco acumulado
alos 7 dias de formacién. Las propiedades fisicas los implantes formados con PLGA
han demostrado depender de diferentes factores, incluyendo la relacion molar de
acido lactico (LA) y de acido glicolico (GA), la relacion 85:15 es mas hidrofébica, lo
que limita la liberacion del farmaco. Por otro lado, cabe recordar que el polimero se
degrada por hidrdlisis, la velocidad de degradacion es influenciada por parametros
como la relaciéon LA:GA, polimeros con un alto contenido de LA son menos
hidrofilicos, absorben menos agua y subsecuentemente se degradan mas lento
(Gentile et al., 2014). Ademas de que este tipo de estructuras muestran una
formacion menos porosa, impidiendo el paso del farmaco por la matriz, reteniendo
asi la liberacion en formulaciones que contienen este tipo de proporcion, dando
explicacion de por qué el PLGA 85:15 muestra una baja liberacion del farmaco. Por
lo anterior, se decide que para las propuestas de formulacidén se evalien en PLGA
en las relaciones 50:50, 75:25 y 85:15, ademas de considerar diferentes cantidades
de polimero, porcentaje de farmaco y de aditivo, a modo de controlar la liberacion,

como se muestra en el siguiente punto.
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9.6 Propuestas de formulacion
Se evalud la liberacion de las formulaciones 1 y 2, descritas en la tabla 9 de la
seccion de métodos. En la figura 10 se muestra la apariencia de la formulacion 1,

asi como su apariencia una vez formada el implante.

Figura 10. Formulacion 1. A. Solucién inyectable que contiene hiclato de doxiciclina. B.
Formacion del implante que contiene hiclato de doxiciclina en solucién amortiguadora de
fosfatos 7.4.

Se obtuvieron las absorbencias y se realizaron los calculos para conocer la cantidad

de porcentaje de masa de cada una de las formulaciones.

9.6.1 Formulacién 1

El remanente del recambio de medio se evalud en el espectrofotometro UV-vis a
una longitud de onda de 276 nm, en este caso por duplicado, los resultados se
muestran en el anexo 2, Evaluacion de liberacion de formulacion 1 en 7 dias. Una
vez tenido esto se procedid a graficar en Origin 9.0, como se observa a

continuacion:
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Figura 11. Grafica de liberacién de formulacion 1 en 7 dias, realizada por duplicado.

Existen 3 formas en que el farmaco es liberado, ya sea por difusion a través de
poros llenos de agua o a través del polimero y debido a la disolucién del polimero

encapsulado (Fredenberg et al. 2011).

En la Figura 11 se tiene la liberacion de la formulacién 1 con sus dos repeticiones,
mostrando ligeras modificaciones en los primeros 3 dias de liberacion de farmaco,
esto es debido a que se tiene una falta de métodos estandarizados para la

evaluacion in vitro para implantes de formacion in situ (Manaspon et al. 2017).

En esta formulacion se tiene la misma proporcion de polimero y farmaco, se cuenta
con un porcentaje de acido esteéarico del 5%, presenta una rafaga inicial (efecto
burst) de aproximadamente del 20%, resultados que concuerdan con estudios de
Manaspon y colaboradores (2017), donde ellos lo presentan como valores

aceptables debido al intercambio de solventes en la formacion del implante.
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En los resultados obtenidos se muestra una curva bifasica con liberacion rapida en
la fase Il. Las curvas de liberacion normalmente muestran una curva trifasica donde
en la primera fase se observa una liberacion rapida de farmaco atribuido al efecto
burst. La fase Il es normalmente una difusién lenta del farmaco y la fase Ill es una
liberacion rapida atribuido a la erosion del sistema. Si la liberacion en la fase Il es
rapida puede existir una liberacion lenta en la fase Ill. Sin embargo, no todos los
sistemas siguen el mismo comportamiento, existen diferentes explicaciones en cada
una de las fases, como lo es la complejidad del proceso o eventos que inhiben o
aumentan la liberacion del farmaco, lo que dificulta el concluir a un solo efecto en
cada fase, cambios en la liberacion pueden deberse a la densidad del polimero
(poco poroso) o a que se cierran los poros, interacciones polimero farmaco o
interacciones farmaco (Fredenberg et al. 2011). Dos procesos importantes que

influyen en la liberacidon son la formacion de los poros y cuando los poros se cierran.

9.6.2 Formulacion 2

La evaluacion de la formulacion 2, sigue el mismo protocolo que la formulacion 1
mostrada anteriormente, resultados en anexo 3, Evaluacion de liberacion de
farmaco en la formulacion 2 por 7 dias. Después de realizar los calculos de la misma
manera que en la formulacién 1, se procede a realizar la grafica para visualizar el
comportamiento del farmaco Iliberado en los 7 dias evaluados con

reposicionamiento de medio, con ayuda del programa Origin 9.0.
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Figura 12. Grafica de liberacion de formulacion 2 por 7 dias, realizada por duplicado.

La gréafica de la figura 12, muestra que, a pesar de tener las mismas condiciones en
la realizacion del experimento, se observan diferencias en la liberacion, esto es
atribuido a la diferencia en la morfologia superficial encontrada en cada implante,
ya que debido al método de formacién (inyeccién directa en el medio), no es posible
controlar la forma que adopta el implante. A diferencia de peliculas de PVA (Suh et
al. 2021) las diferencias encontradas en las repeticiones en la liberacién del farmaco
son despreciables y se procede a evaluar la liberacion. A pesar de no tener un
control en la forma de los implantes, el procedimiento se normalizé, ademas de que

se controlaron variables como temperatura, pH del medio y velocidad de agitacion.

En esta formulacion se tiene una cantidad de farmaco mayor a la cantidad de PLGA,
pero presenta una cantidad de acido estearico menor, siendo en este caso del 3%.
La cantidad de aditivo en la formulacion afecta directamente a la formacion del

implante como en su porosidad y estructura (Bode et al. 2019).

La liberacién deseable en los sistemas es de orden cero, ya que la velocidad con la
gue el farmaco se libera es independiente del farmaco liberado en el medio y es
liberado asi a una velocidad constante, aunque este tipo de liberacién no es

comunmente encontrada en este tipo de sistemas ya que la difusion es el
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mecanismo mas comun y es dependiente de la concentracion de farmaco disuelto

en el medio, como lo describe la segunda ley de Fick (Hines & Kaplan, 2013).

La liberacion de la formulacion 2 es similar a la liberacion 1. ambas presentan un
efecto burst y una répida liberacion en la fase 2, Friess y Schlap encontraron que la
rapida liberacion puede ser la fase dos o fase tres dependiendo del tipo de PLGA,

relacionada con la humectabilidad, erosion y la deformacién de las microparticulas.
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9.7 Disefio factorial 2% con puntos centrales.

Los resultados del disefio se analizaron con el software Statgraphics Centurion
XVIII. Los implantes se prepararon y se realizo el recambio de medio por 7 dias y
se realizé la lectura del medio remanente en el espectrofotometro UV-vis como se
describe en la seccidon de métodos. Con los datos se calcul6 el farmaco acumulado
en el efecto burst, al segundo dia y sexto dia de formacion. Los resultados se

muestran en la tabla 20.

Los resultados de la tabla 20 fueron analizados estadisticamente mediante un
andlisis de varianza (ANOVA), considerando un valor-p = 0.05. Adicionalmente se
analiz6 el coeficiente de determinacion (r?) para graficar las curvas de contornos y
de superficie. Los resultados de este analisis se muestran en las tablas 21, 22, 23y
24.
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Tabla 20. Respuesta a experimentos: farmaco acumulado

PLGA
Proporcion
P50:50
P50:50
P85:15
P75:25
P75:25
P75:25
P50:50
P50:50
P85:15
P85:15

P85:15

FACTORES
Aciplp
estearico
(%miv)
5%
3%
3%
4%
4%
4%
5%
3%
5%
5%

3%

Farmaco

(mg/mL)

150

150

100

125

125

125

100

100

100

150

150

Efecto burst
(tiempo cero)

(Y%omasa)
10.07
16.69
15.25

16.8
15.04
13.01
21.57
31.84
17.24
11.46

12.78

VARIABLES

Tiempo 2
(48 h)

(%omasa)
28.47
38.44
30.81

62.1
61.02
57.55
55.85
62.25
44.03
43.03

27.07

Tiempo 6
(144 h)

(Y%omasa)
34.16
41.83
33.02
96.83
93.71
94.52
68.82
64.55
45.78

50.7

28.56
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9.7.1 Efecto burst

La evaluacion del efecto burst en la liberacidén, es decir, tiempo cero, mostrd
variables que son estadisticamente significativas en nuestra respuesta (porcentaje
de farmaco acumulado a este tiempo), estos resultados se pueden observar en la

tabla 21 a continuacion.

Tabla 21. Andlisis de varianza de la de la respuesta: efecto burst

Fuente de variacion Cii?rzggs . Cuadrado Medio  Raz6n-F Valor-p
A:PLGA 68.67 1 68.67 11.71 0.0267
B:Acido estearico 32.88 1 32.88 5.61 0.0770
C:Farmaco 152.25 1 152.25 25.97 0.0070
AB 38.54 1 38.54 6.57 0.0624
AC 42.32 1 42.32 7.22 0.0548
BC 0.014 1 0.014 0.00 0.9628

Error total 23.45 4 5.86

Total (corr.) 358.14 10

El analisis de varianza muestra dos efectos que presentan valores-P menores a
0.05, siendo valores significativos al ser diferentes de cero con un nivel de confianza
de 95.0%, refiriendome al PLGA con un valor de 0.0267 y el farmaco con un valor
de 0.0070. EI PLGA al aumentar la relacion molar de los mondmeros lactico:
glicélico aumenta su hidrofobicidad y con ello encapsula mayor cantidad de DOX.
De acuerdo con el ANOVA esta disminucion se debe al PLGA y no al error aleatorio
gue se pudiese presentar durante la formacion de los implantes. Por su parte,
cuando la cantidad de DOX en la formulacion incrementa, también se observa un
efecto significativo. Este comportamiento puede ser debido a que hay una
saturacion de la cantidad disuelta, por ello, al incrementar la cantidad de DOX el
efecto observado es una disminucién, pero cabe sefalar que es con respecto al total
adicionado. El ANOVA de la evaluacion del efecto burst en la liberacién indica que

el &cido estearico no es un factor significativo. No obstante, en caso de que el valor
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de significancia elegido hubiese sido un valor-p = 0.1, entonces si tendria un efecto
significativo, al igual que las interacciones dobles. Aunque estadisticamente no hay
datos suficientes para rechazar la hip6tesis nula para el factor acido esteérico, en la
realidad los resultados demostraron que si tiene un impacto en la formacion del
implante. Una de las razones para que no haya resultados significativo es que en la
formacioén del implante hay factores que tienen una variabilidad natural que pueden
ocasionar mayores diferencias, por ejemplo, la velocidad de inyeccion el sitio de
administracién entre otros. También es importante mencionar que la interaccion AC
muestra un valor cercano al limite de significancia, siendo de 0.0548 pero al ser
mayor el valor-p (0.05) se concluye que el error aleatorio es mayor que el efecto de

la interaccion sobre la evaluacion del efecto burst en la liberacion.

El diagrama de Pareto estandarizado (Figura 13) ilustra graficamente el ANOVA. En
la figura 13 se demuestra que el farmaco y el PLGA afectan la cantidad de DOX
liberada durante el efecto burst, mostrando un efecto inhibitorio, esto quiere decir
gue el aumentar el grado de PLGA y la cantidad de farmaco, van a retener mayor
cantidad de DOX durante efecto burst. Esto se puede explicar en la proporcion de
polimero, ya que el porcentaje elevado de PLGA, es decir 85:15 ha demostrado en
estudios que retiene la liberacion en comparacion con proporciones mas bajas
(Kapoor et al. 2015).

C:Farmaco o+
= -
A:PLGA
AC
AB

B:Acido esteérico

BC

2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

o
-

Figura 13. Diagrama de Pareto estandarizado para efecto burst
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En el caso del farmaco se atribuye que al presentar un peso molecular alto del
farmaco interfiere su paso por la matriz, reteniendo la liberacion al no permitir un
libre paso hacia el medio (Wang y Burgess). El hiclato de doxiciclina tiene un valor
de peso molecular de 512.94 g/mol por lo que al aumentar su concentracion puede

disminuir la liberacion.

El andlisis de regresion de los factores analizados, ajustados al modelo de factores
fijos arroja una r? de 93.45% y una r? ajustada de 83.62% siendo aceptables para
un analisis de correlacién al ser mayor del 80%, explicando que se tendria una
reproducibilidad elevada en los datos. Por definicion, entre mayor sea nuestro valor
de r?, el modelo se ajusta mejor a los datos, se infiere que cumple con los supuestos
del modelo. El error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de
los residuos es de 2.42, mientras que el error absoluto es de 1.11 es el valor de
promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) es de 1.40
(P=0.22) y la autocorrelacion residual de LAG 1 es de -0.01, Es decir, DW determina
si la correlacion de los términos de adyacentes es igual o diferente de cero, esto
ayuda a determinar si existe algun error en la regresion de los minimos cuadrados,
pudiendo subestimar el error estandar de los coeficientes, puesto que el valor-P es
mayor que 5% (0.05) no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con
un nivel de significancia de 5%. El software estadistico empleado para el andlisis
nos permite calcular los coeficientes del modelo que describe el comportamiento de

la variable de respuesta, los valores son mostrados en la tabla 22.

Tabla 22. Coeficiente de regresion del efecto burst

Coeficiente Estimado

constante 136.82
A:PLGA -1.32

B:Acido estearico -10.70
C:Farmaco -0.5361
AB 0.1254
AC 0.0052
BC 0.0017
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Para un disefo factorial completo con k = 3, el modelo estadistico seria:
Vijk = U+ Ts+ & =p+ a;+ Bj+ v+ aBy +ava+ BYjr + Eijk

Donde:

M es la media general

ai es el efecto debido al i-ésimo nivel del factor A

Bi es el efecto del j-ésimo nivel del factor B

vk es el efecto del k-ésimo nivel del factor C

aBirepresenta al efecto de interaccioén en la combinacion ij

ayik representa al efecto de interaccion en la combinacion ik

Byirepresenta al efecto de interaccion en la combinacion jk

&ik es el error aleatorio que se supone sigue una distribucion normal con media cero

y varianza constante y son independientes entre si.
El modelo estadistico queda de la siguiente forma:

Efecto burst = 136.82 - 1.32629 * PLGA- 10.7064 * Acido estearico - 0.536157 *
Farmaco + 0.125429 * PLGA * Acido estearico + 0.00525714 * PLGA * Farmaco

+0.0017 * Acido estearico * Farmaco.

Una vez conocida la ecuacion, se procede a evaluar la grafica de contornos para
establecer valores de respuesta (porcentaje de efecto burst) y asi evaluar las
condiciones en que debe trabajarse para llegar a estas, como lo es modular la

cantidad de &cido estearico, farmaco y tipo de PLGA.
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Figura 14. Contornos de la superficie de respuesta estimada para la cantidad de DOX
liberada durante el efecto burst.

La gréfica de contornos nos muestra los valores en los que debemos trabajar
dependiendo de la respuesta que estemos esperando, es decir si se busca un valor
del efecto burst entre 15.2 y 17.6% (color verde) necesitariamos valores de farmaco
de entre 130 mg y 144 mg dependiendo de la cantidad de acido estearico que deba
agregarse, en esta grafica (figura 14) se deja fijo el valor de PLGA en su punto
medio, haciendo referencia al punto central, PLGA 75:25, ya que es una variable

categorica.

El valor de efecto burst que se decide trabajar (alrededor de 15 a 20%), esta basado
en de Manaspon y colaboradores, 2017, mencionado anteriormente, donde ellos
presentan este porcentaje en sus resultados y reportan como aceptable en la
formacion sin causar dafios en el tejido por la liberacion de solvente y contar con

una liberacion de farmaco aceptable.

Del mismo se modo se procede a evaluar la grafica de superficie de respuesta
estimada para efecto burst para estudiar la relacion entre la respuesta (cantidad de
farmaco liberado) y su dependencia de diversos factores o variables, en este caso

PLGA, &cido esteérico y cantidad de farmaco.
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Efecto burst

Acido estearico

Figura 15. Superficie de respuesta estimada para el efecto burst en la liberacién de

hiclato de doxiciclina a partir de IFIS

El diagrama de superficie de respuesta complementa el diagrama de contornos ya
gue nos muestra la respuesta que vamos a tener en combinacion de los diferentes
factores, en esta grafica por cuestiones de existencia de materiales se deja fijo el
valor de PLGA 75:25. En el diagrama de la figura 15 se muestra que el aumentar el
porcentaje de acido estearico y aumentar la concentracion de farmaco se obtendria
un valor de efecto burst menor de 8% esto se puede explicar que la utilizacion del
acido esteérico es para mejorar la formacion de su estructura (Parent et al. 2013)
por lo que retiene su liberacién inicial como se muestra en la Figura 15. El efecto
contrario al disminuir la cantidad de aditivo no le otorga la formacion correcta y
aunque disminuya la cantidad de farmaco se libera una rafaga inicial mayor debido

a la conjuncion de los efectos.

9.7.2 Andlisis de porcentaje liberado a las 48 horas (tiempo 2)
En la tabla 23 se muestra el resultado del andlisis de varianza (ANOVA) para

determinar la presencia de variables significativas en este tiempo de medicién

(tiempo 2, 48 horas).
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Tabla 23. Analisis de varianza de tiempo 2

Fuente Suma de Cuadrados g.. Cuadrado Medio  Razon-F Valor-p
A: PLGA 200.70 1 200.70 1.00 0.3737
B: Acido 20.51 1 20.51 0.10 0.7651
estearico

C:Farmaco 391.02 1 391.02 1.95 0.2351
AB 259.35 1 259.35 1.29 0.3190
AC 269.70 1 269.70 1.34 0.3107
BC 0.08611 1 0.08611 0 0.9845
Error total 802.22 4 200.55
Total (corr.) 1943.59 10

El analisis de varianza para el tiempo 2 no arroja ningun valor que se muestre con
un valor-p menor o igual a 0.05, por lo que en este tiempo la cantidad de DOX
liberada no es por el efecto de los factores en estudio ya que no existe una diferencia
estadisticamente significativa, es decir, el error aleatorio debido a los factores no
controlables es mayor. Entre los factores no controlables que pueden conducir a
una variacion en la cantidad de DOX liberada estan la forma que adopta el implante
al momento de la formacidn, asi como la estructuracion del sistema matricial.
Mientras que la r? presenta un valor de 58.72%, la r? ajustada que es mas adecuada
para comparar modelos de con diferente nimero de variables independientes es de
0.0%. El error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los
residuos es de 14.16, mientras que el error absoluto es de 7.52 siendo el valor de
promedio de los residuos. Al no tener variables significativas y un valor de r2 menor
al 75 % para el modelo estadistico, la construccion de las gréficas de contorno y de
superficie carecen de significancia por lo que no se presentan como parte de los

resultados.

9.7.3 Andlisis de porcentaje liberado a las 144 horas (tiempo 6)
El analisis de varianza para determinar el efecto de las variables de entrada sobre

la cantidad de DOX liberada en a las 144 horas se muestra en la tabla 24.
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Tabla 24. Analisis de varianza de tiempo 6

Fuente Suma de Cuadrados g.. Cuadrado Medio  Raz6n-F Valor-p
A:PLGA 328.96 1 328.96 0.25 0.6451
B:Acido 124.03 1 124.03 0.09 0.7753
estearico
C:Farmaco 404.98 1 404.98 0.30 0.6105
AB 183.36 1 183.36 0.14 0.7293
AC 418.18 1 418.18 0.31 0.6049
BC 0.8192 1 0.8192 0.00 0.9814
Error total 5320.40 4 1330.10
Total (corr.) 6780.74 10

El andlisis de varianza de la cantidad de DOX liberada al sexto dia no muestra
ningun resultado con un valor-p menor o igual a 0.05, por lo que en al sexto dia de
liberacion tampoco existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
factores estudiados. EI modelo estaditico que describe el comportamiento de
liberacion para el dia 6 presenta una r? de 21.53% y una r? ajustada de 0.0% al igual
gue el analisis para el tiempo 2 de liberacién. El error estandar del estimado muestra
gue la desviacion estandar de los residuos es de 36.47, mientras que el error
absoluto es de 19.47 es decir el valor de promedio de los residuos. No se cuentan
con variables significativas y con el valor de en r?, no se prosigue con el andlisis de

graficos y diagramas.

Se descartan los tiempos 2 y 6 (porcentaje liberado a las 48 y 144 horas,
respectivamente) para la evaluacion de las formulaciones de acuerdo con el disefio
de experimentos y se destaca la importancia del efecto burst, ya que cuando se
disefian implantes inyectables es importante controlar la rafaga inicial del efecto
burst en las primeras 24 horas, esto para evitar toxicidad o efectos secundarios
debido a su larga duracién. Los farmacos hidrofilicos muestran una elevada

liberacidn en el efecto burst en las primeras 24 horas (22.8-68.3%) debido a su alta
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afinidad por el solvente: NMP y en medios de liberacion acuosos lo que conllevan a
una rapida difusion durante la inversion de fases después de su inyeccion (Joiner et
al. 2022). Dependiendo de su uso, el efecto burst puede tener efectos positivos o
negativos. Se considera perjudicial debido a grandes cantidades de farmaco
liberado en un periodo corto de tiempo puede resultar en concentraciones fuera de
los niveles terapéuticos, llevando a efectos adversos. Sin embargo, se ha utilizado
para administrar medicamentos a altas tasas de liberacion para lograr una dosis
inicial de carga, como lo son los antibioticos. Incluso en ciertas situaciones, el efecto
burst es deseado, a pesar de ser impredecible y dificil de controlar (Takur et al.
2014).
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9.8 Liberacion in vitro de DOX a través de membranas de didlisis

La liberacion in vitro se utiliza para simular el posible comportamiento en una
liberacion in vivo, existen diferentes métodos para poder evaluarlo como las
membranas de dialisis, que actian como un compartimiento receptor y el medio
funciona como el medio de liberacion (Fredenberg et al. 2011). La utilizacién de
bolsas de membranas de didlisis se ha usado por muchos investigadores para
evaluar la liberacion in vitro como: Sharma et al y Packhaeuser et al. En la figura 16
se ilustran las condiciones para realizar la liberacion de DOX a través de

membranas de didlisis.

Figura 16. Liberaciéon de la DOX a través de membranas de dialisis. A. Sujecién de los
implantes dentro de las membranas de didlisis en las paletas. B. Agitacién dentro del

disolutor.
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Figura 17. Evaluacioén de la cinética de liberacién en 12 horas de hiclato de doxiciclina en

membranas de dialisis por triplicado. Formulacién 4c.

De acuerdo con el analisis de disefilo de experimentos y considerando las
condiciones de formacion de los IFIS se determin6 que la combinacion de niveles
de los factores, que mas convine para la formulacion de este tipo de sistemas, son
aquellos que corresponden a los puntos centrales. La liberacion in vitro de DOX a
través de membranas de didlisis se cuantifico en la formulacién en puntos centrales
(PLGA 75:25, 4% de éacido esteérico, 125 mg/mL de DOX). Los resultados de la
cuantificacion de DOX liberada se graficaron en el programa Origin 9.0, cuya grafica

se muestra en la figura 17.

La liberacion se evalud por triplicado, mostrando ligeras variaciones en la liberacion
del farmaco, como se puede observar en la figura 17, donde R3 muestra una
liberacién levemente mayor en comparacion con R1 y R2, esto se atribuye a la
formacion del implante ya que, Wang & Burgess mencionan que el utilizar inyeccién
directa en el medio puede generar implantes de formas irregulares, ocasionando

variaciones en la liberacién in vitro. Fredenberg y colaboradores mencionan que la
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presencia de particulas pequefias y particulas recubiertas con PLGA muestran un
perfil de liberacion bifasico con una rapida fase de liberacion secundaria. En la
literatura se conoce que la combinacion de particulas de diferentes tamafios en los
implantes ha demostrado que pueden alterar la liberacion del farmaco, llevar de una
difusion Fickiana a un perfil sigmoideo de liberacion o incluso a un perfil de orden
cero. Existen diferentes factores que pueden modificar la liberacibn en estos
sistemas de formacién in situ, ya sean propios de las caracteristicas del implante,
asi como del medio en el que se liberan como: la proporcion lactico/glicélico, peso
molecular, tamafo, porosidad, densidad del polimero, forma, cambios en el pH y
temperatura (Fredenberg et al. 2011).

Es importante destacar que la liberacion en 12 horas es del 20-22% de farmaco,
estos valores son comparables con el experimento 4, una repeticion de punto central
en el disefio de experimentos, en este caso comparando con el farmaco acumulado,
teniendo un efecto burst de 16.8 unidades de farmaco acumulado. Se destaca que
estas diferencias son atribuidas al método de cuantificacion del farmaco liberado,
ya que en los experimentos del disefio factorial las lecturas se realizaron con un
recambio de medio cada 24 horas y la formacion fue inyeccion directa en el medio,
tomando las alicuotas del medio remanente; mientras que la evaluacion de la
cinética, se evalu6 con ayuda de membranas de dialisis, reflejando como el medio
de formacion afecta la liberacion del farmaco, corroborado por Suh y colaboradores
(2021), donde ellos concluyen que el método de formacion afecta la liberacion in

vitro de implantes de formacion in situ.

9.8.1 Modelo matematico que describe la liberacion de DOX.

Un modelo matematico se emplea para identificar el mecanismo de liberacion del
farmaco, caracterizar el proceso de transporte que se encuentra involucrado,
conocer parametros como el coeficiente de difusion, reducir la experimentacion y
proveer una prediccion (Hines & Kaplan, 2013). Para esto, el analisis de los
resultados de la liberacién de la DOX a través de las membranas se realizé con el
complemento de Excel, DDsolver, donde se evaltan cada uno de los modelos y de

acuerdo con los valores de r? se decide que modelo se ajustan mejor los datos,
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valores mostrados en el anexo 4, Valores obtenidos de r? obtenidos en programa
DDsolver.

La liberacion del farmaco es una propiedad importante de un sistema terapéutico,
constituyendo un prerrequisito para la absorcién del agente terapéutico y contribuye
a la velocidad y biodisponibilidad. Los modelos matematicos son una importante
herramienta en el disefio de formulaciones farmacéuticas al evaluar el progreso de
la liberacion y ayudar a optimizar los sistemas (Bruschi, 2015). El anexo 5,
Liberacion de hiclato de doxiciclina en 12 horas, nos muestra los valores que se
ingresaron en el complemento, ademas del calculo de la desviacion estandar (SD)
y la desviacién estandar relativa (RSD) de los cuales se obtienen los valores en
donde se evalua el valor de r? en todos los modelos y se elige aquella que su valor
sea mas alto, en este caso el modelo que se ajusta es el de Korsmeyer-Peppas, ya
gue muestra valores de r? de 0.9775, 0.9777 y 0.9798, los datos completos se

muestran en el anexo 6, Parametros del ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas.

El perfil de liberacidon en estos sistemas de formacion in situ es muy raro encontrar
una cinética de orden cero, normalmente se muestran perfiles bifasicos o trifasicos,
dependiendo de las caracteristicas de los implantes, existen diferentes respuestas
a esta condicion como la complejidad del proceso, eventos que aumentan o
disminuyen la liberacién del farmaco (Fredenberg et al. 2011). El modelo
Korsmeyer-Peppas (Power law) es una ecuacion semi empirica que describe la
liberacién de sistemas poliméricos, este modelo fue desarrollado por Korsmeyer,
Gurny, Doelker, Buri, Peppas y Ritger, estableciendo una relacién exponencial entre
la liberacion y el tiempo. Dependiendo del valor de n que mejor se ajuste a la
liberacidon del farmaco, existe una clasificacién de acuerdo con el comportamiento:
Clase | Modelo Fickiano (n=0.5) y clase Il Modelo no Fickiano (n=1) (Bruschi, 2015).

Tabla 25. Parametros obtenidos para la evaluacién de la cinética de liberacién de hiclato

de doxiciclina

Parametros Rept 1 Rept 2 Rept 3 Media SD RSD (%)
kKP 4,551 4.647 5.989 5.989 0.804 15.880
n 0.619 0.616 0.523 0.523 0.054 9.282
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Un valor de n puede indicar el mecanismo de la liberacién, por ejemplo, para una
liberacion controlada por difusion, no humectada y que el sistema no se degrada el
valor de la constante n es igual a 0.5, para peliculas delgadas 0.45, para cilindros y
para esferas 0.43, refiriéndose a su geometria (Fredenberg, et al. 2011). El valor de
n que se obtuvo en este caso fue de 0.5, refiriéndose a un mecanismo de liberacién
controlado por difusién de la DOX desde el implante formado. En la difusién, la masa
transferida es un proceso cinético que ocurre en sistemas que no se encuentran en
equilibrio. La difusion molecular se lleva a cabo por el gradiente de concentracion y
esta ocurre en la direccion que la concentracion disminuye. Es importante
mencionar que el coeficiente de difusion dependera de la composicion de la matriz

polimérica (Bruschi, 2015).

El uso de modelos matematicos ayuda a reducir experimentos al realizar
proyecciones utilizando los datos obtenidos con la formula del modelo que se ajusta
a la liberacion. Los valores de algunos parametros pueden determinarse en
experimentos complementarios o complementarse usando los datos experimentales
existentes, la validez de un modelo incrementa si las predicciones concuerdan con
datos experimentales independientes. La predictibilidad se utiliza en muchos
modelos, sin embargo, no se han realizado en muchos estudios (Fredenberg et al.
2011). En el modelo de liberacion de la DOX a partir de los IFIS con PLGA, descrito
por la ecuacién de Korsmeyer-Peppas, se puede predecir en cuanto tiempo se

liberara el 100% del farmaco. La prediccion se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Prediccién de liberacion del farmaco.

En la Figura 18 se observa que para llegar al 100% de la liberacion del farmaco se
tendria que esperar 7 dias para obtener la liberacion completa, donde podemos
observar que al dia 4, ya se tiene una liberacion del 70% aproximadamente,
liberando un 10% por dia hasta obtener la liberacién completa en el dia 7. Por otro
lado, no se debe olvidar que el porcentaje liberado al momento de la formacion del
implante (efecto burst) no debera ser mayor al 20 % de la DOX presente en la

formulacion.

Esto puede explicarse en que una liberacion Fickiana es caracterizada por una alta
velocidad de difusidon del solvente en el interior de la matriz y una velocidad menor
en la relajacion del polimero, este comportamiento induce a la generacién de un
gradiente de penetracion del solvente, la concentracion del solvente disminuye

exponencialmente de la regiébn humectada al centro de la matriz (Bruschi, 2015).
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Para estos estudios se realizan a dos horas de formacion en cada una de las

formulaciones a diferencia del punto central, donde se realiza otra medicion, en este

caso a las 24 h debido a que esta formulacion mostré6 mejores resultados en el

disefio de experimentos. Los resultados a la prueba de textura se reflejan en la tabla

26.

Tabla 26. Resultados de textura de los implantes formados

Formulacion

7b
(PLGA 50:50)

3a
(PLGA 85:15)

4 central
(PLGA 75:25)

Tiempo de
formacion

2 horas

2 horas

2 horas

24 horas

Resultados

Dureza 5.0602 N
Cohesividad: 1644.4 g/s
Elasticidad: 3517.5 %
Dureza: 9.6203 N
Cohesividad: 2802.9 g/s
Elasticidad: 1207.5 %
Dureza: 9.6203 N
Cohesividad: 3911.1 g/s
Elasticidad: 859.1%

Dureza: 9.6203 N
Cohesividad: 1717.9 g/s

Elasticidad: 385.5%

La medicion de las propiedades mecanicas como dureza, compresibilidad,

adhesividad, cohesividad y elasticidad son la llave para los pardmetros mecéanicos

a considerar durante la preparacion de implantes de formacion in situ (IFIS). En esta

prueba, un analizador de textura con un punzéon esférico de peso especifico en

modo de compresién puede ser de utilidad (Ibrahim et al. 2021). La tabla 26 muestra

gue la formulacién 7b compuesta por la proporciéon de polimero 50:50 muestra una
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dureza menor que comparada con las formulaciones 3a y 4central, siendo PLGA
85:15 y 75:25 respectivamente, ademas se presenta una elasticidad mayor en
comparacion con las anteriores. Esto corrobora con los resultados de liberacion de
farmaco de aquellas que contenian PLGA 50:50 en su formulacion mostraban una
liberacion muy rapida de farmaco en los primeros dias de formacion, como se
muestra en las propuestas de formulacién siendo las figuras 10 y 11 en donde el
farmaco se liberaba en mayor cantidad en los primeros dias. Ibrahim y
colaboradores mencionan que una baja dureza expresa la facil administracion y una

buena extensibilidad de la formulacion.

Para los resultados de elasticidad podemos observar cdmo al aumentar el tiempo
de formacion en los puntos centrales pasando de 2 a 24 horas de formacion, la
elasticidad se ve disminuida. ya que la formacién el implante se encuentra en estado
mas solido una vez concluido la primera etapa de liberacion llamada efecto burst, la
elasticidad y la resiliencia nos muestran la relacion plasticidad- elasticidad de los
implantes solidos, en la practica debe existir una moderada resiliencia para permitir

una adaptacion en la formacion del tejido (Agossa et al., 2017).

Una deformacion puede ser utilizada para determinar parametros como adhesividad
o cohesividad, es decir, la maxima fuerza negativa de la primera deformacion (Tai,
et al. 2014), que expresa el trabajo requerido para separar el punzon del implante,
relativo de su tendencia adhesiva al tejido superficial, la cohesividad también se usa
para observar la fuerza de la estructura inerte de los implantes, asi como su
resistencia a la ruptura (lbrahim et al. 2021). En los resultados obtenidos podemos
observar que el valor mayor de cohesividad (3911.1 g/s) se obtuvo en los implantes
elaborados con PLGA 75:25 con dos horas de formacion, mostrando una mayor
adhesion en los primeros momentos de su formacion. Do y colaboradores (2014)
mencionan que se deben de estudiar estos parametros con la debida importancia
ya que, nos llevan a una mejor administracion y una correcta liberacién al permitir

la estadia del sistema (IFIS) en el lugar de inyeccion y la liberacion del farmaco.
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9.9.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido se utiliza para analizar las interacciones que
se pueden presentar entre los componentes de una formulacién farmacéutica. El
andlisis se realiza comparando los termogramas de los principios activos puros 'y en
combinacién con los componentes de la formulacién (Kanwar & Sinha, 2019). A
continuacién, se muestran los termogramas de cada uno de los excipientes

utilizados en las formulaciones (Figura 19).

El termograma de la DOX presenta la misma forma reportada en la literatura, la
fusion alrededor de 168°C, mientras que el pico exotérmico de descomposicion se
presenta a 240°C, confirmado la estructura con Cicco y colaboradores en 2016. Los
termogramas de PLGA son comparables con Benhabbour y colaboradores al
presentar picos endotérmicos con valores que van de 40-50°C debido a una
transicion cristalina y presentar un caracter cristalino. Una vez conocido el
termograma de cada uno de los excipientes se procede a evaluar las mezclas fisicas
de las formulaciones utilizadas en las pruebas, en este caso los polvos de los puntos

centrales, 4c, 7b y 3a mostrados en la figura 20.

Ac. estedrico

Hiclato de doxicidlina

PLGA 50:50

PLGA 7525

: PLGA 8515

Temperatura (°C)

Figura 19. Termogramas de excipientes y de principio activo
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——F4c
——F7b
——F 3a

0

LN
E‘KO.‘
Temperatura (°C)

Figura 20. Termogramas de las mezclas fisicas de las formulaciones 4c, 7b y 3a.

En las tres diferentes formulaciones se observa los picos caracteristicos de hiclato
de doxiciclina correspondientes a la fusibn y a la oxidacion-degradacion,
demostrando que en los excipientes utilizados como acido estearico y los diferentes
tipos de PLGA, no presentan interacciones con la DOX. De los resultados obtenidos
para mostrar una mejor comparacion entre los picos caracteristicos del farmaco se

tiene la tabla 27.

Tabla 27. Resultados cuantitativos de pico caracteristico del farmaco

Muestra Area Temperatura Temperatura Ancho Altura
(LVs/mgq) inicio (°C) final (°C) (°C) (LV/mQ)

Hiclato doxiciclina -410.6 167.2 182.6 235 3.4304
Formulacién 7b -159.2 155.4 183.2 25.5 1.1577
Formulacion 4 ¢ -157.3 159.9 184.8 24.2 1.4318
Formulacion 3a -166.8 161.1 184.3 23.4 1.3198
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El uso de DSC al estudiar las reacciones permite la posibilidad de obtener
informacion sobre el comportamiento de los materiales respecto la temperatura y su
relacién con el tiempo en el proceso de interés (Craig & Reading, 2006). Para tener
un mejor conocimiento del comportamiento de lo que ocurre una vez que se forma
el implante in situ, se realizan los estudios de calorimetria, los termogramas son

mostrados en la figura 21.

——F7b

| — F4c

oo F3a
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Temperatura (°C)

Figura 21. Termogramas los implantes formados correspondientes a las formulaciones
7b, 4cy 3a.

La figura 21 nos muestra los termogramas de los implantes formados. En ellos se
observa un perfil térmico diferente en comparacion con los termogramas de mezclas
fisicas, presentando picos endotérmicos entre 90-100°C. Esta variacion es atribuida
a la naturaleza de la formulacion, al ser una matriz polimérica se refiere a que existe
la union de cada uno de los excipientes dentro del implante, como una misma
identidad, por lo que no se logra distinguir cada uno de los excipientes como es el
caso de los termogramas donde se tiene la combinacion de los polvos de las

formulaciones estudiadas en la figura 20.

Los termogramas de la formulacion 4c (PLGA 75:25) y 3a (PLGA 85:15) muestran
una mayor similitud entre ellos, en comparacion con 7b (PLGA 50:50) debido a que

la diferencia de la proporcion lactico y glicélico entre ellos es muy pequefia.
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9.9.3 Microscopia electronica de barrido

Una vez realizado el tratamiento mencionado anteriormente en el apartado 8.9.3 se
procesaron las muestras de las diferentes formulaciones, los resultados se
muestran a continuacion:

Tabla 28. Micrografias de formulaciones 7b, 3a y 4 central. Microscopia electronica de

barrido, utilizando recubrimiento con oro con la técnica de Sputtering.A diferentes distancias
(100x, 300x y 500x).

Formulacién 7b Formulacioén 4 central Formulacién 3 a

X188 188mm F@-USAII ZBk | 288 18BMm zZeky X188 188xm F@-USAII

FO-USALIL X S8 rm FR-USATI

Fe-USAII X FQ-USAII

En la tabla 28 podemos observar las micrografias de la formulacion 7b, mostrando
una estructura suave y porosa, comparandose con estudios de Astaneh y
colaboradores, donde ellos usaban polimero PLGA 50:50 en sus formulaciones. La

presencia de una gran cantidad de poros en este tipo de formulaciones que
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contienen polimero 50:50, tiene como resultado una mayor liberacion de farmaco,
esto es atribuido a que el farmaco tiene un libre paso a través de la matriz polimérica,

permitiendo facilmente su liberacion.

Se puede destacar que las formulaciones 7b y puntos centrales (4c) a una distancia
de 100x parecen presentar una morfologia similar, pero al aumentar a 300x se
pueden notar las diferencias en su estructura, estas diferencias se corroboran a
evaluarlas a 500x, donde la formulacion 7b presenta una mayor cantidad de poros

en su estructura a diferencia de 4c.

En las micrografias de la formulacion 3a podemos destacar que presenta una
estructura mas compacta al observarla a una distancia de 300x, esto se muestra
con mas claridad en 500x demostrando la poca presencia de poros en las
formulaciones que contienen PLGA 85:15. Esta informacion explica el por qué en
este tipo de formulaciones el farmaco se libera en menor cantidad, ya que no
permite un libre paso, reteniendo asi, al farmaco dentro de su estructura. Ademas
de corroborarse con estudios de Sun y colaboradores en 2018, donde ellos
confirman que el aumento de concentracion de polimero conduce a una transicion

similar de una esponja porosa a una menos porosa.

La importancia de realizar la visualizacion de la microestructura de los implantes es
gue nos ayuda a comprender la liberacion del farmaco y cdmo la matriz erosiona
con el paso del tiempo. De esta forma podemos comprender la curva de liberacion

y mejorar aspectos en la formulaciéon (Solorio & Exner, 2015).
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10. CONCLUSIONES

La formulacion de implantes de formacién in situ a base de PLGA (Viatel™) se
disefiaron y desarrollaron siguiendo los lineamientos de QbD, estableciendo en
primer lugar los atributos que debe cumplir el producto, para posteriormente
identificar los factores que afectan la formacion del implante con la finalidad de
establecer el espacio de conocimientos mediante un disefio de experimentos

factorial completo 22 con tres puntos centrales.

Los IFIS cumplen con los requisitos de calidad al presentar una liberacion de DOX
en siete dias, presentar una facil inyectabilidad, una apariencia de solucion amarilla,

transparente e inodora.

El disefio de experimentos factorial completo 23 con tres puntos centrales permitié
establecer que para cumplir con efecto burst menor al 20 % de DOX liberada, se
debe formular en la region de PLGA 75:25, Ac. Estearico de 3% a 5% vy
concentracion de DOX de 200 mg/mL a 300 mg/mL

La caracterizacion de los IFIS demostré que los sistemas cumplen con una textura
suave, con presencia de poros en su estructura y que no hay interaccion entre los

excipientes de la formulacion.

La liberacion de la DOX a partir de IFIS mediante el método de reposicion de medio
y mediante el método de dialisis demostraron que la dosis de la DOX se libera en
siete dias mediante un mecanismo que sigue una cinética de Korsmeyer-Peppas,
el mecanismo por el cual se libera parcialmente el farmaco, siendo por difusion al

presentar un valor de n =0.5

Por lo anterior, fue posible el disefio, desarrollo y evaluacion de IFIS a base de
PLGA cumpliendo con las pautas establecidas por la guia ICH Q8 para el disefio y
desarrollo de productos farmacéuticos. El tiempo para la liberacion del IFIS se
analizé por medio de un disefio experimentos factorial completo 22 con tres puntos
centrales el cual permitié establecer las condiciones de proceso para lograr cumplir
con siete dias de liberaciéon, tiempo de la duracion del tratamiento con este

antibidtico.
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ANEXO 1. Calculos para obtener la grafica de la curva de calibracion

12. ANEXOS

Muestra Conc Abs (Conc)? Abs? Con *
Abs
[mg/mL] | (nm) | [mg/mL] (nm) (X*Y)
1 0.0350 0.728 | 0.00122 0.52998 0.02548
1 0.0350 0.725 | 0.00122 0.52562 0.02537
1 0.0350 0.703 | 0.00122 0.49420 0.02460
2 0.0256 0.579 | 0.00065 0.33524 0.01482
2 0.0256 0.533 | 0.00065 0.28408 0.01364
2 0.0256 0.529 | 0.00065 0.27984 0.01354
3 0.0180 0.400 | 0.00032 0.16000 0.00720
3 0.0180 0.365 | 0.00032 0.13322 0.00657
3 0.0180 0.358 | 0.00032 0.12816 0.00644
4 0.0128 0.312 | 0.00016 0.09734 0.00399
4 0.0128 0.266 | 0.00016 0.07075 0.00340
4 0.0128 0.251 | 0.00016 0.06300 0.00321
5 0.0090 0.188 | 0.00008 0.03534 0.00169
5 0.0090 0.184 | 0.00008 0.03385 0.00165
5 0.0090 0.155 | 0.00008 0.02402 0.00139
6 0.0064 0.12 | 0.00004 0.01440 0.00076
6 0.0064 0.11 0.00004 0.0121 0.00070
6 0.0064 0.097 | 0.00004 0.009409 0.00062
7 0.0032 0.031 | 0.00001 0.000961 0.00009
7 0.0032 0.026 | 0.00001 0.000676 0.00008
7 0.0032 0.018 | 0.00001 0.000324 | 0.00005
X Y X2 Y? X*Y
Sumatoria 0.3300 6.678 | 0.00750 3.23225 0.15537
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ANEXO 2. Evaluacion de liberacion de formulacion 1 en 7 dias.

Tiempo | Absorbencia | Concentracion Masa %Masa | Acumulado

(dias) (nm) (mg/mL)

Inicial 0.100 6.009 36.057 18.028 18.028

Inicial 0.094 5.649 33.894 16.947 16.947
1 0.315 18.930 94.651 47.325 65.354
1 0.290 17.427 87.139 43.569 60.516
2 0.100 6.009 30.048 15.024 80.378
2 0.108 6.490 32.451 16.225 76.742
3 0.090 5.408 27.043 13.521 93.900
3 0.100 6.009 30.048 15.024 91.766
4 0.650 1.562 7.812 3.906 97.806
4 0.790 1.899 9.495 4.747 96.514
5 0.250 0.601 3.004 1.502 99.308
5 0.404 0.971 4.855 2.427 98.942
6 0.090 0.216 1.081 0.540 99.849
6 0.120 0.288 1.442 0.721 99.663
7 0.040 0.048 0.240 0.120 99.969
7 0.096 0.115 0.576 0.288 99.951
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ANEXO 3. Evaluacion de liberacién de farmaco en la formulacion 2 por 7 dias.

Tiempo (dias) | Abs (nm) (n?golrr]rfL) Masa %Masa Acumulado
Inicial 0.150 9.014 54.087 18.029 18.028
Inicial 0.130 7.813 46.875 15.625 15.625

1 0.510 30.649 153.245 51.082 69.110
1 0.500 30.048 150.240 50.080 65.705
2 0.112 6.731 33.654 11.218 80.328
2 0.200 12.019 60.096 20.032 85.737
3 0.090 5.409 27.043 9.014 89.342
3 0.080 4.808 24.038 8.013 93.750
4 0.850 2.043 10.216 3.405 92.748
4 0.800 1.923 9.615 3.205 96.955
5 0.304 0.731 3.654 1.218 93.966
5 0.310 0.745 3.726 1.242 98.197
6 0.233 0.560 2.800 0.933 94.898
6 0.223 0.536 2.680 0.893 99.090
7 0.124 0.149 0.745 0.248 95.148
7 0.106 0.127 0.637 0.212 99.302

ANEXO 4. Valores de r obtenidos en programa DDsolver.

Modelo Valorde r2 1 Valor de r? 2 Valor de r? 3
Orden cero 0.4426 0.4054 0.2836
Primer orden 0.5907 0.5239 0.4707
Higuchi 0.9351 0.9653 0.9396
K-Peppas 0.9775 0.9777 0.9798
Hixson-C 0.5444 0.4861 0.4120




ANEXO 5. Liberacién de hiclato de doxiciclina en 12 horas, DDsolver.
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Tiempo (horas) R1 R2 R3 Media SD RSD
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 3.88 3.22 4.10 3.73 0.46 12.27
2 6.58 7.08 9.13 7.60 1.35 17.76
3 8.73 8.30 10.42 9.15 1.12 12.27
4 10.42 11.00 12.18 11.20 0.90 8.01
5 11.64 12.00 13.83 12.49 1.17 9.38
6 14.26 15.00 16.68 15.31 1.24 8.11
8 17.95 18.00 18.15 18.03 0.11 0.59
10 20.71 21.00 21.03 20.91 0.18 0.85
12 21.44 21.50 22.32 21.75 0.49 2.26

ANEXO 6. Parametros del ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas

Parametros Rept 1 Rept 2 Rept 3
N obs 10 10 10
DF 8 8 8
R obs pre 0.9888 0.9861 0.9900
R? 0.9775 0.9719 0.9798
R? adj 0.9747 0.9684 0.9772
MSE 1.2847 1.6690 1.1691
MSE_root 1.1333 1.2919 1.0813
Weighting 1 1 1
SS 10.2742 13.3520 9.3530
WSS 10.2742 13.5220 9.3530
AlC 27.2964 29.9166 26.3569
MSC 3.0461 2.8321 3.0632
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ANEXO 7. Divulgacion de los resultados de la investigacion en diferentes eventos especializados.

Conferencia Iberoamericana de facultades de farmacia
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Campos Morales N., Bernad Bernad M. J. , Llera Rojas V.G., Quirino
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IX Congreso del Departamento de sistemas biol6gicos, UAM-X.

m DEPARTAMENTO DE SISTEMAS
BIOLOGICOS
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