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RESUMEN

En el presente estudio se plante6 combinar dos sistemas de encapsulacién de ibuprofeno como
las microparticulas de cera de abeja y los hidrogeles a base de pectina y quitosano, para
prolongar la liberacion del farmaco en el tiempo. Se inici6 con la definicion y seleccion de los
protocolos de elaboracion de cada sistema individual (microparticulas o hidrogeles). Para
evaluar la eficiencia de los protocolos, se analizo la formacion de las microparticulas mediante
SEM, la formacion de los parches con FTIR y su capacidad de hinchamiento. Se analizaron
diferentes protocolos de formacién de los parches, y se determind que el mejor fue el de
homogeneizacion de la solucion polimérica durante el entrecruzamiento a una concentracion
polimérica del 3.33% p/v, y una relacion pectina:quitosano de 1:1. Ademas, se realizaron
pruebas de liberacion de ibuprofeno en cada sistema por separado. Con esto se demostré que
los sistemas individuales liberan el f&rmaco de manera abrupta durante las 5 primeras horas.
Posteriormente, se realizaron pruebas de insercion de ibuprofeno en los parches por medio de
dos protocolos: adicién directa y adicién por hinchamiento, siendo el més efectivo el método
de adicién por hinchamiento. Finalmente, se evalu6 la liberacion del farmaco en el sistema
combinado en donde se evidencio la liberacién prolongada de ibuprofeno, demostrando asi,

que la combinacion de los sistemas es eficiente.

Palabras clave: microparticulas, cera de abeja, parches, pectina, quitosano, liberacion

acelerada, liberacion prolongada, sistemas de liberacion.



ABSTRACT

In the present study, it was proposed to combine two ibuprofen encapsulation systems such as
beeswax microparticles and hydrogels based on pectin and chitosan, to prolong drug release
over time. We started with the definition and selection of the processing protocols for each
individual system (microparticles or hydrogels). To evaluate the efficiency of the protocols,
the formation of the microparticles was analyzed by SEM, the formation of the patches with
FTIR and their swelling capacity. Different patch formation protocols were analyzed, and it
was determined that the best one was the homogenization of the polymer solution during
crosslinking at a polymer concentration of 3.33% wi/v, and a relation pectin:chitosan of 1:1. In
addition, ibuprofen release tests were performed on each system separately. With this, it was
shown that the individual systems release the drug abruptly during the first 5 hours.
Subsequently, ibuprofen insertion tests were performed on the patches by means of two
protocols: direct addition and addition by swelling, with the swelling addition method being
the most effective. Finally, the drug release was evaluated in the combined system where the
prolonged release of ibuprofen was evidenced, demonstrating that the combination of the

systems is efficient.

Keywords: microparticles, beeswax, patches, pectin, chitosan, accelerated release, prolonged

release, release systems.
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1. INTRODUCCION

Los sistemas de liberacion de farmaco son formas de dosificacion de medicamentos a una
velocidad y/o zona determinada del cuerpo por un periodo de tiempo especifico. Estos sistemas
funcionan como vehiculos que transportan un farmaco hacia la zona que desea ser tratada [1].
Existen diferentes tipos de sistemas de liberacion y encapsulacion de farmaco, como son los:
sistemas de liberacion acelerada, sistemas de liberacion diferida, sistemas flotantes y
bioadhesivos y, los sistemas de liberacion controlada [2]. Estos ultimos, son uno de los sistemas
mas estudiados en los ultimos afios ya que mejoran las pautas posologicas, el perfil
farmacocinético pero también logra reducir los efectos secundarios [3]. Ademas, existen varias
rutas para administrar el farmaco como la oral, transdérmico, pulmonar, etc., y dependiendo de
estas, existen diferentes sistemas para administrar el farmaco siendo las mas comunes las

microparticulas y los hidrogeles [4].

Por un lado, las microparticulas son sistemas coloidales que comprenden un tamafio de
particula de 1 a 1000 um [5]. En los ultimos afios, las microparticulas han sido utilizadas como
sistemas de administracion de farmaco por lo que existen diferentes métodos para su
elaboracion, tales como vapor quimico, hidrélisis, método sol-gel y el mas utilizado, emulsion
evaporacion de solvente [6]. Para su elaboracion, se pueden utilizar como agentes
encapsulantes materiales naturales como ceras y mantecas ademas de materiales sintéticos
como vidrio, cerdmica, entre otros. Estudios demuestran numerosos beneficios de estos
sistemas en el campo de la biomedicina como la proteccion efectiva contra la degradacion,
facilidad para administrar farmacos y efectividad para controlar la liberacién del farmaco,

dependiendo el agente encapsulante [7].
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Los materiales naturales, en especial los biopolimeros, son el foco de estudio en los Gltimos
afios por su baja toxicidad, biodegradabilidad, bajo costo y flexibilidad a los cambios en su
estructura [8]. Un claro ejemplo de esto es la cera de abeja, la cual ha sido sometida a estudios
como agente micro encapsulante de farmaco [9], por su asequibilidad en territorio ecuatoriano,
facil manejo y bajo costo como una alternativa a los agentes convencionales sintéticos; sin
embargo, se han encontrado factores que interfieren en la liberacion de farmaco con
microparticulas de cera de abeja como su bajo punto de fusion que provoca emulsiones
heterogéneas y microparticulas con morfologia irregular [10], obteniendo como resultado una

liberacion acelerada no deseada.

Por otro lado, los hidrogeles son estructuras biopoliméricas tridimensionales hidrofilicas,
que tienen capacidad para hincharse y retener ciertas cantidades de agua, manteniendo su
estructura gracias al entrecruzamiento el cual puede ser fisico o quimico [11]. Se ha estudiado
la aplicacion de hidrogeles en la industria cosmética, alimenticia y agroquimica; sin embargo,
al auge de este sistema se encuentra en la industria biomédica como agente encapsulante de
farmacos, por su caracteristica biocompatible [12]. Existen distintos tipos de hidrogeles que se
clasifican en sensibles al pH, sensibles a temperatura, electro sensibles y fotosensibles [13].
Los materiales cominmente usados en la elaboracion de hidrogeles son las proteinas como la

albumina y gelatina y, polimeros como el almidén, celulosa, pectina y quitosano.

Para la formacidn de hidrogeles, se han efectuado pruebas con distintos tipos de polimeros,
encontrandose entre los mas comunes, la pectina y el quitosano [14]. La pectina es un
polisacarido que esta conformado principalmente por é&cido galacturénico que tiene
propiedades gelificantes y esta presente en los tejidos frutales y vegetales [15]. Asimismo, el
quitosano es un producto de la desacetilacion de la quitina, el cual, es el segundo polisacarido

mas abundante en la naturaleza y se puede encontrar mayormente en el exoesqueleto de los
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crustaceos [16]. Se ha demostrado que existe compatibilidad entre la pectina y el quitosano al
momento del entrecruzamiento para la elaboracion de parches de hidrogel por medio de la
mecano-quimica, la cual consiste en realizar un tratamiento mecanico de molienda a los
polimeros [17]; sin embargo, en distintos estudios de los hidrogeles como agentes

encapsulantes de farmaco se obtiene como resultado una liberacion acelerada [18].

Se ha detectado como problema general la liberacion acelerada de farmaco en los sistemas
individuales mencionados, lo que significa que los sistemas de administracion de farmaco
pueden presentar efectos adversos como sobredosis, efectos secundarios y la necesidad de
administraciones repetitivas mas periodicas [19]. Para estudiar esta problematica, se ha
utilizado al ibuprofeno como farmaco modelo por su amplia disponibilidad, farmacocinética
conocida y sensibilidad a factores ambientales [20]. Estudios recientes, mencionan pruebas de
encapsulacion de ibuprofeno en sistemas combinados como microesferas de quitosano con un
complejo interpolimérico [21], obteniendo como resultado el mismo problema detectado, la
liberacion acelerada. Con estos antecedentes, surge la posibilidad de combinar las
microparticulas con los hidrogeles para obtener una doble barrera protectora [22] que podria

favorecer la liberacion controlada de farmaco.

Es por esto que, se propone desarrollar un sistema de administracién controlada de
ibuprofeno como farmaco modelo, combinando dos sistemas de liberacion de farmaco, tales
como, microparticulas de cera de abeja e hidrogeles a base de pectina y quitosano. Para cumplir
dicho objetivo, primero se estudiara la liberacién de ibuprofeno en las microparticulas de cera
de abeja y posteriormente se estudiara la liberacién de ibuprofeno en los hidrogeles a base de
pectina y quitosano. Finalmente, se combinaran los sistemas de liberacion de farmaco para
prolongar la liberacion del ibuprofeno. Con esto se espera aportar informacion relevante a la

industria ecuatoriana y asi fortalecer los campos biomédicos del pais.
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

Los materiales usados en la formulacion de microparticulas fueron cera de abeja obtenida
de mercados locales e ibuprofeno al 98% obtenido de Sigma-Aldrich (Nro. de catalogo: 14883).
Asimismo, los materiales usados para la elaboracion de parches de hidrogel fueron pectina
citrica brasilefia (con grado de metoxilacion de aproximadamente 69%), quitosano (obtenido
de céscara de camarones con grado de desacetilacion > 75%) de Sigma-Aldrich (Nro. de

catalogo: C3646) y glicerol con 99.5% de grado USP de Loba Chemie.

2.1 Elaboracién de microparticulas

Para las microparticulas de cera de abeja se utilizé el método de emulsion-evaporacion
de solvente propuesto por Wang et al. usando como solvente organico el acetato de etilo [23],
variando el surfactante a Tween80. Este método consta de dos partes, en primera instancia se
calentd a 65°C la fase organica (que contiene 1 g de cera de abeja con ibuprofeno al 5% p/v y
acetato de etilo) para mezclar con la fase acuosa (que contiene Tween80 0.5%) previamente
calentada a 80°C, por 1 minuto con el homogeneizador a 1200 rpm. Una vez homogeneizado
por 1 minutos, se afladié 50 mL de agua destilada y se homogeneiz6 por 10 segundos mas.
Posteriormente, se dejo en agitacion (400 rpm) durante 24 horas para la evaporacién del
solvente organico a temperatura ambiente. Se puede observar el proceso ilustrado en el anexo

A

Para corroborar la formacién de las microparticulas se analizaron alicuotas en un
microscopio LEICA DM 500, a una magnitud de 40x. Finalmente, se escogieron las imagenes
adecuadas para analizarlas en el software ImageJ, y se obtuvieron las mediciones del diametro

y area de particula (minimo 70 mediciones).
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Como blancos, se prepararon microparticulas sin ibuprofeno siguiendo el mismo

protocolo. Esto se utilizé para compararlas con las microparticulas con ibuprofeno.

2.2 Liberacion de ibuprofeno en microparticulas

Para realizar la prueba de liberacion de farmaco, se mezclaron las microparticulas
liofilizadas (5 mg/mL) en una solucién tampon fosfato salina (PBS) de pH 7.3 que simula los
fluidos corporales [24] con Tween80 al 5% p/v para evitar aglomeracion de las microparticulas.
Se coloco 5 ml de la mezcla en jeringas con filtros con tamafio de poro de 0.45 um y se
incubaron a 37°C, bajo agitacion constante de 40 rpm. Se tomaron alicuotas de 100 pL a las

0.5,1,2,3,4,5, 24,y 48 horas.

Para cuantificar el porcentaje liberado del farmaco modelo, se analizaron las muestras
diluidas en 1.9 uLL de PBS en un espectrofotometro CECIL CE 2041 UV-VIS, a una longitud
de onda de 222 nm (Amax del ibuprofeno) [25]. La concentracion del fArmaco se obtuvo con
la curva de liberacion (Anexo B) para la cual, se utilizaron estandares con concentraciones

conocidas de ibuprofeno en PBS.

Microparticulas sin ibuprofeno elaboradas a través de la misma metodologia, fueron

utilizadas como blancos.

2.3 Elaboracién de hidrogeles

Segun lo propuesto en trabajos previos en el Laboratorio de Biomateriales de la
Universidad San Francisco de Quito [26], se estableci6 la relacion entre pectina citrica y
quitosano 1:1 para la elaboracion de parches de hidrogel. La mezcla sélida de los polimeros se
sometio a un tratamiento mecanico durante 15 minutos con ayuda de un mortero y un pistilo
[17]. Posteriormente, se mezclé manualmente los polimeros con un buffer de acetato de sodio

(2.0 Ny pH 2) y glicerina al 5% v/v como plastificante durante 30 segundos aproximadamente.
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Se permitid la formacion de los hidrogeles por 2 horas a temperatura ambiente y finalmente,

se secaron los hidrogeles a 40°C; se puede observar este proceso ilustrado en el anexo C.

Al obtener como resultado parches heterogeneos (ver seccién de Resultados y
Discusion), se decidio realizar pruebas de variacion en la concentracion polimérica (10%, 5%
y 3.33% p/v) ademas, se probaron nuevos protocolos de elaboracion de parches tales como:
mezcla manual (protocolo original establecido), mezcla con homogeneizador por 30 segundos
y mezcla manual con previo calentamiento del buffer. Una vez obtenidos los parches, se
realizaron pruebas de hinchamiento, un parametro que sirve como indicador de estabilidad, y,

por lo tanto, para determinar el mejor protocolo de elaboracion.

Para la prueba de hinchamiento, se sumergieron muestras de los parches con un
diametro de 1 cm en PBS a 37°C, temperatura corporal [27]. Se pesaron las muestras a las 5
primeras horas y posteriormente a las 24 y 48 horas, para determinar el porcentaje de

hinchamiento con la ecuacion 1.

m
%Hinchamiento = — x 100% (D

ml
En la cual, m¢ es la diferencia de la masa final menos la inicial y m; es la masa inicial.

Finalmente, los hidrogeles se caracterizaron por Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR, Agilent Cary 630 con punta de diamante). Para esto se ajusto
el equipo a un gain de 222 con un rango de nimero de onda de 650 a 4000 cm-1y se sometieron
a prueba los hidrogeles con concentracion polimérica de: 10%, 5% y 3.33% p/v, elaborados

con el protocolo de mezcla por homogeneizador.

2.4 Encapsulacion y liberacion de ibuprofeno en hidrogeles

Se probaron dos de los tres métodos propuestos por Patel y Joshi en 2019, para

encapsular el farmaco [28]. El primer método fue el de adicion directa, que consistia en afiadir
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el ibuprofeno en el buffer de acetato de sodio con glicerinay seguir el protocolo establecido de
elaboracion de hidrogeles (seccion 2.3), mientras que, el segundo método consistio en insertar
el farmaco por hinchamiento (ver protocolo establecido en la seccidn 2.3) durante 5 horas, con
distintos volimenes: 5 mL, 1 mL y 05 mL, en muestras circulares de 1x1 cm
aproximadamente. Para esto, se prepard PBS con 100 ug/mL de ibuprofeno. Finalmente, se
determind el volumen final y se lo analizé en el UV-VIS para calcular el porcentaje de

eficiencia de encapsulacion con la ecuacion 2.

L . Mo — My
%Eficiencia de encapsulacion = E— X 100% (2)

En la cual, moes la masa inicial y ms es la masa final.

Una vez encapsulado el farmaco, se secaron las muestras a temperatura ambiente para
evitar la degradacion del ibuprofeno. Asimismo, para la liberacion de farmaco, se sometio a
los parches a una segunda prueba de hinchamiento con PBS en dénde se retiraron alicuotas las
5 primeras horas y posteriormente a las 24 y 48 horas. Finalmente, se determind la cantidad de

ibuprofeno liberado como se explico anteriormente (seccion 2.2).

2.5 Combinacion de los sistemas y liberacion

Para la combinacion de los sistemas (hidrogeles + microparticulas), primero se
prepararon las microparticulas (ver seccién 2.1) y los hidrogeles (ver seccion 2.3) por separado.
Una vez obtenidos los sistemas individuales, se insertaron las microparticulas en los hidrogeles
por medio de hinchamiento durante 5 horas. Se suspendieron distintas cantidades de
microparticulas (1, 2, 3 y 4 mg/mL) en PBS y se sumergieron los parches en un volumen

conocido de esta suspension (0.5 mL).

Una vez insertadas las microparticulas en los parches, se llevaron a cabo ensayos de

liberacion como se especificd en la seccion 2.4. Se utilizaron blancos que consistian en
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muestras de parches combinados con microparticulas sin ibuprofeno, siguiendo el mismo

protocolo.

2.7 Microscopia electronica de barrido

En el microscopio electronico de barrido JEOL JSM-IT300 se analizo la topografia de
las microparticulas e hidrogeles en funcion de las variables. Las microparticulas fueron
liofilizadas previamente y congeladas a -24°C. Las muestras fueron espolvoreadas y fijadas en
la cinta adhesiva en el disco porta muestras y, se tomaron registros en resoluciones de 200x,
500x y 1000x con un voltaje de 30 kV y presion de 30 Pa. De igual manera, para el analisis de
los hidrogeles se tomaron muestras de 5 mm? aproximadamente y, se colocaron en la cinta
adhesiva del disco porta muestras. Al igual que con las microparticulas, se tomaron registros a

resoluciones de 200x, 500x y 1000x, pero con voltaje de 15kV y presion de 30 Pa.

2.8 Analisis estadistico (ANOVA)

Con ayuda del software Minitab, se realizd un andlisis de varianza conocido como
ANOVA. Se selecciond el modelo lineal general del software y se usé un intervalo de confianza
del 95% para la prueba de comparacion de pares. Los valores son representados como el

promedio de al menos tres mediciones + desviacion estandar (ver anexos).



19

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se han estudiado diferentes tipos de sistemas de liberacidn y encapsulacion de farmacos
para poder reducir problemas de efectos secundarios como sobredosis, ocasionadas por la
liberacion acelerada de estos. Un ejemplo, son los distintos estudios realizados en el
Laboratorio de Biomateriales de la Universidad San Francisco de Quito sobre cada sistema por
separado, comprobando que existen posibles mejoras en los protocolos; sin embargo, no se ha
llegado a obtener la liberacion controlada esperada. Es por esto que, este estudio busca
desarrollar un sistema de liberacion prolongada de farmaco con la combinacion de
microparticulas en hidrogeles. Se utilizé ibuprofeno como un farmaco modelo, representativo

de otros farmacos con baja solubilidad en sistemas acuosos.

3.1 Tamarfio y morfologia de las microparticulas

Se analiz6 la eficiencia encapsulante de la cera de abeja por el método de emulsion-
evaporacion de solvente. Para poder llevar a cabo esto, primero se analizaron las
microparticulas sin ibuprofeno y con ibuprofeno en el microscopio 6ptico. En la figura 1 se
puede evidenciar una diferencia en el tamafio de particula de cada muestra. Las microparticulas
de cera de abeja con ibuprofeno (figura 1b) tienden a tener un menor tamafio que las
microparticulas sin ibuprofeno (figura 1a) por lo que, en diferentes estudios con este farmaco
modelo se lo ha atribuido a las caracteristicas propias del compuesto tales como: sensibilidad
alahumedad y alta degradabilidad [29]. De estudios previos, se conoce que las microparticulas
de ibuprofeno, puede llegar a un maximo de 15 um [30], se comprobd esto con el software de
ImageJ [ver anexo D] utilizando los registros obtenidos para el presente estudio, en donde se

obtuvieron microparticulas con tamafios aproximados de 4 hasta 9 um. Es importante tener en
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cuenta el factor de tamafio de particula ya que, se ha encontrado una relacion directa entre este
factor y la liberacion de farmaco. Es decir, a menor tamarfio de particula, mayor velocidad de

liberacion de farmaco [31].

am

Figura 1. Micrografias dpticas de miropartl’culas (a) cera de abeja sin ibuprofeno y (b)
cera de abeja con ibuprofeno.

A continuacién, se analizaron las microparticulas a través de SEM para conocer la
morfologia de cada muestra. Como se puede observar en la figura 2, las microparticulas de cera
de abeja con ibuprofeno presentan formas irregulares, mientras que, aquellas sin ibuprofeno
tienden a aglomerarse. Esto puede ser ocasionado por las propiedades del agente encapsulante
al momento de elaborar las microparticulas ya que, su punto de fusion se encuentra entre los
63°C alos 65°C [32], y al no mantener estrictamente este rango, se puede solidificar facilmente.
Ademas, se ha encontrado una relacion entre la velocidad de agitacion al elaborar las
microparticulas y el tamafio de particula, en el cual, a mayor velocidad de agitacion, menor
tamafo de particula y mayor desperdicio de material por su adhesion a las paredes del vaso de

precipitacion [9].
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Figura 2. Micrografias electronicas de barrido de microparticulas: (a) cera de abeja sin
ibuprofeno y (b) cera de abeja con ibuprofeno.

3.2 Topografia y estabilidad de los parches de hidrogel

Por medio de SEM, se pudo observar la topografia de la superficie de los parches de
hidrogel, y se defini6 el protocolo adecuado para elaborar parches méas estables. Como se
evidencia en la figura 3, los parches realizados con el protocolo propuesto por Andrés Stacey
en el 2019 [17] pero sin tratamiento mecénico, tienen una superficie altamente porosa
formando una apariencia de parches heterogéneos (figura 3a). Asimismo, los parches con
mezcla manual y variacion de temperatura del buffer (figura 3b), presentaron una superficie
poco porosa con ciertas areas irregulares; sin embargo, los hidrogeles elaborados en el
homogeneizador no presentaron superficie porosa y tienen una apariencia regular, comparados
con los obtenidos a través de los otros dos protocolos. Esto es importante tener en cuenta ya
que, cuando se obtiene parches con superficies regulares y con poca porosidad, significa que
existe un entrecruzamiento fuerte y a su vez, el farmaco tardara en ser liberado [33]. A partir
de esto, se considerd que el protocolo para obtener parches visualmente homogéneos es 3c,

mezcla con homogeneizador.
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Figura 3. Micrografias electronicas de barrido de parches de control (sin tratamiento
mecanico). (a) Mezcla manual (protocolo original), (b) Mezcla manual y buffer caliente, y
(c) Mezcla con homogeneizador.

Una vez determinado el proceso adecuado para homogeneizar adecuadamente los
parches, se realizaron pruebas de elaboracion, siguiendo el tratamiento de mecano-quimica
para que ocurra la correcta accion de entrecruzamiento [17]. En la figura 4, se puede observar
los parches de pectina y quitosano con una relacion 1:1 ya que, en estudios anteriores se
determind que es la proporcion de polimeros con mayor capacidad de hinchamiento [34]; sin
embargo, se vari6 la concentracién polimérica (10%, 5% y 3.33% p/v) para determinar las
mejores formulaciones. En la figura 4a se puede observar un poro con residuos de polimeros
gue no se homogeneizaron en el proceso; sin embargo, en la figura 4b se observan parches con
superficies irregulares y poco porosas. Asimismo, se puede evidenciar que, a mayor cantidad
de buffer, mayor homogeneizacién de los polimeros, aunque, existe un incremento de

rugosidades fibrilosas, tal como se observa en la figura 4c.
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Figura 4. Micrografias electronicas de barrido de parches con una relacion

pectina:quitosano 1:1 a diferentes concentraciones poliméricas: (a) 10% p/v, (b) 5% p/vy,
(c) 3.33% p/v.

Posteriormente, se sometieron a los parches a pruebas de hinchamiento para analizar su
estabilidad en condiciones fisioldgicas, siguiendo el protocolo detallado en la subseccién 2.3.
A partir de esto, se puede observar la importancia de dar un tratamiento mecanico a los
polimeros para formar el hidrogel. En la figura 5, se evidencia que los parches sin el tratamiento
mecano-quimico tienden a hincharse aceleradamente durante las 5 primeras horas, en especial,
los parches elaborados a partir del protocolo original con una capacidad de hinchamiento hasta
del 260% (+5.60 desviacién estandar). Comparando esto con la topografia de los parches
anteriormente analizada, se observa que la figura 3a presenta una superficie altamente porosa.
Sin embargo, a partir de las 24 horas de monitoreo, el hinchamiento de todos los parches sin

tratamiento mecano-quimico comienza a decrecer. Esto se puede atribuir a la degradacién de
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los hidrogeles en el buffer de fosfatos, lo cual, no ocurriria si existiese un entrecruzamiento
entre las cadenas poliméricas [35]; esto se observo empiricamente durante la experimentacion

(ver anexos Ey F).

Estadisticamente, no existe diferencia significativa entre el protocolo de mezcla manual
con calor y el protocolo de mezcla con homogeneizador; sin embargo, demuestran tener menor
capacidad de hinchamiento, por ende, son mas estables que los hidrogeles elaborados con el
protocolo original, los cuales, si demuestran tener diferencia significativa en las primeras 5
horas, comparado con los otros protocolos (p<0.05, ver anexo K). Esto puede estar relacionado
con la homogeneidad de los parches ya que, anteriormente se demostrd que a mayor
homogeneidad menor porosidad, por ende, son mas estables[33]. A partir de esto, se escogio
como mejor protocolo para elaborar parches homogéneos por su apariencia fisica y sin afectar

el entrecruzamiento polimérico, el protocolo de mezcla con homogeneizador.
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Figura 5. Cinética de hinchamiento de los parches sin tratamiento mecanico (control) con
distintos protocolos: mezcla manual original, mezcla manual con buffer caliente y mezcla
con homogeneizador.

Una vez definido el mejor protocolo de homogeneizacion de hidrogeles, se realizaron

pruebas de hinchamiento a los parches con tratamiento mecanico y a distintas concentraciones
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poliméricas (10%, 5% y 3.33% p/v). En la figura 6, se observa un porcentaje de hinchamiento
menor a la de los hidrogeles sin tratamiento mecanico; sin embargo, a partir de las 24 horas,
los parches contindan hinchandose. Esto concuerda con el estudio realizado por Michal
Dziadek et al., en el 2022, en el que se confirma que cuando existe mayor grado de
entrecruzamiento, menor sera el hinchamiento y menos degradacion del parche [36].
Asimismo, los datos coinciden con lo observado en el microscopio electronico de barrido, en
donde la superficie de dichos parches es poco porosa. Con esto, se establece que los parches
con menor porcentaje de hinchamiento y, en consecuencia, los mas estables, fueron los
elaborados al 3.33% p/v. Esto se confirma con el andlisis de Tukey, en donde los paches
mencionados, tienen menor hinchamiento (112.674%, +5.82 desviacién estandar); sin
embargo, todas las relaciones poliméricas analizadas, arrojan datos estadisticamente

significativos (ver anexo L).
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Figura 6. Cinética de hinchamiento de los parches con tratamiento mecanico, mezcla con
homogeneizar y distintas concentraciones poliméricas: 10%, 5% y 3.33% pl/v.

3.3 Caracterizacion quimica de los parches de hidrogel

En primera instancia, se analizaron los materiales utilizados en el presente estudio (pectina

y quitosano comercial), para los cuales se tomaron los espectros FTIR de cada uno (ver anexo
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G). En el espectro de la pectina, las sefiales correspondientes a los grupos —COOCH3 y
—COOH estan solapadas en la misma longitud de onda (1714 cm-1), mientras que los grupos
—COO- esta en una longitud de onda de 1602 cm™ (figura 17a). En cuanto al quitosano, se
encontraron los grupos amidas | y Il con longitudes de onda de 1550 cm™ y 1647 cm™,
respectivamente (figura 17b). A partir de esto, Stacey en el 2019, identifico que no existen
cambios significativos en la estructura quimica de los polimeros si estos se someten a un
tratamiento mecanico por 15 minutos, por separado [17]; sin embargo, cuando se mezcla la
pectina con el quitosano y se les da un tratamiento mecano-quimico, si existen diferencia como
la reduccion de la banda de grupos carboxilicos y el crecimiento de la banda de los grupos
amidas (ver figura 7), ademas, se comprobd esto estadisticamente con el hinchamiento de los
parches con distintos tratamientos en el anexo M, en el cual existe una diferencia significativa
entre los métodos. Un claro ejemplo de esto es la reduccion de la intensidad en la banda con
una longitud de onda de 1714 cm™ correspondiente a los grupos carboxilicos, lo que significa
que ocurre una transferencia de proton de acido carboxilico hacia la amina [37] que se
encuentra en la banda 1602 cm™ por lo que, existe un crecimiento en dicha banda que se traduce

como la formacion de grupos amidas.
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llustracion 7. Espectros FTIR de mezclas sélidas de pectina y quitosano sometidas a
tratamiento mecanico y sin tratamiento mecanico.
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Con esto se puede demostrar que existe de una reaccion mecano-quimica entre los
polimeros. Finalmente, se comprobo con los espectros FTIR que si existe diferencia con los
distintos protocolos de elaboracién sin tratamiento mecanico y los protocolos a diferentes
concentraciones con tratamiento mecanico. En el anexo I, se puede observar que no existen
cambios significativos en las bandas de los espectros IR a medida que varian las
concentraciones polimeéricas; sin embargo, en la figura 8, se puede observar que existen
cambios en la banda 1600 cm™ segun los diferentes protocolos para cada parche. Se puede
decir que existe un desdoblamiento de la banda cuando se afiade calor al buffer y cuando se
utiliza el homogeneizador para obtener parches homogéneos lo cual podria implicar la
formacion de nuevos grupos que fortalecen o no el entrecruzamiento [38] (ver figura 8). A
partir de estos analisis, se corrobora que la mezcla con homogeneizador o calor afiadido y
relacion polimérica del 3.33% p/v es lo idoneo para la formacion de parches homogéneos y por

consecuencia, con entrecruzamiento fuerte.
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Figura 8. Espectros FTIR de parches sin tratamiento mecanico con diferentes protocolos de
elaboracion como protocolo normal, mezcla manual con calor y mezcla con
homogeneizador.
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3.4 Liberacion de ibuprofeno en los sistemas individuales

Los parches de hidrogel y microparticulas son sistemas de encapsulacion y liberacion
del farmaco, por lo que, idealmente deberian presentar liberaciones controladas para
contrarrestar efectos adversos como sobredosis y administraciones continuas, optimizando el
farmaco a largo plazo [4]. A partir de esto, nace la importancia de evaluar los perfiles de
liberacion del farmaco en cada sistema por separado. Para esto, se siguieron los protocolos

expuestos en las secciones 2.2y 2.3.

En el caso de las microparticulas de cera de abeja con ibuprofeno, se realizaron pruebas
de liberacidn por triplicado con sus controles respectivos. En la figura 9, se puede observar la
cinética de liberacién del farmaco durante 48 en PBS, a 37°C (temperatura corporal) [27]. Lo
que se debe destacar de esta figura, es la liberacion acelerada durante las 5 primeras horas de
la prueba. Teniendo en cuenta que las microparticulas de cera de abeja con ibuprofeno
previamente analizadas en la seccion 3.1 tienen un tamafio de particula reducido, se puede
atribuir a este factor, la liberacion acelerada del sistema. Ademas, se deben tener en cuenta las
propiedades de la cera de abeja como su bajo punto de fusién; sin embargo, se cree que, al
incrementar la proporcion de cera de abeja, se lograra disminuir la tasa de liberacion del

farmaco en las microesferas [9].
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Figura 9. Porcentaje acumulado de liberacion de ibuprofeno en PBS 1X a 37°C de las
microparticulas de cera de abeja durante 48 horas.

Del mismo modo, se realizan pruebas de liberacion del ibuprofeno en los parches de
hidrogel formados y previamente cargados con ibuprofeno (ver figura 10). Se probd la
insercion del ibuprofeno con distintos métodos. EI primer método que consistia en la adicion
directa no demostré ser eficaz a la hora de elaborar los parches (ver anexo ). Se cree que este
tipo de método afecta al entrecruzamiento de los polimeros por lo que el parche no se forma
en su totalidad, por ende, se degrada facilmente en PBS. Ademas, el ibuprofeno es un
compuesto con alta tasa de degradabilidad por lo que, pudo degradarse al ser sometido a la
mezcla con los polimeros en el homogeneizador [39]. Posteriormente, se analiz6 el método de
insercion por hinchamiento en distintos volumenes de PBS mezclado con ibuprofeno (0.1
mg/mL). En este andlisis se evidencid una liberacion acelerada similar a la de las
microparticulas (figura 9), en el que la mayor cantidad de ibuprofeno es liberado dentro de las
5 primeras horas y estadisticamente, no existe diferencia entre las liberaciones de los sistemas
individuales (ver anexo N). Uno de los principales motivos puede ser las propiedades de los
polimeros que conforman la membrana como, por ejemplo, el quitosano tiene baja
hidrofilicidad por lo que la resistencia mecanica de las membranas también se ve afectada [40].

Esto puede mejorar afiadiendo la pectina en la mezcla ya que es un polisacarido anionico que
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incrementa la hidrofilicidad del quitosano [36]; sin embargo, al tener un tratamiento mecanico
que hace que el entrecruzamiento sea reversible, ambos materiales tienen la capacidad de
degradarse con el tiempo en soluciones acuosas, por lo que, el farmaco se libera con facilidad.
De igual manera, se puede observar que los valores mas parecidos al modelo de liberacion de

las microparticulas son los parches cargados con ibuprofeno en 5 mly 0.5 ml de PBS.
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Figura 10. (a) Masa Acumulada y (b) Porcentaje acumulado de liberacién de ibuprofeno con
distintos volumenes 1X a 37°C en los parches de pectina y quitosano durante 48 horas.

3.5 Liberacién de ibuprofeno en el sistema combinado
Durante afios, se han estudiado diferentes sistemas para controlar la liberacion del farmaco
en el tiempo; sin embargo, los resultados han demostrado que se logra sostener el farmaco hasta

10 horas aproximadamente [41]. Es por esto, que se han buscado alternativas para prolongar la
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liberacion hasta 48 horas o més, combinando los sistemas de administracion de farmaco
existentes, en este caso, las microparticulas y los hidrogeles.

Después de insertar las microparticulas cargadas de ibuprofeno en los hidrogeles por medio
de hinchamiento con distintas cantidades de microparticulas (1 hasta 4 mg/mL), se realizaron
las pruebas de liberacion de farmaco en PBS. Como resultado se obtuvo que, el hidrogel
cargado con 3 mg/mL de microparticulas es el que logra sostener la liberacion del farmaco en
el tiempo (figura 11); sin embargo, existe similitud entre la liberacion de los parches cargados
con 2y 4 mg/mL. Con ayuda del método de ANOVA y Tukey, se analizaron las liberaciones
de los parches cargados con distintas cantidades de microparticulas, obteniendo que existe
diferencia significativa entre la liberacion de los parches cargados con 1 mg/mL de
microparticulas y aquellos cargados con 3 mg/mL (p<0.05), mientras que los parches con 2 'y
4 mg/mL tienen liberaciones similares (ver anexo O). Como se puede observar en la figura 11,
el farmaco sigue liberandose después de las 24 horas. Los resultados del presente estudio se
asemejan a los datos obtenidos en la investigacion en el 2021 de Carrélo et al., en donde se
observa como la liberacién del farmaco es controlada, al combinar sistemas de encapsulacion,
aunque estos sean elaborados con materiales distintos a los reportados en este estudio [42].
Asimismo, se realiz6 andlisis estadistico entre el tiempo de liberacion y las formulaciones de
los diferentes parches, obteniendo que entre los primeros 30 minutos hasta la primera hora de
liberacion no existen diferencias significativas; sin embargo, a partir de la primera hora hasta
las 48 horas de analisis, si existe diferencia en el porcentaje acumulado de liberacion (ver anexo

0).
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Figura 11. (a) Masa acumulada y (b) Porcentaje acumulado de liberacion de ibuprofeno en
PBS 1X a 37°C de los parches pectina y quitosano, cargados con distintas cantidades de
microparticulas de cera de abeja e ibuprofeno (1, 2, 3y 4 mg/mL), durante 48 horas.

Finalmente, se observa una diferencia estadistica entre la liberacion de los sistemas
individuales y la liberacion del sistema combinado (ver anexo P), en donde este Gltimo sistema,
tiene un menor porcentaje de liberacién con un promedio general del 62.93%. Esto es posible
ya que el hidrogel actia como barrera protectora del farmaco y de las microparticulas. A su
vez, las microparticulas encapsulan y protegen al farmaco [42] por lo que, se presenta una
doble barrera que garantiza la prolongacion de la vida util del sistema con la liberacion

sostenida.
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4. CONCLUSIONES

Se combinaron dos sistemas de administracion de farmaco para prolongar la liberacion del
ibuprofeno siendo estos, las microparticulas de cera de abeja y los hidrogeles a base de pectina
y quitosano plastificados. De esta manera, se busca aportar informacion para el desarrollo de
un nuevo sistema que prolongue la liberacion y asi optimizar el farmaco, fortaleciendo la
industria ecuatoriana.

De esta manera, se mejoraron los protocolos preexistentes para elaborar parches mas
homogéneos y estables. Asimismo, se demostrd la necesidad de un tratamiento mecano-
quimicos para un entrecruzamiento fuerte entre las cadenas poliméricas. Al realizar pruebas de
liberacion de cada sistema por separado, se obtuvieron liberaciones aceleradas con oscilaciones
durante las primeras horas. Con esto, se demostrd la necesidad de desarrollar nuevos sistemas
para controlar la liberacion del farmaco. Finalmente, se encontré que la liberacion de
ibuprofeno con los sistemas combinados es prolongada hasta 48 horas; sin embargo, existen
valores de liberacion iniciales no significativos que fueron reportados como 0, por lo que se
recomienda incorporar mas microparticulas a los hidrogeles o incorporar ibuprofeno no
encapsulado junto a las microparticulas para asi obtener una liberacién inicial significativa
durante las primeras horas.

Con esto, se comprueba la viabilidad de combinar los sistemas de administracion de
farmaco para sostener su liberacion en el tiempo. Finalmente, se recomienda realizar estudios
con distintos materiales de encapsulacion y combinar diferentes sistemas para compararlos.
Asimismo, se recomienda buscar alternativas para evitar la degradacion de los parches en
soluciones acuosas Yy asi establecer un protocolo para la cuantificacion de microparticulas

ingresadas en el sistema.
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. ANEXO A: PROTOCOLO DE ELABORACION DE MICROPARTICULAS

Firmaco + lipido en
solvente orgdnico

® (@]
¥ Firmac ® ..
‘ Surfactante ® . .
@

Fase continua

(acuosa) Microparticulas producidas

Emulsién (O-W) Evaporacion de solvente

Figura 12. Elaboracién de microparticulas por método emulsidn-evaporacion de
solvente[23].

7. ANEXO B: CURVA DE CALIBRACION DE IBUPROFENO
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Figura 13. Curva de calibracion de ibuprofeno en PBS 1X.
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8. ANEXO C: PROTOCOLO DE ELABORACION DE HIDROGELES

Elaboracion de
hidrogeles

Pectina

Buffer pH 2

40 °C — 24 horas

Quitosano
Figura 14. Elaboracion de hidrogeles con tratamiento mecénico [26].

9. ANEXO D: ANALISIS DE TAMANO DE MICROPARTICULAS
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Figura 15. Analisis de microparticulas de cera de abeja con ibuprofeno con el software

ImageJ.
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10. ANEXO E: PARCHE SIN TRATAMIENTO MECANICO DEGRADADO

Figura 16. Parche sin tratamiento mecénico sometido a prueba de hinchamiento por 48
horas en PBS 1X a 37°C.

11. ANEXO F: PARCHES EN PRUEBA DE HINCHAMIENTO

Figura 17. Pruebas de hinchamiento en parches con tratamiento mecanico a 10%, 5% y
3.33% p/v de polimero buffer y parches sin tratamiento mecanico con distintos protocolos de
elaboracion: mezcla manual normal, mezcla manual con calor, mezcla con homogeneizador.



12. ANEXO G: ESPECTROS FTIR DE PECTINA'Y QUITOSANO SIN

TRATAMIENTO MECANICO
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Figura 18. Espectros FTIR de diferentes polimeros como (a) Pectina sin tratamiento
mecanico y (b) Quitosano sin tratamiento mecanico
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13. ANEXO H: ESPECTROS FTIR DE PARCHES CON DISTINTAS RELACIONES

POLIMERICAS
110
100
fu V
<80
E 70 w
€ 60
= 50 | ——Relacion 1:10 [g/mL]
S 40 | —— Relacion 1:20 [g/mL]
30 Relacion 1:30 [g/mL]
20
2000 1800 1600 1400 1200

NUmero de onda (cm-?)

llustracion 19. Espectros FTIR de parches con tratamiento mecanico a diferentes relaciones
poliméricas: 10%, 5% y 3.33% pl/v.

14. ANEXO I: INSERCION DIRECTA DE IBUPROFENO EN PARCHES DE

HIDROGEL

Figura 20. Parches no formados de pectina y quitosano con ibuprofeno afiadido por el
método de insercion directa.



PROTOCOLOS.

Andlisis de varianza

15. ANEXO K: HINCHAMIENTO DE PARCHES PARA DIFERENTES

Source DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
Protocolo 2 | 10024 | 5011.9 | 1550 0.000
T 7 | 15141 | 2163.1 6.69 0.000
Protocolo*T | 14 | 6984 498.8 1.54 0.132
Error 48 | 15520 | 323.3
Total 71 | 47669

Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).

Resumen del modelo

S

R-sq

R-sq(adj)

R-sq(pred)

17.9816

67.44%

51.84%

26.74%

Método de Tukey una confianza de 95% para diferentes protocolos

Protocolo N | Mean | Grouping
Original 24 | 236.029 | A
Calor 24 | 212.900 B
Homogeneizador | 24 | 209.456 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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16. ANEXO L: HINCHAMIENTO DE PARCHES CON DISTINTAS RELACIONES

POLIMERICAS.

Andlisis de varianza

Source DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
T 7 | 12382 | 1768.80 | 34.54 0.000
Relacion Polimeros [%] 2 | 19498 | 9749.16 | 190.36 0.000
T*Relacion Polimeros [%] | 14 | 1153 82.33 1.61 0.111
Error 48 | 2458 51.22
Total 71 | 35491

Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).
Resumen del modelo

S R-sq

R-sq(adj)

R-sq(pred)

7.15650

93.07%

89.75%

84.41%
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Método de Tukey una confianza de 95% para diferentes relaciones poliméricas

Relacion Polimérica | N | Mean | Grouping
[%0]
10.00 24 1 152,978 | A
5.00 24 |1 132.250 B
3.33 24 | 112.674 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
17. ANEXO M: HINCHAMIENTO DE PARCHES CON DISTINTOS

TRATAMIENTOS

Andlisis de varianza

Source DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
Tratamiento 1 112401 | 112401 | 293.07 | 0.000

T 7 | 10035 1434 3.74 0.005
Tratamiento*T | 7 2276 325 0.85 0.557
Error 32 | 12273 384
Total 47 | 136984

Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).

Resumen del modelo
S R-sq | R-sq(adj) | R-sq(pred)
19.5839 | 91.04% | 86.84% 79.84%

Método de Tukey una confianza de 95% para diferentes tratamientos

Tratamiento N | Mean | Grouping
Sin tratamiento mecanico | 24 | 209.456 | A
Con tratamiento mecanico | 24 | 112.674 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
18. ANEXO N: LIBERACION DE IBUPROFENO EN LOS SISTEMAS

INDIVIDUALES

Analisis de varianza
Source | DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
T 7 | 10313 | 14734 | 10.34 0.000
Sistema | 2 | 18157 | 9078.7 | 63.69 0.000
T*Sistema | 14 | 10631 | 759.4 5.33 0.000
Error 40 | 5701 142.5
Total 63 | 45033
Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).




Resumen del modelo
S R-sq | R-sg(adj) | R-sq(pred)
11.9389 | 87.34% | 80.06% 68.62%

Método de Tukey una confianza de 95% para diferentes sistemas
Sistema N | Mean | Grouping
Microparticulas | 24 | 98.7238 | A
Hidrogel 16 | 96.0637 | A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

19. ANEXO O: LIBERACION DE IBUPROFENO EN PARCHES CON

MICROPARTICULAS

Anélisis de varianza
Source DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
T 7 106699 | 15242.7 | 2050.35 | 0.000
CantMicrop 3 | 20814 | 6937.8 | 933.23 | 0.000
T*CantMicrop | 21 | 10968 | 522.3 70.25 0.000
Error 64 476 7.4
Total 95 | 138956
Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).

Resumen del modelo
S R-sq | R-sq(adj) | R-sq(pred)
2.72658 | 99.66% | 99.49% 99.23%

Método de Tukey una confianza de 95% para cantidades de microparticulas insertadas.
CantMicrop | N | Mean | Grouping
3mg 24 162.9327 | A

4 mg 24 | 45.6318 B
2mg 24 | 44.0304 B
1.053mg |24 | 21.4824 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Método de Tukey una confianza de 95% para liberacion vs tiempo.

T | N| Mean Grouping
48.0 | 12| 100.000 | A
24.0 | 12 | 90.166 B

5.0 [ 12| 56.206 C
4.0 |12 | 36.580 D
3.0 | 12| 30.446 E
2.0 [ 12| 18.944 F
1.0 | 12| 9.474 G
05 12| 6.337 G
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

20. ANEXO P: LIBERACION DE IBUPROFENO EN LOS TRES SISTEMAS

Andlisis de varianza

Source | DF | Adj SS | Adj MS | F-Value | P-Value
T 7 | 10313 | 14734 10.34 0.000
Sistema | 2 | 18157 | 9078.7 | 63.69 0.000
T*Sistema | 14 | 10631 | 759.4 5.33 0.000
Error 40 | 5701 142.5
Total 63 | 45033

Resumen del modelo

Los datos resaltados no se incluyen en Tukey porque no son significativos (P>0.05).

S

R-sq

R-sq(adj)

R-sq(pred)

11.9389

87.34%

80.06%

68.62%

Método de Tukey una confianza de 95% para los sistemas de encapsulacién de farmaco.

Sistema N | Mean | Grouping
Microparticulas | 24 | 98.7238 | A
Hidrogel 16 | 96.0637 | A
Combinacion | 24 | 62.9327 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Método de Tukey una confianza de 95% para liberacion en cada sistema vs tiempo.

T*Sistema N | Mean Groupin
1.0 Microparticulas | 3 | 110.964 | A
1.0 Hidrogel 2 1109.614 | A
4.0 Hidrogel 2 1108975 | A
3.0 Hidrogel 2 1108.129 | A
4.0 Microparticulas | 3 | 102.114 | A
5.0 Microparticulas | 3 | 101.963 | A | B
2.0 Hidrogel 21101498 |A|B
48.0 Combinacion | 3 | 100.000 | A | B
48.0 Microparticulas | 3 | 100.000 | A | B
48.0 Hidrogel 2 | 100.000 |A | B
3.0 Microparticulas | 3 | 99.539 |A | B
24.0 Combinacion | 3| 96.526 |A | B
2.0 Microparticulas | 3 | 96.227 | A | B
5.0 Hidrogel 2194115 |A|B|C
24.0 Hidrogel 2193549 |[A|B|C
24.0 Microparticulas | 3 | 93.229 |[A|B|C
0.5 Microparticulas | 3 | 85.755 |A|B | C
5.0 Combinacion | 3| 76.372 |A|B|C|D
4.0 Combinacion 3| 64.121 B|C|D|E
3.0 Combinacion | 3 | 57.256 C/D|E|F
0.5 Hidrogel 2 | 52.630 C|/D|E|F
2.0 Combinacion | 3 | 46.501 D|E|F
1.0 Combinacion | 3 | 37.338 E|F
0.5 Combinacion | 3 | 25.349 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



