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1. Resumen

La via de administracion de medicamentos de mayor eleccion es la via oral; sin embargo,
muchos medicamentos se ven afectados por la generacion de metabolitos durante el
metabolismo de primer paso. Tal es el caso de dapsona, farmaco de primera eleccion
para el tratamiento de la lepra. Pertenece a la clase Il del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (SCB) y se considera una sulfonamida debido a su mecanismo de accion
dirigido a la inhibicién de la sintesis del acido félico. Debido a su baja solubilidad acuosa
se requieren dosis altas para alcanzar el efecto terapéutico. Lo cual incrementa la

incidencia de efectos adversos como la metahemoglobinemia.

El desarrollo de sistemas basados en lipidos comprenden desde las soluciones lipidicas
hasta soluciones micelares acuosas, las cuales son una alternativa para la formulacion de
farmacos clase Il y IV. Dentro de las emulsiones se encuentran las mezclas llamadas
Sistemas de Liberacién de Farmacos Auto-emulsificantes (SEDDS, por sus siglas en
inglés). Estos son mezclas isotrépicas, fisicamente estables y que utilizan ingredientes
como lipidos, tensoactivos, co-tensoactivo/co-disolvente y farmaco. Son formulaciones
adecuadas para su administracién oral en capsulas de gelatina blanda o dura. Se
caracterizan por formar emulsiones finas de tipo aceite en agua (o/w) cuando se

dispersan en una fase acuosa bajo agitacién moderada.

En el presente trabajo se aborda el disefio de los estudios de formulacién de un sistema
autoemulsificante para dapsona, basado en la solubilidad del farmaco en los
componentes de la formulacién y en los sistemas autoemulsificantes propuestos. Para la
preparacion y la caracterizacion se emplearon disefios experimentales de vértices
extremos y el método de titulacion del agua. Se generaron los diagramas de fase
pseudoternarios y se analizé el tamano de particula de las fomulaciones. Finalmente, se
determind el perfil de liberaciéon del farmaco para las formulaciones F6 y F7 en una
solucion acuosa de HCl,c pH 1.2 mediante el uso de membranas de didlisis y la
cuantificaciéon del farmaco se evalu6 por espectroscopia UV-vis a una longitud de onda de

290 nm. Liberando un 50 % de la dosis en un lapso de 3 horas.



2. Abstract

The preferred route of administration of drugs is the oral route, however, many drugs are
affected by the generation of metabolites during the first pass metabolism. It is the case of
dapsone, the drug of first choice for the treatment of leprosy. Dapsone belongs to Class II
of the Biopharmaceutical Classification System (BCS) and is considered a sulfonamide-
like due to its mechanism of action led to the inhibition of the folic acid synthesis. As a
consequence of its poor water-solubility it is required a high doses to achieve the
therapeutic effect. The high doses and the toxic metabolites increase the incidence of

adverse effects such as methemoglobinemia.

The development of lipid-based systems is an alternative for the formulation of drugs
Class Il and IV. Within the emulsions are mixtures called Self-emulsifying Drug Delivery
Systems (SEDDS). These are physically stable isotropic mixtures of lipids, surfactants, co-
surfactants/co-solvents, and drugs. SEDDS are suitable for the oral route in soft or hard
gelatin capsules. They tipically generate fine oil-in-water (o/w) emulsions when they are

dispersed in an aqueous medium under gentle agitation.

The present study aimed to the design for the formulation studies of a self-emulsifying
systems for dapsone. These studies are based on the drug solubility in the formulation
components and the self-emulsifying systems behavior experimentally observed. For the
preparation and characterization we employed experimental design (DOE) and the method
of titration with water. Hence we generated pseudo-ternary phase diagrams and analyzed
the particle size of the dispersion. Finally, the release profile for formulations F6 and F7
was carried out in aqueous solution of HCIl,, pH 1.2 using dialysis membranes as
container. The drug quantification was evaluated by UV-vis spectroscopy at a wavelenght

of 290 nm. Releasing the 50 % o fthe dose within 3 hours.



3. Introduccion

Dapsona es un farmaco que se encuentra dentro de la Clase Il del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica debido a su baja solubilidad y alta permeabilidad. Es el
farmaco de primera eleccion para el tratamiento de la lepra; sin embargo, se prescribe en
un régimen de polifarmacia. Su baja solubilidad acuosa repercute en la dosis requerida
para lograr el efecto terapéutico. Por lo que se administran altas dosis causando efectos

adversos no deseados.

El poco interés en la generacién de nuevas formas farmacéuticas para dapsona nos ha
llevado a desarrollar un diferente tipo de formulacion a las encontradas en el mercado,
con el fin de generar una formulacidon que mejore su solubilidad acuosa y dismuya sus

efectos secundarios.

El presente trabajo propone la generacion de una nueva formulaciéon autoemulsificante
para dapsona empleando vitamina E como agente lipidico, tween 80 como agente
emulsificante y transcutol como agente co-tensoactivo; que sea capaz de modificar la
solubilidad acuosa del farmaco mediante una previa solubilizacion del farmaco en el

sistema, y posiblemente, impactar en la dosis requerida para lograr el efecto terapéutico.

En el capitulo de antecedentes se detallan los aspectos farmacologicos de dapsona, asi
como algunos métodos empleados para mejorar la solubilidad acuosa de farmacos Clase
Il'y IV, asi como las estrategias empleadas para el farmace mismo. En el capitulo de
metodologia se describen los métodos empleados para alcanzar los objetivos propuestos
en el proyecto. Finalmente, el capitulo de resultados presenta la informacion sobresaliente
acerca de la obtencion de los sistemas autoemulsificantes, la caracterizacién del tamafio

de particula y el perfil de liberacion in vitro.



4. Antecedentes
4.1 Dapsona

La Dapsona (4-(4-aminofenil) sulfonilanilina, DDS) es un farmaco empleado como
bacteriostatico y leprostatico (figura 1). Sintetizado por primera vez por Emmil Fromm y
Jacob Wittman [1908] mediante la sintesis de las sulfonas a partir del p-nitrotiofenicol.
Hasta 1937 se comenz6é a usar como agente antibacteriano en el tratamiento de
infecciones estreptocdcicas [Fourneau et al, 1937], al mismo tiempo se intenté demostrar
su efecto anti-inflamatorio sin obtener éxito alguno. En ese mismo afio surgié un derivado
de las sulfonas, la sal glucosulfona de sodio, con el nombre comercial “Promin®” [Cowdry
& Ruangsiri, 1940].

N\ //o

H,N NH,

4,4"-diaminodifenil sulfona
PM: 248.3g/mol
CAS: 80-08-0

Figura 1. Estructura quimica del farmaco antilepra dapsona.

Debido a su accion bacteriostatica, DDS se comenzé a usar como una suspension a base
de aceite de coco administrada de manera intravenosa contra Mycobacterium leprae, para
el tratamiento de la lepra en 1945, y fue probada en 100 pacientes durante un afio
[Cochrane et al, 1949; Molesworth et al, 1949]. Sin embargo, fue hasta 1949 cuando se
administr6 DDS por via oral [Wozel, 1989]. Posteriormente, se comenz6 a usar en el
tratamiento de la dermatitis herpetiforme [Esteves & Brandao, 1950], dermatitis pustular
subcérnea [Sneddon & Wilkinson, 1956] y otras dermatosis poco comunes. Ademas se ha
probado para el tratamiento de las siguientes enfermedades: lupus eritomatoso, sarcoma
de Kaposi, psoriasis pustular, granuloma facial, acné y otros desérdenes asociados. No
obstante, la mayoria de estos usos aun no han sido aprobados [Wolf et al, 2000;
Sanchez-Saldafa 2008].



4.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas de dapsona

DDS es un polvo cristalino de color blanco a amarillo palido sin olor, muy poco soluble en
agua (0.16 mg/L), ligeramente soluble en etanol y muy soluble en acetona; posee un valor
de logP de 0.97 [Lam et al, 2010; DrugBank, 2018]. Posee dos valores de pka 6.25 y 8.69,
los cuales son atribuidos a las aminas de su estructura quimica. Tambien posee una
estructura cristalina dirigida por interacciones de puente de hidrogeno entre el grupo
sulfona (0=S=0) y los grupos amino (NH,) con una distancia N-H---O=S de 1.98(9) A

como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Celda unitaria de DDS en archivo DAPSUOOQ3 [CCDC, marzo, 2017].

La baja solubilidad acuosa se debe a la fuerte unién entre las moléculas enlazadas
principalmente por puentes de hidrégeno (figura 2). La fuerza de los puentes de hidrogeno
se observa en su distancia, siendo en este caso intensos porque son menores a 2 A. Por

lo que se requiere mayor energia para romper la estructura cristalina.

El farmaco ha sido objeto de la implementacién de las estrategias tradicionales para
incrementar su solubilidad acuosa. Dichas estrategias son el desarrollo de nuevas fases
soélidas (NFS), tales como derivados del farmaco con L-aminoacidos y sililados [Pochopin
et al, 1995; Lin et al, 2014], sales convencionales (e.g. clorhidrato) [Lam et al, 2010], sales
con acidos sulfénicos [Flores-Pacheco et al, 2019; Gaytan-Barrientos et al, 2016] y co-

cristales [Jiang et al, 2014]. Algunos ejemplos se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Nuevas Fases Solidas de DDS. a) Derivados con L-aminoacidos, b) derivados sililados,

c) sales farmacéuticas y d) co-cristales.

En la tabla 1 se muestran los valores de velocidad de disolucién de algunas de las NFS
mencionadas anteriormente. A pesar de que las estrategias han mejorado algunas de las
propiedades biofarmacéuticas de DDS, como la velocidad de disolucién, se requieren

varios estudios de preformulacion antes de llevar a cabo una nueva forma farmacéutica.

Tabla 1. Velocidad de disolucién de ejemplos de NFS.

Fase solida Velocidad de Razén Referencia
disolucion intrinseca
DDS 98.9' 1 Jiang et al, 2014
DDS-SUL 70.6 0.71 Jiang et al, 2014
DDS-FLA 46.6 0.47 Jiang et al, 2014
DDS-LUT 105.1' 1.06 Jiang et al, 2014
DDS-CAF-1 94.9' 0.95 Jiang et al, 2014
DDS-HBZ 52.4' 0.53 Jiang et al, 2014
DDS 0.22° 1 Flores-Pacheco, 2018
TD-I 0.42° 1.91 Flores-Pacheco, 2018
TD-II 0.67° 3.05 Flores-Pacheco, 2018
MD-I 0.16° 0.72 Sanchez-Segoviano, 2018
MD-II 1.69° 7.68 Sanchez-Segoviano, 2018

"Disolucién capilar, método no farmacopeicos, unidades (ug/cm**min)

“Método FEUM, unidades (mg/cm®*min)
4.1.2 Farmacocinética y farmacodinamia

Una vez absorbida, DDS presenta una fuerte unién con proteinas plasmaticas con valores



entre 70-90% [DrugBank, 2018]. De 2-8 horas posteriores a la administracion oral de 50 y
300 mg de DDS, se alcanzan concentraciones séricas entre 0.63 y 4.82 mg/L. Tiene un
tiempo de vida media en el organismo de 12 a 30 horas [Zuidema, 1986]. Su rango
terapéutico es de 0.1 a 5 mg/L para el tratamiento de la lepra [Pieters et al, 1987b], y por

via oral presenta una biodisponibilidad > 86 % [Pieters & Zuidema, 19874].

El farmaco se acumula en piel, muasculo, higado, riidn, atraviesa la barrera
hematoencefalica y la barrera placentaria. Sufre metabolismo hepatico por dos vias: N-
hidroxilacion (CYP450 2C9, 2E1 y 3A4) y N-acetilacion (N-acetiltransferasa) [Zhou et al,
2009]. Esto genera los metabolitos hidroxilaminodapsona (DDS-NOH) vy
monoacetildapsona (MADDS), respectivamente (figura 4), siendo el primero el
responsable de la metahemoglobinemia producida por DDS [Fitzpatrick, 2010]. Su
eliminacion ocurre por la via renal en un 90 % vy biliar en un 10 %. De un 5-15 % de
farmaco se elimina por la via renal. Mientras que MADDS se excreta en mayor cantidad,
DDS-NOH se conjuga con el acido glucurdnico para poder ser excretado en la orina
[Zuidema, 1986].
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Figura 4. Metabolismo hepaticos de DDS.

La actividad bacteriostatica de DDS se debe principalmente a la inhibicion de la
incorporacion del acido p-aminobenzoico a la molécula de acido félico, por lo que inhibe el
crecimiento de microorganismos dependientes de la sintesis del acido félico endégeno. Al
combinarse con otros farmacos como la trimetoprima, inhibidor competitivo del

dihidrofolato reductasa [Lee et al, 1989; Acquir-Immun, 1993], se introducen bloqueos



secuenciales de la via biosintética de tetrahidrofolato como se muestra en la figura 5 [Zhu
& Stiller, 2001; Jara, 2007; Hilal-Dandan & Brunton, 2008].

sulfonamidas glutamato trimetoprima
. NADPH NADP
.- A N 3 Acido Acid
Pteridina+ PABA ————— 3= __Acido e L—’—A» cido
dihidropteroico dihidrofélico tetrahidrofélico
dihidropteroato dihidrofolato dihidrofolato
sintasa sintasa reductasa

Figura 5. Pasos en el metabolismo del folato bloqueados por las sulfonamidas y la trimetoprima.

Los efectos no deseados mas graves son la hemdlisis y la metahemoglobinemia. La
primera puede ser mas intensa cuando los pacientes tienen una deficiencia enzimatica de
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) [Jara, 1991]. Mientras que la segunda es
habitual cuando se dosifican 200 mg/dia de DDS, que puede presentarse en la mayoria
de los casos. Se produce por la oxidacion de la hemoglobina por el metabolito

hidroxilamino de la dapsona [Valdivia, 1996].

Otros efectos adversos poco frecuentes que se observan en 1 a 2 % de los pacientes son
hepatitis, leucopenia, estomatitis, anorexia, atrofia Optica, psicosis, rash cutaneo,

sindrome de Stevens-Johnson y nefritis [Sanchez-Saldana, 2008].
4.2 Lepra y su distribucién

La lepra, o enfermedad de Hansen, es una enfermedad infectocontagiosa cronica,
causada por el bacilo Mycobacterium leprae que afecta principalmente piel y nervios
periféricos. En casos severos puede provocar lesiones progresivas y permanentes en la
piel, los nervios, las extremidades y los ojos; causandole al paciente una discapacidad
parcial o total [OMS, 2018]. El primer reporte conocido de la enfermedad es del afio 600
a.C. en la India [Concha et al, 2008].

La transmisidén del bacilo ocurre por via aérea, mediante la expulsién de microgotas de
saliva al hablar, toser o estornudar. Estas microgotas deben ser inhaladas por un
individuo con una respuesta inmune celular hacia la micobacteria [NOM-027-SSA2-2007].
Con la administracién de DDS se logré contener la enfermedad; sin embargo, los tiempos
prolongados de tratamiento dificultan su efecto terapéutico. Por lo que M. leprae ha

empezado a crear resistencia a DDS [Matsouka et al, 2000]. No obstante, el



descubrimiento de rifampicina y clofazimina dio un giro al tratamiento de la lepra, con lo
que este se convirtio en un tratamiento multimedicamentoso a partir de 1981.
Actualmente, la lepra, es considerada como un problema de salud publica a nivel mundial

afectando a mas de 16 millones de pacientes [OMS, 2018].

Actualmente en México, los estados que presentan mayor numero de casos nuevos son
Sinaloa con 22, Michoacan con 11, Jalisco y Guerrero con 14 nuevos casos
respectivamente [Boletin Epidemioldgico de la Secretaria de Salud, 2018]. Los grupos de
edad mas afectados son los mayores de 25 afos y con mayor incidencia en el género

masculino.

4.2.1. Tratamiento de la lepra

Para un adecuado diagndstico y tratamiento de la lepra, se crearon dos clasificaciones

con base en los estudios clinicos e histopatoldgicos (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de la lepra.

Clasificacion OMS Clasificacion Ridley-Jopling Caracteristicas
Paucibacilar (PB) Indeterminada (1) Etapa mas temprana. Lesiones de 1 o
1-5 lesiones cutaneas 2 maculas hipopigmentadas. No

evidencia de granulomas e infiltrado
inflamatorio es inespecifico.
Tuberculoide (TT) Granulomas epiteloides rodeando los
elementos neurovasculares.
Disminucion de la sensibilidad.
Borderline tuberculoide (BT) | Similar a TT. Lesiones mas numerosas

Multibacilar (MB) Media borderline (BB) Placas de borde elevado en declive.
>5 lesiones cutaneas | Borderline lepromatosa (BL) | Lesiones mas definidas, asimétricas y
areas de piel sana.
Lepromatosa (LL) Abundantes bacilos en piel y mucosa

nasal.
Pérdida de cejas y pestafas.

La duracion del tratamiento farmacolégico para la lepra PB es de al menos seis meses,
comprende un minimo de 6 dosis mensuales de rifampicina y DDS, y una dosis diaria de
DDS durante 162 dias. Los pacientes deben someterse a un examen clinico anual, al

menos durante dos afios después de haber completado el tratamiento.

La duracién del tratamiento farmacolégico para la lepra MB es de al menos un ano. El
tratamiento consiste en una dosis diaria de clofazimina y DDS duante 324 dias, y una

dosis mensual de DDS, rifampicina y clofazimina durante un afo. Los pacientes deben ser



estudiados clinica y bacteriolégicamente al menos una vez al afo, durante un minimo de

cinco afnos después de finalizar el tratamiento.

En la figura 6 se muestra un ejemplo de paciente que presenta lepra lepromatosa
multibacilar, con estudios de baciloscopia positivos.

Figura 6. Caso clinico de un hombre de 36 afios que presenta lesiones maculares, hipercromicas

y nodulares [Toro et al, 2014].

Al término del tratamiento, el paciente debe ser evaluado como lo indica el apartado
6.2.4.2 de la Norma Oficial Mexicana NOM-027-SSA2-2007. Las dosificaciones

correspondientes para cada caso se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamiento para Lepra multibacilar y paucibacilar.

Lepra Multibacilar
MEDICAMENTO NINOS ADULTO CONTRAINDICACIONES
>10 afios 10-15 afios Y EFECTOS
>30 kg de SECUNDARIOS
peso
Dosis mensual supervisada
Rifampicina (a) 25-30 mg/kg 450 mg 600 mg
Clofazimina 1 mg/kg/dia 150 mg 300 mg Hepatopatia
Dapsona 1-2 mg/kg/dia 50 mg 100 mg Dafio renal
Dosis diaria autoadministrada Anemia severa
Dapsona 1-2 mg/kg/dia 50 mg 100 mg Hemolisis
Clofazimina 1 mg/kg/dia 50 mg 50 mg Metahemoglobinemia
(b) alrededor
Lepra Paucibacilar
MEDICAMENTO NINOS ADULTO CONTRAINDICACIONES
>10 afios 10-15 afios Y EFECTOS
>30KG de SECUNDARIOS
peso
Dosis mensual supervisada (minimo 6 dosis mensuales)
Rifampicina (a) 25-30 mg/kg 450 mg 600 mg Hepatopatia
Dapsona 1-2 mg/kg/dia 50 mg 100 mg Dafio renal
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Dosis diaria autoadministrada (minimo 162 dosis diarias) Anemia severa
Dapsona 1-2 mg/kg/dia 50 mg 100 mg Hemodlisis
Metahemoglobinemia

a) En caso de hepatopatia se utiliza clofazimina y dapsona.
b) 2 o0 3 veces por semana.
c) Cada tercer dia.

DDS se comercializa en dos formas farmacéuticas; sin embargo, recientemente se han
probado nuevas formulaciones para enfrentar sus problemas de solubilidad y toxicidad;
dichas formulaciones se indican en la tabla 4. En México, el IMSS solo distribuye tabletas
ranuradas de 100 mg, cada frasco contiene 1000 tabletas en tiras rigidas, distribuidas por

Farmacéutica Ago del Pacifico [Cuadro Basico del IMSS, 2018].

Tabla 4. Formas farmacéuticas de Dapsona.

Forma farmacéutica Via de Dosis Nombre | Laboratorio/Referencia
Administracion comercial
Gel* Topica 50 mg/1g Aczone ALLERGAN, Qlt Inc.
Gel* Topica 75 mg/1g | Aczone 7.5 ALLERGAN, INC.
Tableta* Oral 100 mg Dapsone | Jacobus Pharmaceutical
Company Inc.
Tableta* Oral 100 mg NA Farmacéutica Ago del
Pacifico
Solucion Intravenosa 0.2-12 NA MX PA03006549 A
intravenosa™* mg/Kg
Nanoemulsion** Topica 2%w/w NA Borges et al, 2013
Nanoemulsion** Oral NA NA Monteiro et al, 2012
NA = No aplica.

*Comerciales
**Propuestas/En investigacion

4.3 Formulaciones farmacéuticas basadas en lipidos

Una estrategia para incrementar la biodisponibilidad y solubilidad en el fluido intestinal de
farmacos clase Il y IV del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS, por sus siglas

en inglés) es utilizar sistemas de liberacion de farmacos basados en lipidos [Hauss, 1998].

Este tipo de sistemas abarcan emulsiones, soluciones oleosas, liposomas, y sistemas de
emulsificacion rapida como las micro- y las nanoemulsiones [Porter, et al, 2007]. Sin
embargo, también se pueden encontrar estos tipos de sistemas en estado sdlido o
semisolido, un ejemplo de ellos son las nanoparticulas lipidicas sélidasLos componentes
basicos de estos sistemas son el lipido, el tensoactivo (Ts), el co-tensoactivo (Cs) o co-

disolvente (Cd) y el farmaco. El lipido y el farmaco son los componentes indispensables
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en todos sistemas lipidicos farmacéuticos. Mientras que la presencia del tensoactivo, co-

tensoactivo o co-disolvente puede variar en funcion del tipo de sistema a formular.

Pouton & Porter [2000, 2006] han propuesto una clasificacién de los sistemas lipidicos en
cuatro tipos principales (tabla 5). Las formulaciones tipo | estan hechas principalmente de
mezclas de mono vy diglicéridos como Imwitor 988/Capmul MCM [Hauss, 2007]; las tipo |l
son formuladas con aceites polares o ftriglicéridos de cadena media, y tensoactivos
insolubles en agua [Pouton, 1985]; las tipo Ill pueden incluir triglicéridos de cadena corta,
media o larga y tensoactivos solubles en agua; finalmente, las tipo IV excluyen cualquier
aceite/lipido de su formulacién por lo que se basan en tensoactivos 0 mezclas de ellos y

co-disolventes [Pouton & Porter, 2008].

Tabla 5. Sistema de clasificacion de formulaciones lipidicas.

Tipo de Materiales Caracteristicas Ejemplo
Formulacién
Tipo | Aceites sin | No son dispersantes, | Acido valproico
tensoactivos. | requieren digestion. (Depakene® /Abbott)
Tipo Il Aceites y | *SEDDS formados sin | Tretinoina

tensoactivos | componentes solubles en | (Vesanoid®/Roche)
insolubles en | agua.

agua.
Tipo lll Aceites, *SEDDS/**SMEDDS Ciclosporina A

tensoactivos | formados con componentes | (Neoral®/Sandimmune

y co- | solubles en agua. ®/Novartis)

disolventes. (Gengraf®/Abbott)
Tipo IV Tensoactivos | La  formulaciéon  dispersa | Amprenavir

solubles en | tipicamente para formar una | (Agenerase ® GSK)
agua y co- | solucién micelar.
disolventes,
sin aceites.
*SEDDS: Self-emulsifying drug delivery system, por sus siglas en inglés.

**SMEDDS: Self-microemulsifying drug delivery system, por sus siglas en inglés.

Un alto porcentaje de los productos farmacéuticos basados en lipidos comercializados
son formulaciones tipo Ill como consecuencia de su variacidon en proporciones (oleosas o
acuosas), éstas se dividen en dos grupos: A y B. El grupo A representa a las
formulaciones con mayor proporcién de lipido y el grupo B a las formulaciones que son

solubles en agua. [Pouton, 2000].

Esta clasificacion permite una facil interpretacion de los estudios in vivo para cada caso,
ademas nos ayuda a escoger el tipo de formulaciéon adecuada para cierto farmaco en

base a sus propiedades fisicoquimicas.
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4.3.1 Formulaciones emulsificantes

Las emulsiones farmacéuticas son dispersiones liquidas compuestas por una fase
dispersante y un medio de dispersién (figura 7). Es requisito indispensable dos fases
liquidas no miscibles, un medio acuoso y un medio oleoso, y un tercer componente
llamado emulsificante, que ayuda a la estabilidad del sistema. Existen sistemas de agua
en aceite (w/0), siendo el agua la fase dispersa y el aceite el medio de dispersion, aceite
en agua (o/w), siendo el aceite la fase dispersa y el agua el medio de dispersién. También
existen las emulsiones multiples (w/o/w o o/w/0) en las cuales la fase dispersante contiene
gotas de otra fase [Florence & Attwood, 2011; Alfonso R, 2003].

=== § L_——
emulsion O /W >

00| emulsién W/ O

Figura 7. Tipos mas comunes de emulsiones.

El Balance Lipofilico-Hidrofilico (HLB) es una escala (figura 8) que permite medir el valor
requerido de la fase oleosa para que una emulsion pueda generarse. Se basa en medir la
hidrofobicidad o lipofobicidad de una molécula anfifila, e.g. tensoactivos y emulsificantes,

para determinar su compatibilidad con el medio dispersante.

Los componentes de caracter hidrofilico poseen valores altos de HLB (8-16), actian como
agentes solubilizantes, detergentes y tienden a formar emulsiones del tipo o/w, contrario a
ello los de caracter lipofilico poseen valores bajos de HLB (3-8) y tienden a formar una

emulsién w/o [Griffin, 1949].

En general, el HLB, es una escala numérica que va de 0 hasta 20 para tensoactivos no
ionicos. De manera global, indica la contribucion relativa de las regiones hidrofilicas o

lipofilicas de un tensoactivo [Florence & Attwood, 2011].

Para calcular el HLB de cada componente se puede emplear una férmula empirica

basado en las observaciones de Griffin:

13



HLB = 20 * Mh/M

Ecuacién 1. Féormula empirica propuesta por Griffin.

Donde Mh es la masa molar de la parte hidrofilica de la molécula y M la masa molar de

toda la molécula, generando un resultado en la escala de 0-20. Un valor cercano a 0

indica un componente de naturaleza lipofilica, mientras que valores cercanos a 20

implican a componentes hidrofilicos (figura 8).
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Figura 8. Escala HLB de Griffin [1949].

El uso de la escala HLB de Griffin es relevante en la planeaciéon experimental, ya que nos

permite establecer los valores de HBL requeridos para cada componente, asi como para

el medio dispersante del sistema en funcion de la formulacion que se pretende generar.

En el caso de las mezclas de componentes el HLB se calcula en base a las fracciones

molares de cada componente en la mezcla como se indica en la ecuacion 2.

HLB,,;, = fHLBA + (1 — f)HLBg

Ecuacion 2. Calculo del HLB de una mezcla mediante las fracciones molares de cada

componente.
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La ecuacién anterior es importante debido a que es necesario saber el HLB de la mezcla
a emplear para mejorar la estabilidad de los sistemas a obtener; si colocamos un
componente de caracter hidrofilico vamos a requerir de un componente con un valor de
HLB alto, de igual manera si usamos un componente de caracter lipofilico vamos a

requerir de otro componente con valor de HLB bajo, para obtener la formacién de micelas.

Una microemulsiéon (ME) es un sistema homogéneo de baja viscosidad que puede
contener una mezcla de tensoactivos. Son sistemas termodinamicamente estables,
poseen tamafos de particula generalmente menores a 100 nm, tienen baja tensién
interfacial (1-50 mN-m™), y pueden ser dispersiones aceite en agua (o/w); agua en aceite

(w/0) o multiples (w/o/w o o/w/0) [Florence & Attwood, 2011; Routledge, 2018].

Un ejemplo es la microemulsion de paclitaxel de Nornoo et al [2009], quienes evaluaron
diferentes tensoactivos, o mezclas de estos, como se indica en la figura 9. La regién
sombreada de los diagramas de fase pseudoternarios representa las zonas de ocurrencia
de la microemulsion. Y observaron que la regién de microemulsion para LBM cubre un
48.5 % del area del diagrama de fase. Mientras que CPS y CM solo cubren el 45.15 % y
20 %, respectivamente. El analisis de tamafio de particula revela que para LBM y CM se
encuentra un rango de 687 — 1010 nm; Para CP-P80, CPM Y CPS se registraron tallas de
272 a 363 nm. También observaron una mejora de la permeabilidad con la combinacion
CM que fue de 19.7 x 10™° cm/s, y LBM que fue de 5.71 x 10®° cm/s, en comparaciéon con

la formulacién control de paclitaxel CE la cual fue de 1.85 x 10° cm/s.




Figura 9. Diagramas de fase ternanarios de ME de paclitaxel. CM-capmul MCM:myvacet; CP-
P80-capryol 90:tween 80 (30:70):myvacet; CPM-capmul MCM:tween 80 (30:70):myvacet; CPS-
centromix CPS:butanol (67:33):myvacet; LBM-lecitina:butanol (67:33):myvacet.

Una nanoemulsion (NE) es una dispersion heterogénea de dos liquidos inmiscibles que
tienen un tamafio de particula promedio en escala nanométrica (20 — 200 nm). En
comparacion con las emulsiones convencionales, presentan mejor estabilidad, evitando la
sedimentacion o cremacidén, ademas presentan un aspecto Optico transparente o
traslicido al diluirse con agua. Sin embargo, son estructuras cinéticamente estables, que
existen fuera del equilibrio y pueden sufrir floculacidn, coalescencia y/o maduracion de
Ostwald [Wang, 2008; 2009]. Una desventaja de las NE son los métodos para su
formacion, que son de alta energia y requieren agitadores de alto corte,
homogeneizadores de alta presién y generadores de ultrasonidos, o que genera altos
costos [Tadros, 2004]. Por lo tanto, dependen de las condiciones iniciales en su
preparacion [Singh, et al, 2009; Oh, et al, 2011].

Ribeiro et al [2016] desarrollaron una nanoemulsién que contiene interferén gama (IFN-y)
compuesta de agua destilada (medio dispersante), triglicéridos de acido caprilico (fase
oleosa), oleato de sorbitan y tween 80 (tensoactivos), y propilenglicol (co-tensoactivo), en
proporciones de 10%, 80%, 3.5%, 5.5% y 1%, respectivamente. Al evaluar una dosis de
90 ng/ml a través de la NE, observaron que no se afectaba la viabilidad de las células
mononucleares, por lo que determinaron que la actividad inmunomoduladora del IFN-y se

veia mejorada.

Es importante recalcar que tanto nano como microemulsiones alcanzan tamafos de
particula < 200 nm, sin embargo, es posible diferenciar entre ambos tipos de emulsion en
base a su estabilidad fisica, es decir la presencia de coalescencia y valores de
polidispersion > 0.7 [Martin, 1993; Singh, et al, 2009].

4.3.2 Sistemas de Liberacion de Farmacos Auto-emulsificantes (SEDDS)

Los SEDDS son mezclas isotréopicas de farmaco, lipido(s), tensoactivo(s) y co-
tensoactivo(s); en donde el farmaco se encuentra disuelto en el concentrado lipidico que,
al dispersarse en los fluidos gastricos y auxiliado por la motilidad gastrica, favorece la

formacion in situ de una fina emulsién o/w [Porter et al, 2008; Nazari-Vanani et al, 2017].

A diferencia de las emulsiones, las autoemulsiones no requieren de mezcladores de alta

velocidad para su formacién y los tamanos de particula se encuentran alrededor de los
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100 nm. Se conocen dos tipos de sistemas auto-emulsificantes: sistemas de liberacién de
farmacos auto-microemulsificantes (SMEDDS) y sistemas de liberacion de farmacos auto-
nanoemulsificantes (SNEDDS). Sin embargo, los SNEDDS tienden a no generar una
buena estabilidad fisica durante su manejo y almacenamiento, de manera contraria, los
SMEDDS al ser termodinamicamente estable tienden a ser favorecidos en dicho aspecto
[Balakrishnan et al, 2009; Kim et al, 2012]. De manera visual los primeros generan un
color blanquecino o turbio al ser dispersado en un medio acuoso, mientras que los

segundos al dispersarse forman sistemas coloidales transparentes o traslucidos.
4.3.2.1 Componentes esenciales

La seleccion de los excipientes y la optimizacién de la formulacion de los sistemas deben

basarse en los siguientes criterios [Wu et al, 2008; 2009]:

La composicion de la formulacion debe ser simple y segura, e.g. usar la cantidad minima
de tensoactivos en la preparacioén.

En el diagrama de fase la nano/microemulsién debe abarcar un area grande y no debe ser
visible la separacién de fases después de 24 horas de almacenamiento.

Debe ser capaz de mantener un alto contenido de farmaco, tamafio de particula pequefio
y uniforme (e.g <100 nm), indice de polidispersién pequefo (< 0.7), y rapida dispersion

tras dilucién con un medio acuoso.

La participacion de cada componente en los sistemas autoemulsificantes se describe

detalladamente para cada uno en las siguientes subsecciones.
4.3.2.1.1 Aceite/Lipido (fase oleosa)

Los aceites vegetales y las grasas animales son ésteres de glicéridos de acidos grasos
insaturados mixtos de cadena larga, comunmente conocidos como triglicéridos de cadena
larga (LCT). Los triglicéridos son altamente lipdfilos y su capacidad para solubilizar
farmacos es una funcion de la concentracién efectiva de los grupos éster, de acuerdo con
el peso molecular del aceite, los triglicéridos de cadena media (MCT) tienen generalmente

una capacidad disolvente mayor que los LCT.

Ademas, los MCT no estan sujetos a la oxidacion, por lo que son una buena opcién para

su uso en productos basados en lipidos. El aceite de ricino es una fuente comun de
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ricinoleato de glicerilo, que tiene unicamente un grupo hidroxilo acoplado a la cadena de
alquilo. Los glicéridos mixtos de cadena media se han convertido en excipientes
populares, que tienen una capacidad disolvente aun mayor, y también para promover la
emulsién. Sin embargo, existen complicaciones con los excipientes de cadena media en

relacion con la digestion [Porter et al, 2004; 2008].

La seleccidon de la fase lipidica se realiza con base en dos criterios, 1) por su capacidad
para disolver al farmaco, lo cual asegura el contenido 6ptimo de farmaco en la
nano/microemulsién, y 2) su capacidad para producir particulas de tamafio adecuado

(<200 nm).
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Figura 10. Transporte linfatico de farmaco disuelto en lipidos.

Dentro de las ventajas principales que presentan estos sistemas, es que evitan el
metabolismo de primer paso (figura 10), propiedad relevante para aquellos farmacos que
generan metabolitos toxicos en el higado. Esto se debe a que el farmaco disuelto en el
medio oleoso se puede liberar directamente al sistema de transporte linfatico [Gibaud et

al, 2012].
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4.3.2.1.2 Tensoactivo

Los tensoactivos son moléculas que poseen un grupo hidrofilico y un grupo hidrofébico.
Su funcién esta fuertemente relacionada con su capacidad de estabilizar la interfase
lipido-acuosa y dirigir el proceso de emulsificacion, asi como el tamafio de particula
[Wang, et al, 2009; Date & Nagarsenker, 2007; Dixit & Nagarsenker, 2008; Basalious, et
al, 2010]. Su seleccion se basa en el HLB, siendo preferidos aquellos con valores > 15.
De manera que el tensoactivo debe ser compatible con el lipido y con la solucién acuosa

donde el proceso de auto-emulsificacién ocurrira [Shah, et al, 1994].

Los tensoactivos no idnicos son aquellos que no se onizan en medio acuoso, se
consideran generalmente aceptables para la ingesta oral, debido a que son menos toxicos
y no se ven afectados por el pH y los cambios idnicos en el medio de dispersion
[Constantinides, 1995]. En comparacion con los tensoactivos idnicos, los cuales provocan
irritacion gastrica y efectos laxantes [Aulton M.E....]. Algunos ejemplos de ellos son los
polisorbatos (Tween) y los poloxameros son los mas comunes en la preparacién de

emulsiones orales.
4.3.2.1.3 Co-tensoactivo

Estructuralmente los co-tensoactivos poseen cadenas hidrocarboadas mas cortas. Es el
componente minoritario del sistema lipidico, cuya participacion es vital en la estabilizacion
de la particula, al modular el efecto de la naturaleza del lipido, la salinidad del medio
acuoso, y la solubilidad del farmaco en la nano/microemulsion [Patel & Chen, 2002].
Deben estar presente a una concentracién adecuada ya que su presencia se asocia con
el riesgo de precipitacién del farmaco cuando la formulacion se dispersa en un medio

acuoso.

Los materiales mas populares como co-tensoactivos hidrofébicos son los ésteres de
sorbitan (Span), mientras que los co-tensoactivos hidrofilicos mas usados son PEG 400,

el propilenglicol, el etanol y el glicerol [Pouton & Porter, 2008].
4.3.2.2 Ventajas de los SEDDS

Las principales ventajas que estos sistemas presentan son las siguientes:
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vV V VYV VYV V

Mejora de la biodisponibilidad oral.

Evita el metabolismo hepatico de primer paso.

Procesos de la digestidn de lipidos no influyen.

Incremento de la capacidad de contenido de farmaco.

Capacidad de administrar farmacos o péptidos que son susceptibles a hidrélisis
enzimatica en el tracto gastrointestinal (TGlI).

Proceso facil de manufactura y escalamiento.

Hasta la fecha se han reportado diversos SNEDDS entre los que encontramos al
ibuprofeno [Wang et al, 2009], la cefpodoxima [Date & Nagarsenker 2007], la ezetimiba, la
simvastatina [Dixit & Nagarsenker 20082; 2008b] y el valsartan [Beg et al, 2012]. Con
respecto a la estabilidad de la nanoemulsién, para valsartan la estabilidad in vitro se
determiné de 2 afios y la velocidad de disolucién se incrementd hasta 3 veces con

respecto a la formulacion de tableta convencional.

4.3.2.3 Relevancia cientifica y comercial de los SEDDS

En las ultimas décadas, el auge que han tenido estos sistemas ha ido en aumento hasta
el afio 2015, como se observa en la figura 11. Actualmente, el interés por este tipo de
sistemas ha disminuido lo cual se puede deber al surgimiento de nuevas estrategias de
formulacion. Sin embargo, la elaboracion de estos sistemas es mas sencilla de lo que

parece.

H2018 W2017 ®2016 ©2015 W2014 W2013 ®2012 ®W2011 ®2010

H 2009 ®2008 ®2007 ®2006 2005 #2004 “ 2003 ®W2002 =2001

H2000 W 1998 W 1997 W1996 M1994 M1993 1992

Figura 11. Numero de publicaciones anuales sobre SEDDS entre 1992-2018. Informacion
obtenida de web of science, 5 de diciembre de 2018.
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Se han comercializado con éxito varios productos basados en SNEDDS, por ejemplo,

Sandimmune Neoral (ciclosporina), Norvir (ritonavir) y Fortovase (saquinavir), lo que ha

fomentado el interés en aumentar la utilizacién de esta estrategia que es facil de escalar a

nivel industrial [Gursoy y Benita, 2004].

En la tabla 6 se muestran algunos ejemplos de farmacos que se han probado para

mejorar la solubilidad o biodisponibilidad mediante los sistemas autoemulsificantes. La

cual incluye los excipientes usados para los sistemas lipidicos, y en algunos casos la s

proporciones de cada excipiente en la mezcla.

Tabla 6. Ejemplos de diferentes sistemas de administracion de farmacos auto-emulsionantes.

Farmaco/Tipo de Clase Lipido Tensioactivo Co- Referencia
sistema tensioactivo
Tamoxifen- Il Labrafil 1944 Cremophor [Jain et al,
Quercetina/SNEDDS CS/Capmul RH40 2014].
MCM EP
Valsartan/ I Capmul MCM Labrasol (171 Tween 20 [Beg et al,
Solid-SNEDDS (117.50 mictol) microl) (171 microl) 2012].
Lacidipina/ - Labrafil/capmu | Cremophor/Twe Transcutol [Basalious
SNEDDS [(2:1) en 80 (1:1) (25.39%) et al, 2010]
(34.20%) (40.41%)
Genisteina/ - Maisine 35- Cremophor Transcutol [Zhu et al,
SNEDDS 1/Labrafac EL/Labrasol 2009].
lopophile (3:1)
WL1349 (1:1)
Albendazol/ Il Capmul PG-8 Cremophor EL PEG 400 [Mukherije
SMEDDS (10% wiw) Tween 80 acidificado et al, 2010].
(30,15% wiw) (45% wiw)
Simvastatina/ Il Captex/Capmu | Cremophor EL Etanol (10% [Thomas et
SNEDDS I (1:2) (55% (35% wiw) w/w) al, 2013].
wiw)
Cloruro de - Captex Cremophor Etanol [Thomas et
Halofentrina/Super- 300/Capmul RH40 (10%) al, 2012].
SNEDDS MCM (55%) (35%)
Gemfibrozilo/ - Aceite Cremophor EL | Capmul MCM- | [Villar et al,
SNEDDS esencial de C8 2012].
limén
Oridonina/ - Maisine 35-1 Cremophor EL Transcutol P [Liu et al,
SMEDDS Labrafac CC (37.9%) (37.9%) 2009].
(1:1WIW,
24.2%))
Atorvastatina/ - Labrafil Cremophor Propilenglicol [Shen &
SMEDDS (0.319) RH40(0.329g) (0.329) Zhong,
2006].
Coenzima - Myvacet 9-45 | Labrafac CM-10 Lauroglycol [Kommuru
Q10/SEDDS (188mg/cap) (235mg/cap) (47mg/cap) et al, 2005].
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4.6 Nanoemulsion de dapsona

Monteiro et al [2012] desarrollaron la primer nanoemulsién oral de dapsona, sistema de
mejoramiento de la permeacion intestinal. Desarrollaron los diagramas de fase pseudo-
ternarios con las combinaciones de Tween 40:Span 20 y Tween 20:Span 20 como mezcla
de tensoactivos, etanol o propilenglicol como co-tensoactivos, e isopropil miristato como la
fase oleosa. Sin embargo, con dichas combinaciones no obtuvieron nanoemulsiones
estables, por lo que decidieron probar combinaciones con Tween 80, Span 80,
propilenglicol e isopropil miristato, obteniendo las nanoemulsiones estables y que lograran
incorporar la mayor cantidad de agua posible. La formulacién resultante esta constituida
por isopropil miristato (31.64%w/w), propilenglicol (3.95%w/w), tween 80 (26.69%w/w),
span 80 (26.69%w/w) y agua (11.03%w/w). Probaron dos métodos diferentes de
incorporacion de DDS a la formulacion y después las caracterizaron, como se muestra en
la tabla 7.

Tabla 7. Clasificacion de las formulaciones y caracterizacion a tiempo cero y a 90 dias de
almacenamiento bajo condiciones de estrés.

NE | DDS | MI Talla (nm) Pdl indice refraccién | Contenido DDS
(%)
%w/ 0 90 0 90 0 90 0 90
w
| 2.0 FO | 11+0.3 10.6+0.22 0.21 0.28 | 1.450 1.452 | 102.09 89.15
Il 2.0 FF | 9.7+0.21 7.1+0.09 0.19 0.20 | 1.450 1.454 | 103.5 89.10
1] 2.5 FO | 7.4+0.11 10.8+0.17 0.14 0.19 | 1.451 1.451 | 106.2 91.61
v 2.5 FF | 6.3+0.13 8.7+0.10 0.23 0.41 1.451 1452 | 106.9 91.94

Nota: MI; Método de incorporacién; FO: Fase oleosa; FF: Formulacion final.

Analizando la talla de las nanoemulsiones a tiempo cero y después de 90 dias de
almacenamiento, las formulaciones I, lll y IV sufren un cambio de tamafio, mientras que
la formulacién | no muestra cambio significativo. En los casos de Pdl e indice de
refraccion los valores se muestran mas estables en comparacion con los resultados de
contenido de farmaco, donde observaron una disminucién del contenido después de los
90 dias de almacenamiento. De acuerdo con los resultados previos, los autores eligieron
a la formulacién Il para la prueba de permeabilidad y los estudios de cinética de

liberacion.

El perfil de liberacién se llevo a cabo en dos medios diferentes, fluido gastrico simulado y
fluido intestinal simulado. La liberaciéon de DDS dentro de los primeros 15 min fue de 90 y

91.5%, respectivamente. Ademas, realizaron un estudio control basado en la prueba de
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disolucion de DDS contenida en capsulas, el porcentaje disuelto de farmaco fue de 27.9 y

5.6%, respectivamente, en el mismo tiempo.

Los estudios de permeacion se evaluaron en células humana Caco-2, observando que la
nanoemulsion tuvo mayor permeacion (Pap, de 11.04 x 10 cm/s) en comparacion con una
solucién de DDS a base de buffer de fosfatos (P, de 7.792 x 10° cm/s).

Este tipo de formulaciones no requieren métodos de alta energia para su formacion, sin
embargo, al ser cinéticamente estables, la formulacion tiende a separarse provocando
una inestabilidad en la misma. Por el contrario, los SEDDS se producen espontaneamente
por lo que requieren de muy poca energia para su formacién. Ademas, suelen ser
termodinamicamente estables. Lo cual hace que su costo de produccion no sea elevado y

su escalamiento se lleve a cabo de manera mas segura y sencilla.
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5. Justificacion

Dapsona es un farmaco clase Il (BCS), de baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad,
se emplea principalmente en el tratamiento de la lepra. Se administra en un régimen de
polifarmacia debido a la resistencia bacteriana hacia este farmaco. Debido a las altas
dosis prescritas, se favorece la formaciéon de metabolitos téxicos provocando efectos

adversos graves que pueden causar la muerte.

Las formulaciones orales comerciales que existen son tabletas convencionales, las cuales
presentan problemas de baja solubilidad acuosa y por ende una menor absorcion del
farmaco. Recientemente se han reportado formulaciones lipidicas orales que incluyen una
nanoemulsién de dapsona en la que se ve aumentado la velocidad de disolucion en
comparacion con una solucién del farmaco, sin embargo, hasta la fecha ninguna ha sido

comercializada.

Los sistemas de liberacion autoemulsificantes de farmacos son una via alterna para
mejorar la solubilidad de farmacos poco solubles en agua, reducir la dosis efectiva, y en
consecuencia reducir efectos no deseados. Dapsona, al ser mas soluble en lipidos,
tensoactivos y co-tensoactivos, es un buen candidato para las formulaciones lipidicas.
Ademas, el costo de manufactura es accesible y el escalamiento a nivel industrial es

factible.

En este proyecto se proponen los estudios de desarrollo y caracterizacién de un sistema
autoemulsificante, capaz de mantener a dapsona dispersa bajo condiciones del tracto

gastrointestinal posterior a su dosificacién oral.
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6. Hipoétesis

La seleccion sistematica de los componentes con capacidad autoemulsificante, a través
de disefios experimentales sobre diagramas de fase pseudo-ternarios, debe dirigirnos
hacia la formulacion de un sistema de liberacion autoemulsificante capaz de soportar una

alta carga de DDS vy eficiente en la liberacién del farmaco en medio acuoso pH 1.2.
7. Objetivos
7.1. Objetivo general

Disenar los estudios de formulacion de un sistema auto-emulsificante para dapsona,
desarrollar y caracterizar la formulacion auto-emulsificante y evaluar la liberacion del

farmaco en medio acuoso pH 1.2.
7.2. Objetivos Especificos

Seleccionar los componentes para los sistemas auto-emulsificantes a partir de sus
propiedades emulsificantes reportadas en la literatura cientifica.

Establecer miscibilidad entre los componentes seleccionados para establecer que el
sistema lipidico sea homogéneo.

Determinar la solubilidad de DDS en lipidos, tensoactivos y co-tensoactivos seleccionados
como lo indica la FEUM.

Desarrollar los diagramas de fase pseudo-ternarios a través de un disefio experimental de
mezclas con vértices extremos para establecer el comportamiento de las mezclas en las
diferentes regiones.

Implementar el método de titulacion del agua a mezclas de Lipido:Ts-Cs especificas para
establecer su comportamiento frente a la dilucion.

Establecer la apariencia fisica, determinar el tamafio de gota y el indice de polidispersion
de las mezclas preparadas en los estudios de los diagrama de fase pseudo-ternarios.
Determinar la solubilidad de dapsona en los sistemas auto-emulsificantes. Determinar la
cantidad maxima solubilizada de farmaco en las microemulsiones de las regiones auto-
emulsificantes.

Realizar perfil de liberacion in vitro del farmaco a través de membranas de dialisis en una

solucion acida pH 1.2.
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8. Metodologia

8.1. Equipos y reactivos

La limpieza del material previo a cada experimento realizado se hizo con un lavado de

acetona pura, mientras que para la limpieza después de terminados los experimento se

lavdo con jabon neutro, posteriormente se agregé una cantidad de etanol en cada

recipiente y por ultimo se realizé un lavado final con hexano.

Equipo

Parrilla de agitacién
Balanza analitica
Nano Zetasizer
Espectrofotometro UV
Termocirculador
Potenciémetro

Parrilla multiple de agitacion

Reactivos
Dapsona

Vitamina E acetato
Acido oléico
Aceite de ricino
Miristato de isopropilo
Tween 20

Tween 80
Propilenglicol

Peg 400
Transcutol

Acido clorhidrico
Cloruro de potasio
Agua desionizada

Membranas de dialisis

Marca

IKA®

OHAUS CORPORATION ®
Malvern

Agilent Technologies
PolyScience

OAKTON®
VARIOMAG-USA

Marca

SIGMA ALDRICH
DROGUERIA COSMOPOLITA
MEYER

DROGUERIA COSMOPOLITA
DROGUERIA COSMOPOLITA
DROGUERIA COSMOPOLITA
DROGUERIA COSMOPOLITA
DROGUERIA COSMOPOLITA
SIGMA ALDRICH
GATTEFOSE

MEYER

SIGMA ALDRICH
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Modelo
C-MAG HS7
PA214
Z890

Cary 60
Sous vide
PH 700

Lote
STBF1825V
201201608102
A0714388
CO01140208

39K44012
180129
BCBQ6662V
C0113014
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8.2. Seleccion de los componentes del proyecto

La seleccion de cada uno de los componentes se realizé de acuerdo a lo descrito en la
literatura cientifica ademas de la facilidad en la adquisicion de cada uno de ellos. En la
tabla 8 se muestran los vehiculos seleccionados, asi como su valor de HLB y su

referencia en ME.

Tabla 8. Componentes de SEDDS y sus valores de HLB.

Componente HLB Referencia
Miristato de isopropilo 115 [Monteiro et al, 2012]
Vitamina E acetato 6 [WO2007047237A1]
Acido oleico 20 [WO2007047237A1]
Tween 80 15 [Mukherje et al, 2010]
Tween 20 16.7 [Beg et al, 2012]
PEG 400 11.6 [Mukherje et al, 2010]
Propilenglicol 11.6 [Shen & Zhong, 2006]
Transcutol 4 [Basalious et al, 2010]

8.3. Solubilidad de DDS en los diferentes componentes

Medir la solubilidad en los diferentes lipidos (Isopropil miristato, Aceite de ricino, Acido
oleico, Vitamina E), tensoactivos (Tween 80 y Tween 20) y co-tensoactivos (PEG 400,

Propilenglicol y Transcutol).

Para determinar la solubilidad aparente nos basamos en la monografia descrita en la
FEUM. ARadir 1 ml del vehiculo correspondiente en un vial, para el caso de los lipidos,
agregar 1 mg de DDS, mientras que para los tensoactivos la cantidad a agregar es de 10
mg. Agitar durante 30 s a intervalos de 5 min, en un periodo de 30 min. Registrar los datos
de la cantidad agregada de DDS para cada caso. La cantidad de DDS agregada a los
lipidos es menor debido a la formacion de una pasta que impide el seguimiento del

proceso.
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8.4. Determinacion de la miscibilidad entre lipidos, tensoactivos y co-

tensoactivos

Para comprobar la miscibilidad entre los excipientes seleccionados, se analizaron tres
proporciones diferentes para las mezclas del lipido con los tensoactivos seleccionados,
como se muestran en las tablas 10-14. Mezclar el volumen necesario de cada
componente, agitar en vortex y mantener en reposo durante 24 h. En la tabla 9 se
muestran los valores de peso molecular y densidad de cada uno de los componentes, con

el fin de determinar el volumen necesario de cada uno para la prueba de miscibilidad.

Tabla 9. Valores de peso molecular y densidad de los componentes seleccionados.

Vitamina E 472.74 952
Propilenglicol 76.09 1040
Tween 20 1227.54 1110
Tween 80 1310 1080
PEG 400 380 1128
Transcutol 134.17 990

Tabla 10. Relacion de proporciones binarias para vitamina E y propilenglicol.

Vitamina E 30 0.00063 6.453 0.315
Propilenglicol 70 0.00920 93.547 0.673
Vitamina E 50 0.00106 13.864 0.525
Propilenglicol 50 0.00657 86.136 0.481
Vitamina E 70 0.00148 27.302 0.735
Propilenglicol 30 0.00394 72.698 0.288
Tabla 11. Relacion de proporciones binarias para vitamina E ﬁtween 20.
Vitamina E 30 0.00063 52.671 0.315
Tween 20 70 0.00057 47.329 0.630
Vitamina E 50 0.00106 72.196 0.525
Tween 20 50 0.00041 27.804 0.450
Vitamina E 70 0.00148 85.833 0.735
Tween 20 30 0.00024 14.167 0.270

Tabla 12. Relacion de proporciones binarias para vitamina E y tween 80.

Vitamina E 30 0.00063 54.288 0.315
Tween 80 70 0.00053 45712 0.630
Vitamina E 50 0.00106 73.482 0.525
Tween 80 50 0.00038 26.518 0.450
Vitamina E 70 0.00148 86.606 0.735
Tween 80 30 0.00022 13.394 0.270




Tabla 13. Relacién de proporciones binarias para vitamina E y PEG 400.

Vitamina E 30 0.00063 25.623 0.315
Peg 400 70 0.00018 74.377 0.620
Vitamina E 50 0.00010 44.562 0.525
PEG 400 50 0.00013 55.438 0.443
Vitamina E 70 0.00148 65.225 0.735
PEG 400 30 0.00078 34.775 0.265

Tabla 14. Relacion de proporciones binarias para vitamina E y transcutol.

Vitamina E 30 0.00063 10.844 0.315
Transcutol 70 0.00522 89.156 0.707
Vitamina E 50 0.00106 22.107 0.525
Transcutol 50 0.00373 77.893 0.505
Vitamina E 70 0.00148 39.840 0.735
Transcutol 30 0.00224 60.160 0.303

8.5. Desarrollo de los diagramas de fase pseudo-ternarios

8.5.1. DDE con vértices extremos

Se cred un disefio experimental de mezclas con vértices extremos en el software
Statgraphics Centurion XVLII para establecer el area de emulsificacion y generar las
proporciones a probar de los componentes, los cuales se identifican como (X1) fase

oleosa, (X2) mezcla tensoactivo:co-tensoactivo (Ts-Cs) y (X3) fase acuosa.

Las restricciones del DDE para cada uno de los componentes son: Fase oleosa (20-75%),
Ts-Cs (1:1) (20-85%) y Fase acuosa (15-70%). Los co-tensoactivos a probar son

propilenglicol y transcutol.

Su preparaciéon consisti6 en mezclar las cantidades correspondientes de cada
componente, primero se agrego el lipido seguido de la adicién de la mezcla de Ts-Cs, se
agité para homogenizar y por ultimo se agrego la solucion acuosa de HCI pH 1.2 y se
agitdé en vortex durante 10 s. Una vez obtenidas las formulaciones se mantuvieron en
reposo durante 24 h y se midid el tamafio de particula e indice de polidispersién en el

equipo Malvern® Zetasizer Nano-ZS90 detallado en la seccion 8.6.1.



8.5.2. Método de titulaciéon del agua

Primero se establecieron las proporciones de fase oleosa:Ts-Cs a probar: 75:25 y 25:75,
respectivamente. Una vez obtenidas las formulaciones, se hizo una prueba piloto en la
cual se les agrego la fase acuosa gota a gota hasta observar un cambio fisico en la
mezcla. El cambio conste en pasar de una mezcla transparente a una mezcla lechosa. Se
registraron los datos de la fase acuosa agregada y posteriormente mediante el software
OriginPro® 8 se establecieron manualmente las proporciones con base a la prueba piloto

para mantener dicha mezcla al agregar la fase acuosa.

8.6. Caracterizacion de las formulaciones

8.6.1. Determinacion de tamano de particula e indice de polidispersiéon

En un vial de vidrio se mezclaron las porciones adecuadas de vitamina E y la mezcla de
tween 80:transcutol 1:1, se agitaron en el vortex para su generar una mezcla homogénea
y se dejaron en reposo durante 24 h. Posteriormente, se tomd una cantidad de 50 pl de
SEDDS y se agregaron a 25 ml de HCl,. y se agitaron nuevamente. En una celda de
plastico se colocaron aproximadamente 1 ml de cada formulacién, para su posterior
andlisis de tamano de particula e indice de polidispersidn mediante la técnica de

dispersion de luz dinamica en el equipo Malvern® Zetasizer Nano-ZS90.
8.7. Solubilidad de DDS en los sistemas autoemulsificantes

Las formulaciones empleadas para determinar la solubilidad de DDS contienen una
mezcla de Ts-Cs y lipido bien definido. Para cada formulacion, se toma 1 ml y se colocan
en un vial de vidrio de 3 ml con agitador magnético. Posterirmente se adiciona DDS en
porciones de 10 mg a intervalos de 5 minutos hasta observar que no se disuelve mas

farmaco.
8.8. Estudios de perfil de liberacion in vitro

La metodologia para los estudios de perfil de liberacion involucran la realizacion de la
liberacion a través de membranas de dialisis y la posterior cuantificacion del farmaco

liberado en el medio. A continuacién se describen ambos procedimientos.
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8.8.1. Procedimiento para la liberacion del farmaco

24 h previas al ensayo, dejar remojando la membrana de dialisis en la solucién HCI pH
1.2.

El dispositivo para la liberacion del farmaco requiere de una parrilla de agitacion
magnética multiple que soporta un recipiente de acrilico lleno de agua que se encuentra a
37 °C regulada por un termocirculador. Dentro del tanque de agua se colocan 6 vasos de
precipitados de 100 ml dentro de los cuales se colocan 50 ml de la solucién HCl,. pH 1.2 y
se agita a 150 rpm. Se permite que el medio de liberacion se equilibre térmicamente con
el bafio de agua. Posteriomente se coloca la formulacidon dentro de un saco preparado
con membrana de dialisis, que previamente se ha sumergido en el medio de liberacion, y
se soporta de una varilla de madera para su inmersion parcial en el medio. La figura 13
muestra el montaje del dispositivo utilizado. Montar el equipo con el termostato para

regular temperatura a 37°C.

Figura 12. Dispositivo para realizar prueba de liberacion in vitro.

Una vez que se sumerge el saco con la formulacién se toman muestras de 3 ml durante 7
horas a intervalos de 10 minutos en la primer media hora, 15 minutos la segunda primer
media hora, y posteriormente a intervalos de 30 minutos hasta las 4 horas y finalmente
cada hora hasta completar el tiempo establecido. Después de cada toma de muestra, el
medio se repone con solucion HCIl,, atemperada. Las muestras se analizan por

espectrofotometria UV-vis.
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8.8.2 Curvas de calibracion para cuantificaciéon de DDS

Para cuantificar DDS es necesario realizar las curvas de calibracion a través de
espectrofotometria UV-vis. Particularmnete, DDS presenta un maximo de absorcion a 290

nm. El procedimiento para la curva de calibracién se describe a continuacién.

Se prepara una solucion stock de 40 pg/ml a partir de 1 mg de DDS en 25 ml de solucién
HCl,. se debe pesar 1 mg y aforar a 25 ml con solucién HCl,. pH 1.2. Posteriormente, se
toma la alicuota necesaria para preparar diluciones de 5 ml y de concentracién 30, 20, 15,
10,7,5y 3 ug/ml.

Estas soluciones se analizaron a través del espectrofotometro UV-vis para obtener la

absorbancia a 290 nm.
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9. Resultados y Discusién

9.1 Solubilidad aparente de DDS

En la figura 13 se presenta la solubilidad de DDS en los diferentes vehiculos, siendo mas
soluble en tween 20, transcutol, y vitamina E. Seleccionamos transcutol (co-tensoactivo)
debido a su gran capacidad para solubilizar DDS, tween 80 (tensoactivo) por sus
propiedades emulsificantes y su HLB = 15, que indica la capacidad para formar
emulsiones estables del tipo O/W, y vitamina E (lipido) por su antecedente de reducir la
hidroxilacion de DDS durante el metabolismo hepatico [Prussick et al, 1992]. A pesar de
que no se logra ver una diferencia de la solubilidad de DDS en los lipidos, al comparar
todas las mezclas, vitamina E presenta menor precipitacion de DDS después del reposo
de 24 h.

PEG 400 25.1
Propilenglicol 45.8
Transcutol >100
Tween 80 35.7
Tween 20 50.4

Vitamina E 1

Acido oleico | 1

Aceite de ricino 1

Isopropil miristato 1
0 20 40 60 80 100

Cantidad disuelta (mg)

Figura 13. Solubilidad de DDS a temperatura ambiente.

También se decidié probar el propilenglicol como posible co-tensoactivo debido a su gran

capacidad de solubilizar dapsona.
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9.2. Miscibilidad de los componentes seleccionados

En la evaluacion de la miscibilidad de vitamina E con cada tensoactivo por separado,

observamos el comportamiento de la mezcla binaria a tres diferentes composiciones.

A pesar de que el comportamiento de una mezcla binaria sea distinto de una mezcla
terciaria, esta prueba nos ayuda a comprobar aquel componente miscible con el lipido

seleccionado como nuestra fase oleosa.

Figura 14. Miscibilidad de la mezcla binaria de vitamina E y tween 20 después de la agitacién (a) y
en reposo (b) de las proporciones 30:70, 50:50 y 70:30.

En la figura 14 podemos observar que a una mayor propocion de vitamina E existe una
tendencia a la separacién de fases. De manera similar ocurre en las figuras 15 y 16,
donde observamos que la vitamina E no es miscible con el propilenglicol ni con PEG 400

en las diferentes proporciones.

Figura 15. Miscibilidad de la mezcla binaria de vitamina E y propilenglicol después de la agitacion
(a) y en reposo (b) de las proporciones 30:70, 50:50 y 70:30.
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Figura 16. Miscibilidad de la mezcla binaria de vitamina E y PEG 400 después de la agitacién (a) y
en reposo (b) de las proporciones 30:70, 50:50 y 70:30.

Figura 18. Miscibilidad de la mezcla binaria de vitamina E y transcutol después de la agitacion (a)
y en reposo (b) de las proporciones 30:70, 50:50 y 70:30.

En las figuras 17 y 18 las mezclas binarias se observan como una mezcla homogénea,
ademas de que fueron las Unicas que no sufrieron coalescencia después de haberlas

mantenido en reposo.
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9.3. Evaluacion por el DDE vértices extremos

Los componentes seleccionados para generar los sistemas autoemulsificantes se basaron
en los estudios de solubilidad de DDS y miscibilidad que se presentaron en las secciones
6.1 y 6.2. Estos componentes son Vitamina E (lipido), Tween 80 (tensoactivo), transcutol

(co-tensoactivo) y propilenglicol (co-tensoactivo).

Tween 80:Transcutol 1:1
F1

275 275 45

F2 425 425 15
F3 50 275 225
F4 20 425 375
F5 20 20 60
F6 65 20 15
F7 20 65 15
075, : . F8 275 50 225
v‘ = /N /% /N e/ Fo 425 20 375
NN NN NN F10 35 35 30
100/ VN NN NN NN oo
HCI._ 0.00 0.25 0.50 0.75 100" i &

Figura 19. Diagramas pseudoternario y matriz experimental del DDE de mezclas con vértices

extremos.

La figura 19 muestra la proporcién de cada componente en cada una de las diferentes
formulaciones, y el area del diagrama pseudoternario a evaluar con vitamina E y la mezcla
de Ts-Cs, Tween 80-Transcutol (1:1).

Figura 20. Apariencia visual de las formulaciones con vitamina E + tween80-transcutol 1:1 + HClc.
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Las figuras 20 y 21 muestran la evaluacion visual de las formulaciones preparadas,
observando que el cambio de co-tensoactivo afecta la emulsificacion del sistema. Al usar
transcutol (figura 21) obtenemos emulsiones transparentes indicando la generacién de
ME, mientras que el uso de propilenglicol (figura 22) genera emulsiones lechosas, las

cuales refieren a emulsiones gruesas.

Tabla 15. Valores de talla y Pdl de las formulaciones con vitamina E + tween 80:transcutol 1:1 +

HCl .

F Talla (nm) Pdl

F1 80.95+4.2 0.525 +0.11

F2 1772 £ 3017 1

F3 2807 + 2173 0.471+£0.23

F4 2108 + 1996 0.588 + 0.39

F5 22.81+2.21 0.358 + 0.008
F6 144.9 + 17.1 1

F7 468.8 + 25.2 0.429 £ 0.05
F8 | 4673 +£492.0 1

F9 1212+ 145 0.388 + 0.03
F10 | 1551 +1733 0.833 £ 0.01

Observamos que las formulaciones F1, F5 y F9 generan tamafios de gota que entran en
el rango de los SNEDDS (<200nm). Este resultado es significativo porque se encuentra

orientado a la region donde la solucion acida esta en mayor proporcion.

Figura 21. Apariencia visual de las formulaciones con vitamina E + tween 80-transcutol 1:1 +
HCl .

37



Tabla 16. Valores de talla y Pdl de las formulaciones con vitamina E + tween 80:propilenglicol 1:1 +

HCl ..
F Talla (nm) Pdl
F1 79.57 +7.48 0.457 + 0.003
F2 240.3 £ 28.14 0.918 £ 0.07
F3 1523 + 1528 1
F4 570.3 £ 32.78 0.852+0.10
F5 11.51 £ 0.33 0.326 + 0.004
F6 428.7+132.4 1
F7 36020 £ 17710 1
F8 1499 + 1963 0.808 + 0.26
F9 110.6 + 20.50 0.439 +0.02
F10 4916+ 1144 0.786 + 0.02

Para el mismo disefio experimental también se probd la proporcién Ts-Cs 3:1, sin
embargo, los resultados no fueron tan satisfactorios debido a la formacion de geles en la
mayoria de las formulaciones (figura 22), particularmente la F7 se conserva sin apariencia
lechosa pero es un fluido muy viscoso. Por lo tanto, descartamos la proporcion 3:1. Al

probar la mezcla Ts-Cs 2:1 se observa el mismo efecto.

Figura 22. Apariencia visual de las formulaciones con vitamina E + tween 80:transcutol 3:1 +
HCl .

Debido a la obtencion de emulsiones lechosas y de cristales liquidos obtenidos con
propilenglicol y a las altas tallas que presentaron las formulaciones, decidimos analizar la
mezcla de Ts-Cs Trascutol:Tween 80 1:1 por ser una mezcla homogénea y por su

estabilidad fisica.

Con base a los resultados obtenidos decidimos crear un diagrama de fase ternario que

incluyera uUnicamente a los componentes del sistema lipidico (vitamina E, tween 80 y
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transcutol). En la figura 23 se muestran las proporciones de cada componente en las

diferentes formulaciones propuestas.

Tween 80

0.00

F1 42.06 27.9 30.04
F2 15.11 40.92 43.97
F3 20.8 38.1 41
F4 12.01 42.41 45.58
F5 39.11 29.35 31.54
F6 10.21 43.28 46.51
=i 23.61 36.82 39.57
o, 7 7 7 - 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Transcutol Vitamina E

Figura 23. Diagrama de fase ternario y matriz eperimental de los sistemas lipidicos propuestos.

Al dispersar las muestras en medio acuoso acido podemos observar como se genera una
NE en F1 y F5 por su aspecto opalecente, mientras que en el resto de las muestras
observamos la formacion de una ME por su aspecto traslicido. En la F1 y F5 hay mayor

cantidad de vitamina E, razén por la que se ven opacas.

Figura 24. Formulaciones evaluadas con vitamina E, tween 80:transcutol 1:1.
El aspecto lechoso de las formulaciones F1 y F5 en la figura 24, se debe a la alta
proporcion (>30%) del lipido en el sistema, lo cual afecta la cantidad de DDS que son
capaces de solubilizar. Se debe tomar en cuenta que las dosis recomendadas son de 50 y
100 mg.
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F5-0309 |
TG-2200
£3-0309

T3-03%0% i

F4-0309 g»;i
-

Figura 25.Formulaciones dispersadas en medio acuoso acido, correspondientes a las mostradas

en la figura 24.

Para establecer la cantidad maxima de farmaco que pueden contener las formulaciones
una vez que entran en contacto con la fase HCl,.. La figura 26 muestra las solubilidades

aparentes de DDS bajo dichas condiciones.

180

160

140

120 L

100 = = T
80

60

Cantidad disuelta (mg)

40

20

1 2 3 4 5 6 7
Formulacion

Figura 26. Solubilidad aparente de DDS en las diferentes formulaciones.

En base a nuestros resultados podemos observar que las formulaciones F2, F4 y F6 son
las que lograron disolver una mayor cantidad de farmaco, posiblemente debido a que

dichas formulaciones presentan una mayor proporcién de la mezcla Ts-Cs.

40



Al emplear una carga de 100 mg de farmaco observamos un incremento en la talla de las
formulaciones, siendo mas notorio este incremento en las formulaciones F1, F5, F6 y F7
(figura 27). El aumento en el valor de talla esta relacionado con la cantidad de lipido y

farmaco contenido en las formulaciones.

H Sin farmaco ¥ Con farmaco

311.4

17.52 23.07 54.52

J.62<g8 g6

F1 F2

Talla (nm)

F5 F6

F7

Figura 27. Comparacioén de los valores de talla de las formulaciones con y sin farmaco.

En el caso del Pdl (figura 28) podemos observar que F1, F3, F6 y F7 sufren un aumento
de su valor en presencia del farmaco, mientras que F2 se mantiene sin cambio

significativo.

Particularmente F4 y F5 sufren una disminucion del valor de Pdl, lo cual se puede atribuir

al tiempo trascurrido para realizar la lectura de las muestras.
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B Sin farmaco ¥ Con farmaco

Pdl

F5

F6 £7

Figura 28. Comparacion de los valores de PDI de las formulaciones con y sin farmaco.

En el diagrama de fase pseudo-ternario no se puede apreciar el area de emulsificacion
debido a que la proporcion de solucion HCl,. es mayor al 95 % dejando las siete

coordenadas cercanas al vertice de la solucién acida y traslapadas entre ellas.
9.4 Evaluacion por el método de titulacion del agua.

Como porte del desarrollo experimental decidimos explorar el diagrama de fases a través
del método de titulacion del agua. Lo cual representa el efecto de dilucién de las

formulaciones con una proporcion relativa vitamina E-Ts-Cs constante.

Al seguir experimentalmente el recorrido que representa una linea recta sobre las
proporciones 1:3 (25:75) y 3:1 (75:25) de Vitamine E:Ts-Cs (figura 29) observamos que el

tamario de particula disminuye proporcionalmente al incrementar la cantidad de HCl 4
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Figura 29. Diagrama de fase pseudoternario de la mezcla vitamina E + tween 80:transcutol 1:1 de

Para evaluar el efecto de la titulacion del agua generamos una matriz experimental que

incluye el area deseada, manteniendo la proporcién Lipido:Ts-Cs a evaluar. En las tablas

17 y 18

proporciones evaluadas.

Tween 80:Transcutol 1:1

WY Y 0.00

0.75 1.00

Vitamina E

Tabla 17. Proporciones, talla y Pdl de las mezclas Lipido:Ts-Cs (3:1).

se muestran las tallas y los valores de polidispersion obtenidas en las

Formulacion Vitar:ﬁna E 80:1-'I;'gre;:2utol H?'“ LLILEL DGR LE Pdl
(%) 1:1 (%) (%) (nm)

F1 75 25 0 3.2x10* £ 1.04x10* | 0.947 + 0.092
F2 65 20 15 3911 +424.5 1

F3 55.26 18 26.75 680.6 + 258.3 0.596 + 0.161
F4 45 15 40 47.22 +2.49 0.350 + 0.004
F5 37.5 12.5 50 40.58 + 0.592 0.372 +0.010
F6 27.5 10 62.5 40.75+7.73 0.371 +0.02
F7 22.5 75 70 49.39 + 30.58 0.360 + 0.127
F8 15 5 80 150.4 + 115.5 0.473 +0.315
F9 10 25 87.5 55.65 + 32.68 0.459 + 0.246

Los valores altos de Pdl en las F1 son conecuencia de la ausencia del medio dispersante,
porque que no se ha adicionado la soluciéon HCl,.. De F4-F9 se encuentran tallas menores

a 200 nm y valores de Pdl < 0.7. Sin embargo, hemos descartado las formulaciones que

contienen propilenglicol debido a su aspecto lechoso y su posterior floculacion.
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Tabla 18. Proporciones, talla y PDI de las mezclas Lipido:Ts-Cs (1:3).

Formulacién Vitamina E Tween HCl,¢ Tamaio de Pdl
(%) 80:Transcutol (%) gota (nm)
1:1 (%)
F1 25 75 0 73.8 £20.91 0.948 + 0.055
F2 20 60 20 802.9 + 31.62 0.420 + 0.084
F3 15 45 40 784.9+78.16 0.380 + 0.091
F4 10 30 60 104.0 £ 12.85 0.343 £+ 0.033
F5 5.55 16.66 77.77 177.0 + 38.02 0.375+0.011
F6 3 9 88 133.2+73.33 0.484 +0.003

En consecuencia, decidimos explorar las proporciones vitamina E:Ts-Cs 1:9, 1:3 y 1:1

siendo la proporcion de Ts-Cs 1:1, constante en los tres casos, y con transcutol como el

co-tensoactivo seleccionado.

En base a la capacidad de solubilizacion del farmaco, al tamafno de particula generado y
al Pdl de cada formulacion, decidimos escoger las formulaciones F6 y F7 que tuvieran los

mejores resultados para realizar las pruebas de perfil de liberacion in vitro.

9.5. Estudios de liberacion in vitro

Previo a las pruebas de perfil de liberacion es necesario establecer la curva de
cuantificacion de DDS a través de espectrofotometria UV-vis. DDS tiene un maximo de
absorcion a 290 nm. Su espectro solo sufre interferencia por parte de la vitamina E, sin

embargo esta no afecta significativamente la cuantificacion del farmaco.
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Figura 30. Curva de cuantificacién de DDS en HCl.

La tabla 19 muestra los valores de la regresién lineal obtenidos a partir de los datos de la
figura 30 de solucion de DDS en HCl,.como medio de liberacion.
Tabla 19. Parametros de regresion.
Compuesto Pendiente Ordenada al origen R?
DDS 0.0434 + 0.0027 1.62x10° £ 0.0177 0.99925

A partir del método descrito en la seccién 8.8, se realizaron los experimentos de liberacion
para F6 y F7 en ausencia y presencia de DDS. Los experimentos sin farmaco tenian
como objetivo determinar la presencia de aquellos excipientes que son capaces de cruzar
la membrana de dialisis, particularmente vitamina E, la cual absorbe en una region UV-vis

similar al farmaco.

En el anexo 1y 2 se muestran las graficas de absorbancia vs tiempo para ambos casos.
A partir de esta concluimos que el excipiente que atraviesa la membrana no contribuye

significativamente a la cuantificacién del farmaco.

La figura 31 muestra el porcentaje de masa acumulada de DDS en funcion del tiempo. Y
para ambas formulaciones se observa un comportamiento idéntico. En los primeros 50
minutos se observa un incremento ca 30 % y alcanza su valor maximo ca 50 % a los 150

minutos. Posteriormente la masa acumulada disminuye paulatinamente.
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Figura 31. Perfil de liberacion del farmaco.

Estudios previos de disolucion intrinseca de DDS en HCl,, pH 1.2 muestras que el
porcentaje de masa acumulada a 150 minutos es del 20 % [Sanchez-Segoviano, 2018].
Esto implica que la liberacion a partir de F6 y F7 incrementa al doble la liberacion del
farmaco. La solubilidad aparente de DDS en la solucion HCl,. a temperatura ambiente es
de 5.3 mg/ml, mientras que la del hidrato de DDS bajo las mismas condiciones es de 1.3
mg/ml. Tomando en cuenta los datos anteriores, podemos esperar que al prolongar el
tiempo de las liberaciones se observe la formacion de un precipitado, el cual

corresponderia al hidrato de DDS.

Con respecto a la apariciencia fisica de las formulaciones al termino del experimento, la
figura 33 nos muestra que F6 se mantiene como una solucion homogénea transparente
(microemulsion) mientras que F7 tiene apariencia turbia homogénea (nanoemulsién). En
ambos casos no se observa la presencia de polvo precipitado en el fondo de los
recipientes ni floculacion después de dos semanas a temperatura ambiente. Esto significa
que DDS o su hidrato no estan separandose de la formulacion. Esto es ventajoso en

terminos de una nueva formulacion para dapsona.
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Figura 32. Fotografias del medio de liberacion de las formulaciones F6 y F7 al término del
experimento de liberacion in vitro.

La disminucion de la masa acumulada puede deberse a la saturacion del medio de
liberacion y el farmaco puede 1) precipitar en el medio o 2) establecer un equilibrio entre
las fases separadas por la membrana. Sin embargo, después de 2 semanas de reposo de
los recipientes no se observa la presencia de polvo precipitado. Por tanto, y debido a que
el experimento no se realiza en condiciones sink, la segunda opcion sea factible. Para
demostrar esta propuesta de comportamiento seria necesario monitorear la masa de
farmaco dentro del saco de dialisis en funcion del tiempo. Estos expeirmentos quedan

como perspectiva del proyecto.
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10. Conclusiones

A partir de los experimentos de solubilidad y miscibilidad se seleccionaron la vitamina E,
Tween 80, propilenglicol y transcutol (lipido, tensoactivo co-tensoactivo, respectivamente)
como los componentes para las formulaciones a evaluar.

Posteriormente se descartd el uso de propilenglicol como co-tensoactivo debido a la
separacion de fases liquidas en las formulaciones evaluadas.

La implementacion de un disefio experimental de vértices extremos permitié obtener los
diagramas de fase pseudoternarios para la evaluacion de las regiones emulsificantes.

La implementacién del método de titulacion del agua permitié analizar el comportamiento
de las formulaciones ante la dilucién con el medio dispersante. Esta metodologia
comprob6 que las regiones establecidas por el disefio experimental anterior se mantienen
sin variacion.

Las formulaciones F6 y F7 generan buenos tamafnos de particula y ademas soportan una
adecuada dosis del farmaco evitando su precipitacion.

La prueba de liberacion in vitro nos permitid ver que el 50 % de la dosis ocurre a las 3
horas. Incrementando dos veces su valor en comparacion con la disolucién intrinseca del
farmaco.

Las muestras obtenidas de los experimentos de liberacién no muestran la presencia de
solido. Esto indica que DDS se mantiene en forma liquida estable (solubilizada) durante

tiempos mayores a lo permitido por la precipitacién de su hidrato.

48



11. Perspectivas del proyecto

1. Se sugiere analizar al sistema emulsificante mediante la técnica de microscopia,
para poder observar la forma de las gotas generadas durante la
autoemulsificacion.

2. Establecer el comportamiento del perfil de liberacién en un periodo mas largo de
tiempo para determinar si la disminucion de la masa acumulada en funcion es
afectada por la precitacion de DDS o por un equilibrio de distribucion entre la fase
interna del saco y el medio dispersante.

3. Llevar a cabo los estudios de estabilidad, establecer el comportamiento
termodinamico como micro o nano emulsion de las formulaciones F6 y F7 para
observar la separacion de fases o la precipitaciéon del farmaco.

4. Preparar capsulas de gelatina blanda/dura par estudiar la estabilidad de la nueva
forma farmaceutica asi como las posibles interacciones entre el contenedor con

DDS y los excipiente.
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13. Anexos
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