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RESUMEN

Los implantes de formacion in-situ, son formulaciones que permiten la
administracion de farmacos en un lugar anatomico especifico. En el caso de la
administracion postoperatoria de anestésicos en el peritoneo, permiten el control de
factores claves como son el control de dosis, la administracion continua del farmaco
durante las primeras 24-48 horas después de la intervencion y la administracién en

el lugar anatomico optimo.

Con el fin de desarrollar una forma farmacéutica para la administracion
intraperitoneal de anestésicos locales que permita la administracién sencilla y al
mismo tiempo actue como un implante de formacion in-situ; se ha desarrollado y
caracterizado un hidrogel bioadhesivo y termosensible de clorhidrato de lidocaina
(LC) y de Fosfato sédico de dexametasona(DSP).

La pre-formulacion del gel se lleva a cabo mediante la variacion sistematica de la
concentracion de los polimeros escogidos, hasta establecer una relacion que
permite obtener una formulacion que tenga una temperatura de gelificacion entre 29
a 33 °C y permita la formacion de un gel de viscosidad suficiente para comportarse
como un implante. El poloxamero 407 (P407) se utiliza como el polimero principal y
su concentracion se fija a un valor inferior a 15% para evitar efectos adversos. La
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) se usa como agente bioadhesivo y la
polivinilpirrolidona (PVP) para ajustar la temperatura de gelificacion y propiedades

fisicoquimicas y térmicas.

Para mejorar su bioadhesividad intraperitoneal, se realiz6 un estudio con diferentes
polimeros, evaluando su efecto en las propiedades fisicoquimicas y la
bioadhesividad. Entre los polimeros usados, cabe destacar los resultados obtenidos

al usar el polivinil-alcohol (PVA).



Los diferentes geles se caracterizan en tiempo de gelificacion, pH, viscosidad a 25
°C y 37 °C y osmolalidad, obteniéndose 2 formulaciones con caracteristicas

fisicoquimicas deseadas que sirven de base para el desarrollo completo de un

producto con alto interés sanitario.



ABSTRACT

The in-situ forming implants, are formulations designed to forma depot to
administrate a drug in a specific anatomic site. In the case of peritoneal
administration of analgesics in the postoperative period, they allow the continuous
administration of the drug the first 24-48 postoperative hours, when maximum acute
pain appear; and the administration at an optimal anatomic place where the greatest
tissue damage has occurred or where nerve block should occur for a correct
analgesia.

With the aim of developing a pharmaceutical form for intraperitoneal administration
of local anesthetics that allows both: simple administration and in-situ forming
implant, a bioadhesive thermosensitive long acting hydrogel of lidocaine
hydrochloride and dexamethasone sodium phosphate was formulated and
characterized.

The gel preformulation was carried out by a systematic variation of the
concentrations of chosen polymers, until obtaining a combined formulation that
gelifies at temperature between 29 and 32°C with enough viscosity to behave as an
implant. The poloxamer 407 (P407) was used as the main polymer and its
concentration was set at values below 15% to avoid adverse effects. The
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) was used as a bioadhesive agent and the
polyvinyl pyrrolidone (PVP) was added to adjust gelation temperature and
physicochemical properties.

To improve intraperitoneal bioadhesiveness, a study was performed with different
kind of polymers, evaluating its effects on physicochemical and bioadhesive
properties, measured with an innovative and reproducible method. It is worth noting
the results obtained with the addition of polyvinyl-alcohol (PVA).



The different gels were characterized in gelation time, pH, viscosity at 25 and 37°C;
and osmolality. Two formulations with desirable physicochemical characteristics
were obtained and serve as the basis for the final development of a profitable
sanitary product.
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1. OBJETIVOS







OBJETIVO PRINCIPAL

1. Desarrollo galénico de un gel inyectable termosensible y bioadhesivo de
administracion intraperitoneal como herramienta en el manejo multimodal del

dolor postoperatorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los principios activos, con el
fin de conocer su comportamiento y asi garantizar su estabilidad en la
formulacién.

- Estudio de compatibilidad tedrica de los principios activos
- Determinacion de los parametros que afectan la estabilidad de los

principios activos en la férmula

3. Determinar los excipientes, su compatibilidad con los principios activos y su
concentracion para la obtencidn de hidrogeles termosensibles con
caracteristicas deseadas.

- Estudio de compatibilidad teorica de los principios activos y los
excipientes

- Caracterizacion de los excipientes

- Determinacion de la concentracién de excipientes

- Comprobar la estabilidad del gel

4. Desarrollo de un hidrogel termosensible y de temperatura de gelificacion
entre 29-33°C
- Determinar método de preparacion del hidrogel

- Determinar métodos de caracterizacion de la férmula



- Fijar concentracion de excipientes

5. Obtencion del perfil de bioadhesion del hidrogel
- Estudio de compatibilidad tedrica de polimeros con la férmula
- Determinar método de caracterizacién de la bioadhesividad
- Determinar el efecto de la adicion de bioadhesivos a la formulacion.
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Las cirugias son procesos que generan un gran impacto para los pacientes,
provocan un alto grado de estrés y causan grandes cambios fisioldgicos, que van
desde el trauma tisular, que produce una cascada inflamatoria sistémica; a la
estimulacién de nociceptores, que inicia la experiencia dolorosa, favorece la
inmovilidad y la disminucién de la calidad de vida (1). Hoy por hoy, a pesar de los
progresos recientes en el manejo del dolor postoperatorio, los estudios siguen
demostrando que mas de la mitad de los pacientes presentan dolor moderado (de
4 a 6 en una escala de calificacion numérica 0-10 [NRS]) a intenso (NRS 27)
después de una cirugia (2). También, se observa que el dolor postoperatorio es la
preocupacion mas comun (59%) entre los pacientes.

El dolor post operatorio varia segun el tipo de cirugia y de las caracteristicas
fisiologicas de cada paciente. Se ha demostrado que el mal control del dolor agudo
postoperatorio conlleva efectos adversos sistémicos y esta asociado a la aparicion
de dolor cronico postquirargico(3). En cirugia abdominal, el riesgo estimado de
padecer dolor crénico postquirdrgico es de aproximadamente 20% (18% para
cirugia gastrointestinal, 15% a 32% para histerectomias) y un 5% para la
colecistectomia laparoscopica (4). El dolor postoperatorio se asocia a estancia
hospitalaria y tiempo de recuperacion prolongados, a aumento de la morbilidad y

aumento de los costes sanitarios.

Actualmente, el control del dolor postoperatorio se realiza mediante la combinacién
de técnicas y farmacos con el fin de crear un sinergismo que potencia el efecto
analgésico y disminuye la hiperalgesia. Este abordaje del dolor es conocido como
analgesia multimodal (5,6), siendo la infiltracion de anestésicos locales (LIA) una de
las técnicas mas usadas (7). Si bien su efectividad esta bien documentada, ésta
depende del tipo de cirugia y la localizacion anatomica. A nivel de cirugia abdominal,
su mayor inconveniente es la localizacion profunda de los plexos nerviosos y los
lechos quirurgicos que dificulta la correcta distribucion de la medicacion liquida, que
tiende a distribuirse en zonas declives, que no necesariamente son las zonas donde

se produce el dafio quirurgico y la activacion de los nociceptores. El desarrollo de
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nuevas formas farmaceéuticas permitiria la correcta localizacion del medicamento a
infiltrar, y asi mejorar la respuesta analgésica y disminuir los efectos adversos que
se producen por la absorcion erratica del anestésico a nivel de todo el espacio
peritoneal (8—11).
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2.1. ANATOMIA DEL PERITONEO

El peritoneo es un érgano de origen mesodermal que puede llegar a tener un area
de mas de 100 m? (12). Esta conformado por una capa de células escamosas
epiteliales planas, simples y estratificadas llamada mesotelio, cuya superficie
contiene wuna pelicula de (glicoproteinas ricas en acido hialurénico vy
microvellosidades. Esta capa celular se encuentra sobre la lamina basal, la cual
cubre una capa de tejido conectivo de espesor fino en las zonas distensibles; y
grueso en las zonas mas rigidas (13).

Anatomicamente es una membrana transparente, delgada y de aspecto brillante
constituido por dos capas: el peritoneo parietal y el peritoneo visceral. La primera,
esta en contacto con la cara interna de la pared abdominal y el retroperitoneo; y la
segunda esta en contacto con la cara externa de los érganos abdominales (12).
Estas dos capas forman la llamada cavidad peritoneal, la cual esta cerrada en el
hombre y abierta en la mujer, a nivel del pabellén de las trompas de Falopio. Es un
espacio que contiene aproximadamente 100 ml de fluido seroso, compuesto por
agua, electrolitos, proteinas donde predomina la albumina, células mesoteliales,
linfocitos (20%), macréfagos (70%), mastocitos (10%) y fibroblastos. Es de color
amarillo claro con una gravedad especifica baja (<1,016) y un pH de 7,5 a 8 con
capacidad buffer. Actua como liquido lubricante que permite el libre movimiento de
las visceras. Tiene una tasa de recambio de aproximadamente 5 ml/24 horas (208
pI/h) y una filtracidn total aproximada de 100 pl/min desde los capilares (18 mmHg)
al espacio peritoneal (17 mmHgq). El fluido peritoneal retorna al torrente sanguineo
a través de la capa mesotelial hacia el intersticio y los vasos linfaticos por un proceso
de ultrafiltrado gobernado por las fuerzas de Starling. El transporte se hace a través
de canales linfaticos que tienen una distribucidn relativamente uniforme por todo el
peritoneo, o por hendiduras entre las células endoteliales. La linfa pasa primero al
mediastino anterior y luego al conducto linfatico derecho, o a través de los vasos
linfaticos del epiplon hacia el conducto linfatico toracico. En la actualidad, la teoria
de los tres poros es la que explica con mas detalle el trasporte entre los vasos y la
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cavidad peritoneal. En ésta, se describen tres tipos de canales: el poro pequenio,
que es el mas frecuente y permite el paso de agua y solutos pequefos; el poro
grande, muy poco frecuente y permeable a las proteinas; y el ultra pequefio,
(también llamados acuaporinas-1) permeable unicamente al agua (12,14).

Las visceras recubiertas por el peritoneo visceral, y sostenidas por los pliegues del
peritoneo son los 6rganos peritoneales, conformados por el estomago, intestinos,
higado, sistema biliar, pancreas y bazo. Los rifiones y las glandulas suprarrenales
son organos que estan entre la pared de la cavidad corporal y el peritoneo parietal
y se denominan organos retroperitoneales (15). Su disposicion puede variar de
individuo a individuo, por las posiciones corporales y la respiracion. Los organos

mas moviles son aquellos que estan unidos al mesenterio por ligamentos (16).
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FIGURA 1 SECCION TRANSVERSAL DEL ABDOMEN A NIVEL LUMBAR (17)

Los epiplones, mesos y ligamentos son reflexiones que consisten en prolongaciones
del peritoneo parietal hacia el interior de la cavidad abdominal en forma de pliegues,
que continuan hacia el peritoneo visceral del érgano y por donde transcurren los
vasos y los nervios. La reflexion peritoneal hacia el yeyuno e ileon se denomina el
mesenterio y hacia el colon se denomina mesocolon (18). El mesocolon transverso

divide la cavidad peritoneal en un espacio superior y un espacio inferior.
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El mesenterio del intestino delgado divide la cavidad peritoneal inferior. Dichas
reflexiones sobre las diferentes visceras forman una serie de espacios, entre los
que cabe destacar el saco mayor, que se extiende desde el diafragma hasta el suelo
pélvico; el saco menor (bolsa omental), ubicado en el espacio subhepatico izquierdo
(12) y que comunica con el saco mayor por el orificio epiploico (16); el espacio
subhepatico derecho denominado saco de Morrison; el espacio subfrénico derecho
se encuentra por encima del higado y esta limitado por el ligamento coronario
derecho; el espacio subfrénico izquierdo esta en comunicacion con el saco mayor a
través del espacio alrededor de la zona anterior del bazo; y en la zona pélvica de

la cavidad peritoneal de la mujer se encuentra el saco de Pouch (12).

El epipldn mayor es un doble pliegue peritoneal que conecta el estbmago a la pared
abdominal posterior, se extiende desde mesocolon transverso hasta el borde inferior

del estbmago, cubriendo la cavidad peritoneal inferior (18).

FIGURA 2 REFLEXIONES
PERITONEALES POSTERIORES Y
SACOS DE LA CAVIDAD

PERITONEAL(18) A cuadrante superior derecho: 1 espacio subfrénico; 2
higado; 3 espacio subhepatico; 4 rifién derecho; 5

1 saco de menor; 2 foramen de Winslow; 3 bolsa colon transverso.
de Morrison; 4, el ligamento triangular derecho; 5 B cuadrante superior izquierdo: 1 espacio subfrénico;
espacio subfrénico derecho; 6 ligamento 2 Iébulo izquierdo del higado; 3 espacio subhepatico;
falciforme; 7 espacio subfrénico izquierdo; 8 4 estdmago; 5 colon transverso; 6 saco menor; 7
ligamento frenocdlico; 9 colon descendente; 10  pancreas; 8 duodeno; 9 mesocolon transverso; 10
mesenterio del intestino delgado; 11 colon epipldn; 11 rifién izquierdo.
ascendente; 12 duodeno; 13 esofago; 14
mesocolon transverso; 15 recto; 16 vejiga.

FIGURA 3 CORTE SAGITAL DE LA
CAVIDAD PERITONEAL(18)

La inervacion del peritoneo parietal difiere de la inervacion del peritoneo visceral. El
peritoneo parietal es de inervacion unilateral y es inervado por los nervios espinales

del musculo que lo recubre, desde el nivel T6 hasta L1, aunque el peritoneo que

15



limita con el diafragma es inervado por la C4 por fibras del nervio frénico y el
intercostal. El peritoneo visceral es inervado por los nervios que inervan la
respectiva viscera; de inervacion bilateral, es inervado por el nervio vago y fibras
simpaticas y parasimpaticas con terminaciones quimiorreceptoras 'y

mecanorreceptoras insensibles al dolor pero si a la traccion y distension (12).

Hay un eje neuro-inmuno-humoral, donde, por via paracrina, citoquinas locales
actuan en terminaciones nerviosas aferentes. Hay dos tipos de terminaciones
nerviosas: aferentes vagales y aferentes espinales, las cuales transmiten
informacion sensorial desde el tracto gastrointestinal al sistema nervioso central.
Las aferentes vagales son de localizacion intramuscular o intraganglionar y tienen
el cuerpo en el ganglio nodoso cerca del tronco cerebral; por otro lado, las aferentes
espinales, estan localizadas en la serosa, submucosa y en el mesenterio del tracto
gastrointestinal, tienen el cuerpo celular en la raiz del ganglio dorsal, proyectandose

al cuerno dorsal de la medula espinal(13).

FIGURA 4 ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LAS FIBRAS PRESINAPTICAS SIMPATICAS
/PARASIMPATICAS (19)

Los principales neurotransmisores 'y neuromoduladores, son CCK
(colecistoquinina), la sustancia P, el VIP (polipéptido intestinal vasoactivo), la
somatostatina y las encefalinas.
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2.2. CIRUGIA ABDOMINAL

El abordaje quirurgico del abdomen es variado y se disponen de varias técnicas
quirurgicas con fines diagndsticos o curativos. Cabe destacar la laparotomia, la

laparoscopia y la cirugia endoscoépica transluminal a través de orificios naturales.

La laparotomia es la via intra-abdominal tradicional (20), que se realiza en caso de
no poder utilizar técnicas menos invasivas. Consiste en una incisién en el abdomen,

el tamano y localizacion depende de la necesidad quirurgica y las areas afectadas.

FIGURA 5 INCISIONES DEL ABDOMEN EN LA LAPAROTOMIA (21)

1Supra umbilical, 2 Pararectal superior derecha e izquierda, 3 Subcostal, 4 Infra umbilical, 5 Pararectal inferior derecha e
izquierda, 6 Mac Burney, 7 Pfannerstie

Esta técnica quirurgica tiene la ventaja de ser rapida y de facil acceso para un amplio rango de procedimientos; pero esta
asociada a una recuperacion y tiempo de hospitalizacion mas prologado (20).

En emergencias quirurgicas, la incision en la linea media es de eleccion, usando
anestesia general en caso de realizarse una incision supra umbilical, y anestesia

espinal en caso de incision infra umbilical, sélo si el paciente esta estable.

FIGURA 6 INCISION EN LA LINEA MEDIA (22)
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Las técnicas quirurgicas menos invasivas como la laparoscopia, son de eleccion en
la mayoria de casos. La laparoscopia, comparada con la laparotomia, ofrece una
serie de ventajas incluyendo menor costo, menor dolor postoperatorio, menor
tiempo de hospitalizacidn, recuperacion mas rapida y resultados cosméticos que

superan ampliamente a la técnica abierta (20).

Esta técnica quirurgica consiste en realizar varias pequefias incisiones (puertos)
donde se insertan trocares, a través de los cuales, se pasan los instrumentos y el
laparoscopio. En uno de estos puertos, se introduce una llave de gas para
establecer un pneumoperitoneo de 10 a 20 mmHg de presion, para lo cual, se insufla
un gas (generalmente dioxido de carbono) a una velocidad de 4 — 6 L/min hasta la
presidn deseada y luego se mantiene por el flujo continuo de gas a 200 — 400 ml/min
(23).

FIGURA 7 LA LAPAROSCOPIA (24)(25)

La cirugia endoscopica transluminal a través de orificios naturales (NOTES, del
inglés Natural Orifice Translumenal Endoscopic Surgery), es una técnica quirurgica,
la cual, usa los orifico naturales (ej: boca, ano, uretra, vagina) para acceder a la
cavidad peritoneal, realizando una pequefa incision de 3 a 5 mm (26). Entre los
beneficios de esta técnica, resalta la reduccion en el traumatismo de la pared
abdominal, que disminuye el dolor incisional y el riesgo de complicaciones
parietales, produce menor respuesta inflamatoria, menor formacion de adherencias

intraperitoneales y menor estancia hospitalaria e incapacidad laboral.
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Por otra parte, existe un potencial riesgo de infecciones, inherente a la flora
bacteriana de dichos orificios; también existe un riesgo potencial de revisceracion
por un cierre incorrecto de la incisiébn, hemorragia parietal y visceral en la puerta de
entrada, lesion de las visceras adyacentes a la entrada y dificultad en el control de

las complicaciones (27).

FIGURA 8 CIRUGIA ENDOSCOPICA TRANSLUMINAL A TRAVES DE ORIFICIOS NATURALES
NOTES (28)
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2.3. MECANISMOS DEL DOLOR

Para explicar el dolor en cirugia abdominal se ha clasificado el dolor segun su origen
en: dolor parietal, dolor visceral y dolor referido.

El dolor parietal es originado por la incision en la dermis, la pared abdominal y el
peritoneo parietal. Es un dolor agudo, intenso y bien localizado (29), los estimulos
viajan desde el cuerno dorsal de la medula espinal, a las fibras contralaterales del
haz espino-talamico lateral hasta el tdlamo y luego a la corteza. Es caracteristico el
reflejo autonomo que se produce a nivel medular a través de las vias eferentes
simpaticas y la transmision de impulsos al cuerno anterior, dando lugar a un
componente motor, traducido en la contraccion muscular de los musculos inervados

por las mismas fibras.

El dolor visceral es originado por factores mecanicos, inflamatorios o isquémicos en
las visceras y el peritoneo visceral. Es un dolor de caracter sordo y de localizacion
poco precisa y se puede acompanar de sintomatologia vagal (29). La conduccion
de los estimulos dolorosos al SNC, es igual que la de los estimulos somaticos, con
diferencia de la baja cantidad de fibras A delta (no hay dolor primario) y la
predominancia de fibras C. También hay un reflejo autbnomo a nivel medular a

través de las vias eferentes simpaticas (30).

Ascending
pathways

Distension
ischemia
inflammation

FIGURA 9 DOLOR VISCERAL (31)
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El dolor referido se produce porque las fibras nerviosas de diferentes zonas
comparten segmentos neuronales sensoriales. Es un dolor localizado parecido al
dolor parietal, que se percibe en regiones anatémicas distales de la zona afectada
(32). Un ejemplo claro, es la experiencia dolorosa del hombro por la traccién o
inflamacion en la region del peritoneo que limita con el diafragma, inervado por la
C4, por fibras del nervio frénico y el intercostal, estimuladas durante la laparoscopia
(12).

El dano tisular provocado en la cirugia, activa nociceptores periféricos y libera una
serie de mediadores inflamatorios (histamina, bradiquinina, prostaglandinas,
serotonina, factor crecimiento nervioso, leucotrienos, FNT) que, a su vez, estimulan
nociceptores periféricos. Esta estimulacion provoca la liberacion de
neurotransmisores, como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, la

substancia P y la colecistoquinina (33).

La estimulacion de nociceptores periféricos provoca un impulso nervioso, que viaja
por las neuronas primarias, las fibras A delta (rapidas — 1° dolor) y las fibras C (lentas
— 2°dolor), hasta el cuerno dorsal de la médula espinal, especificamente a la lamina
| y lamina V, en las cuales ocurre la sinapsis. La neurona presinaptica libera
glutamato y aspartato que se unen y activan receptores especificos. Primero activan
los receptores acido a- amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y los
receptores de kainato (KAR), provocando la entrada de sodio a la neurona
postsinaptica, que produce la despolarizacion de la membrana (- 70 — - 35) (34).
Esta despolarizacién, provoca la separacion del magnesio que se encuentra unido
al receptor acido N-metil-D-aspartico (NMDA), dejandolo funcional para ser activado
por el glutamato del espacio presinaptico. La activacion del receptor de NMDA,
provoca la entrada de calcio que despolariza la neurona secundaria y se asocia con

el proceso de hiperalgesia y sensibilizacion central.
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FIGURA 10 SINAPSIS NEURONAL (34)

Una neurona secundaria puede formar sinapsis con mas de una neurona primaria
en el cuerno posterior de la médula espinal. Esta sinapsis esta modulada por
interneuronas, que son, pequefias neuronas caracteristicas de esta zona. Las
neuronas secundarias dan origen a tres haces ascendentes contralaterales: el
neoespinotalamico y el paleoespinotalamico, que conforman la via espinotalamica,
y el espinoreticulotalamico (de gran importancia en el componente afectivo del dolor)
(35). Algunos axones ascienden en forma ipsilateral y otros lo hacen a través de los
cordones posteriores que conducen fibras propioceptivas de tipo A, para luego
cruzar a nivel del bulbo y ascender al talamo. Esto explica algunos de los fracasos
de técnicas analgeésicas, como la cordotomia anterolateral. Al llegar al talamo,
ocurre la sinapsis y se procesa la informacion de la percepcion del dolor. Desde
aqui, viaja otro impulso por la neurona terciaria hasta la corteza donde se procesa
la informacion de la localizacion del dolor. La activacion de receptores NMDA en la
médula espinal y en los centros superiores del cerebro, como la circunvolucion
cingular anterior, la amigdala y la médula rostroventral, juegan un papel importante
en la sensibilizacion central, en el componente afectivo y cognitivo del dolor, junto
con otros mecanismos y neurotransmisores (36,37). La potenciacion a largo plazo

del dolor se genera por la continua estimulacion de neurotransmisores de las vias
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dolorosas en el cuerno de la medula espinal, centros cerebrales superiores como la
corteza del cingulo anterior, la amigdala y el hipocampo entre otros. La liberacion
de neurotransmisores y mediadores inflamatorios (histamina, bradiquinina,
prostaglandinas, factor de crecimiento neuronal, leucotrienos, interleucinas,
sustancia P) (33), amplifican la respuesta neuronal y provocan el proceso de
sensibilizacion central, desplazando la curva de estimulo-intensidad a la izquierda.
Esta se describe como hiperalgesia, alodinia (dolor al tacto suave) y/o el dolor

cronico persistente (38).

Hiperalgesia

ot

—— Respuesta normal
al dolor

Intensidad del dolor

+—Alodinia

Intensidad del estimulo

FIGURA 11 SENSIBILIZACION (3)

Las neuronas y las redes neuronales, tienen la capacidad de cambiar, temporal o
permanentemente, sus caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas y morfolégicas para
adaptarse (30). El excesivo calcio intracelular producido por la repetida activacion
de los receptores NMDA, en la corteza del cingulo anterior, se une a la calmodulina
(CaM) que activa la adenilciclasa-CaM (AC1) y una serie de proteinquinasas
Ca*?/CaM, como la proteina quinasa C (PKC), calcio calmodulina Kinasa CaMK y
CaMIK. Estas quinasas contribuyen en el trafico y la fosforilacion del receptor de
AMPA, provocando una sensibilizacion al glutamato extracelular. Por otra parte, la
activacion de AC1 activa la proteina quinasa A (PKA) y la proteina CREB (cAMP
response element-binding, en inglés), que participa en la trascripcion génica para

genera nuevos receptores AMPA (39).
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FIGURA 12 GENERACION DE NUEVOS RECEPTORES AMPA (40)

El dolor cronico postquirurgico se refiere al dolor que persiste mas alla de tres meses
después de la cirugia, afecta aproximadamente a mas del 10% de los pacientes
(38,41)

El adecuado control del dolor perioperatorio mejora la satisfaccion del paciente;
disminuye la probabilidad de desarrollar dolor a largo plazo y sus complicaciones;
disminuye el tiempo de recuperacion; reduce el tiempo de hospitalizacion,
disminuye la morbilidad y disminuye costos (33). El control del dolor perioperatorio
multimodal implica la actuacion antes, durante y después de la cirugia; con el uso
concomitantante de adyuvantes, analgésicos, opioides y diferentes técnicas
analgésicas; que actuan de forma aditiva o sinérgica con el fin de un mejor
tratamiento del dolor, minimizando los efectos adversos. Es importante tener en
cuenta que la percepcién del dolor postoperatorio varia de paciente en paciente (42),
y que el dolor es mas que la reaccion del cuerpo a un estimulo nociceptivo; es una
experiencia individualizada y multifactorial, donde influye el dolor pre-existente
(crénico y/o agudo), el sexo, la edad, las alteraciones psicoldgicas, el catastrofismo
y la lesion nerviosa, entre otros (36). Para la medicion objetiva del dolor se usan
escalas que pueden ser unidimensionales o multidimensionales. Las
unidimensionales solo miden la intensidad del dolor, destacan la Escala Visual
Analoga (EVA) y la Escala Verbal Numérica (NRS), son muy similares pero no
intercambiables entre si. EI EVA falla en un 7 — 11% de los pacientes por deficiencia

visual o psicomotora por lo que se prefiere usar la NRS (42,43).
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2.4. ANALGESIA EN CIRUGIA ABDOMINAL

En el tratamiento analgésico multimodal perioperatorio, existen varias vias y
técnicas de administracion de los diferentes farmacos, desde las menos invasivas
como es la via oral hasta técnicas mas complejas como el bloqueo del plano
transverso del abdomen (TAP) y el bloqueo epidural.

¢ Analgesia sistémica

- Via oral

La administracién por esta via permite obtener efectos sistémicos de una forma
indolora y cobmoda para el paciente. En contrapartida, la administracion depende del
estado gastrointestinal y de conciencia del paciente y existe una gran variabilidad
en la biodisponibilidad, y por tanto del efecto farmacoldgico.

- Via Intravenosa

La via intravenosa es una de las cuatro vias parenterales que existen, se requiere
del acceso a la circulacion sanguinea por medio de una inyeccion o una via venosa.
Se tiene una disposicion inmediata del farmaco en plasma, consiguiendo
concentraciones plasmaticas deseadas muy rapidamente y permite la
administracion de grandes volumenes, ya sea en bolus (concentraciones
plasmaticas deseadas en un corto periodo de tiempo) o mediante infusion continua
(concentraciones plasmaticas constantes durante un tiempo prolongado). Por otra
parte, los efectos adversos son sistémicos y de dificil prevencion; genera dolor en
el lugar de administracion y puede provocar hematomas, abscesos y dafo en vasos
sanguineos. En caso de cateterismos se pueden producir extravasacion del

medicamento o infecciones.
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- Analgesia Regional

Este tipo de analgesia se basa en el bloqueo del impulso nervioso desde la zona
donde se genera el estimulo doloroso hasta el sistema nervioso central. El objetivo
es la interrupcion de las vias nociceptivas del dolor (44). La principal limitacion de
estas técnicas es la corta duracidn del efecto anestésico, limitando su efectividad a

24 horas aproximadamente (45).

- Via espinal

Esta via de administracion de divide en bloqueo peridural o intratecal. Su
administracion es realizada por un especialista y requiere de medidas especiales
como condiciones estériles, una determinada posicion del paciente y ubicacion

exacta del espacio deseado para la administracion.

La analgesia por via epidural se caracteriza por un bloqueo metamérico dosis
dependiente. La administracién puede ser unica o en infusion continua a través de
un catéter, tiene una accion prolongada y permite la administracion de volumenes
de hasta 20 ml (46,47). El efecto es de comienzo lento ya que se requiere atravesar
las meninges y la farmacocinética dependera de las caracteristicas fisicoquimicas
(lipo/hidro solubilidad) del farmaco que determinan el paso.

La analgesia por via intratecal o subaracnoidea provoca un bloqueo completo similar
a la secciéon medular, la duracién del efecto esta determinada por la dosis. Se
administra poco volumen (2 — 3 ml) en inyeccion unica obteniendo una accién

inmediata al no depender del paso por membranas (48-50).

- Bloqueo TAP

El plano transverso del abdomen (TAP), es un espacio entre el musculo oblicuo
interno y el musculo transverso que se extiende por toda la pared abdominal hasta

finalizar en la aponeurosis del musculo recto. El bloqueo TAP se basa en la
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inyeccion de un anestésico local en este espacio anatomico, para bloquear las fibras
aferentes somaticas que inervan la pared abdominal anterior desde los dermatomas
T6 a L1 (51-53). La correcta localizacién del espacio se realiza mediante ecografia
usando la técnica medio-axilar, entre el margen costal y la cresta iliaca, la técnica
subcostal y una variante de localizacion ecografica en pediatria. (54). Se genera
una analgesia unilateral, pero cabe resaltar que esta técnica sé6lo afecta el
componente somatico del dolor postoperatorio de la cirugia de abdomen inferior, y
no hay efecto analgésico del dolor visceral (55,56).

- Infiltracion

La infiltracion de anestésico local en la piel y el tejido subcutaneo antes de realizar
la incision es la aproximacion mas simple y segura en analgesia regional.
Actualmente, la LIA es usada tanto en la anestesia quirdrgica como en la analgesia
postoperatoria, con el fin de obtener un efecto localizado y evitar los efectos
adversos sistémicos y el bloqueo motor consecuente de otras técnicas analgésicas.
Esta técnica se basa en la inyeccién o infusion local de anestésico cerca de la

incision quirurgica, con el fin de proporcionar una analgesia localizada.

Se han descrito diferentes modalidades de LIA entre las que cabe destacar:
inyeccion unica intraoperatoria de la herida, catéteres permanentes en la herida
para la infusidén continua y la mas reciente, la técnica de gran volumen asociada a
la cirugia de reemplazo de articulaciones (57). Si bien su efectividad esta bien
documentada, ésta depende del tipo de cirugia y la localizacion anatémica (58—61).
En ocasiones, esta técnica por si misma no es suficiente para disminuir la
intensidad del dolor postoperatorio, por o que se ha convertido en un componente
importante del régimen multimodal de anestesia en cirugia (62).

La laparoscopia, a pesar de ser un procedimiento menos invasivo que la
laparotomia, produce dolor y el tratamiento analgésico adecuado, sigue siendo un
factor clave en la recuperacion de los pacientes. Después de la laparotomia el dolor
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es principalmente por el dano tisular asociado a la incisién quirurgica para acceder
a la cavidad peritoneal, aunque hay un componente de dolor visceral importante
(63). El dolor derivado de una laparoscopia es de origen multifactorial: trauma por
la incision de los puertos, el dolor asociado a los cambios locales por el
pneumoperitoneo (isquemia, acidosis, estiramiento diafragmatico y peritoneal,),
cambios sistémicos (hipercapnia que provoca excitacion del sistema nervioso
simpatico, lo que conlleva a una amplificacion de la respuesta inflamatoria local) y

dolor especifico derivado de la manipulacién visceral especifica de cada cirugia.

La instilacion de anestésicos locales en la cavidad peritoneal después de la
laparoscopia ha demostrado ser efectiva, disminuyendo el dolor postoperatorio y
disminuyendo el tiempo de recuperacion de los pacientes, siendo mas efectivo al
realizarlo justo después de la cirugia (64,65).

Un estudio aleatorizado de 80 pacientes, en el cual se evalué el efecto en la
disminucion y el manejo del dolor postoperatorio tras la administracion de
anestésico local por instilacion peri trocal, intraperitoneal y su combinacion, en
colecistectomia por laparoscopia; concluy6 que la infiltracion peri trocal disminuye
significativamente el dolor parietal y la instilacion intraperitoneal disminuye

significativamente el dolor visceral y el dolor referido del hombro (66,67).

Una revision bibliografica de 23 estudios clinicos aleatorizados de la base de datos
Medline, en los cuales se evaluo el efecto de la administracion de anestésico local
intraperitoneal después de una colecistectomia por laparoscopia, concluye que hay
un efecto benéfico en 14 de ellos, encontrando una reduccion en la intensidad de
dolor. A pesar de que los efectos adversos son raros, la dosis de anestésico debe
ser monitorizada para evitar toxicidad (68). Una revision bibliografica en
MEDLINE/PubMed, EMBASE, y Ovid MEDLINE donde se estudia la efectividad de
la instilacion intraperitoneal en cirugias ginecologicas por la laparoscopia, demostré
que esta técnica disminuye significativamente el dolor durante las 6 horas
posteriores a la intervencién (69). Estudios comparando la ropivacaina, bupivacaina
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y la lidocaina demostraron que los tres farmacos son seguros y efectivos en el

control postoperatorio en este tipo de procedimientos.

La instilacion de anestésicos locales en la herida con o sin catéteres subcutaneos o
subfasciales, es de gran uso en el tratamiento del dolor postoperatorio en diferentes
procedimientos quirurgicos (70-72). En un estudio clinico aleatorizado de cien
mujeres sometidas a cesarea bajo anestesia general, la infiltracidon de le herida y el
sprayado del peritoneo demostré una reduccion del dolor y la necesidad de opiaceos
(73). Otro estudio prospectivo aleatorizado de sesenta pacientes sometidos a
cirugia aortica abdominal minimamente invasiva, comparo la efectividad analgésica
de la infusion epidural y la infiltracion local de la herida. Evaluaron las escalas de
dolor, la reanudacién en la alimentacion oral, la reanudacion en la deambulacion, el
dia del alta, y las complicaciones postoperatorias inmediatas (30 dias) y a largo
plazo (2 afios), observandose en ambos grupos un buen control del dolor y
recuperacion, a pesar de que el grupo sometido a la infiltracién local necesito una

dosis mas altas de anestésico (en este caso bupivacaina) (74).

Le hernia inguinal es uno de los procedimientos mas dolorosos hoy en dia (2). Un
metaanalisis de cinco estudios clinicos aleatorizado, en el cual hay un total de 288
paciente involucrados, y en donde se estudia la eficacia en la reduccion del dolor
postoperatorio de una bomba de infusion continua de anestésico local en la herida
mediante un catéter instalado justo antes de cerrar la incision, frente a un placebo;
demostrd que dicho sistema es efectivo en la reduccion del dolor en comparacion a

un placebo (75).

Con el fin de poder prolongar el efecto anestésico, se realiza una infusion continua
de anestésico en la herida con el uso de un catéter y una bomba elastomérica.
Diferentes estudios han demostrado su eficacia, concluyendo que esta técnica no
es inferior a la técnica epidural en referencia a la puntuacién en las escalas de dolor
(64). También, se observa que los anestésicos locales pueden atenuan el efecto de
estrés por la inflamacion local. A pesar del gran numero de estudios realizados, falta

determinar con certeza la localizacion éptima del catéter, asi como la concentracion
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y volumen adecuado (76). Es una técnica segura con pocos efectos secundarios,
las complicaciones mas importantes que hay que tener en cuenta, son su

inadecuada ejecucion y fallo de la técnica, infeccion de la herida y migracion o salida
del catéter.
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2.5. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL DOLOR

La cirugia abdominal da lugar a una mayor incidencia de complicaciones
pulmonares y gastrointestinales, de inmovilidad y en consecuencia prolonga el
tiempo de recuperacidn Para lograr una correcta analgesia, se usan una
combinacion de agentes farmacoldgicos y técnicas analgésicas. La anestesia
general o regional puede ser apropiada para los pacientes sometidos a cirugia
abdominal; la base de la anestesia general es un equilibrio entre anestésicos
inhalatorios, opioides y bloqueadores neuromusculares (77,78). Por otra parte, la
anestesia regional se basa en el bloqueo nervioso de fibras aferentes sensitivas. El
tipo de técnicas y agentes farmacologicos usados varia segun el historial médico
del paciente, comorbilidades, y el tipo de cirugia. Esto normalmente implica la

combinacion de analgésicos opioides, no opioides, y adyuvantes (79-81).

- Opiodes

Son los principales farmacos para el control del dolor intenso y continuan siendo
una de las estrategias analgésicas perioperatorias mas usadas, a pesar de su gran
controversia (82). Los opioides se pueden clasificar segun su origen siendo
naturales (codeina y morfina), semisintéticos (oxicodona e hidrocodona), sintéticos
(fentanilo, metadona, tramadol), o enddégenos (endorfina, encefalinas, dimorfina)
(3). También se pueden clasificar segun su potencia, determinada por la afinidad de
unidn a los receptores y la capacidad de atravesar membranas segun su solubilidad,
lipofilia y estado de ionizacion (42).

Se unen a receptores especificos Mu, Kappa, Delta o Sigma y sus multiples
subtipos; localizados en las terminales presinapticas del sistema nervioso central
(cerebro, tronco cerebral y areas medulares), vias sensitivas periféricas, y otras
partes anatomicas como el plexo mientérico y la médula adrenal. Son receptores de
membrana acoplados a proteina G, que consta de tres subunidades a, By y. La

proteina G tiene una porcidn exterior y una porcion catalitica proyectada al interior
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de la célula y acoplada a la GDP (nucleétido de guanina) en la porcion a. La unién
de un agonista al receptor provoca un cambio conformacional que facilita el
acoplamiento entre la proteina G y el receptor. La subunidad a se disocia de las
subunidades B y y y se acopla al efector modulando la sefial transmembrana a
través de la adenilciclasa (AMPC ciclico), canales de potasio, calcio, sodio,
proteinas transportadoras y fosfolipasas A2 y C (83—-85). Estos efectos se traducen
en una disminucion de la liberacién de neurotransmisores desde los terminales que
llevan el impulso nociceptivo, por la hiperpolarizacion de las neuronas, que provoca

la inhibicién de la transmisidn sinaptica del impulso.

A pesar de ser farmacos con un potente efecto analgésico, tienen efectos adversos
importantes entre los que caben destacar las nauseas, vomitos, somnolencia,
prurito, depresion respiratoria, estrefiimiento, disfuncion intestinal, tolerancia y

adiccion.

Una ventaja de los opioides es la gran variedad de vias de administracion, aparte
de las vias tradicionales como con la oral, rectal, y parenteral; también es de gran
uso la via transdérmica y vias menos convencionales como la intranasal, intratecal
y epidural (86). Los sistemas de analgesia controlada por el paciente (PCA) son una
bomba programable para suministrar una dosis bolo de opiaceos a demanda,
determinada por un especialista, con una velocidad de infusién basal opcional. La
PCA mejora el control del dolor y la satisfaccion del paciente. A pesar de que se
asocia a una dosis total de opioides mas alta, no esta asociada a un mayor riesgo
de efectos secundarios peligrosos, como la depresidén respiratoria. La morfina,
hidromorfona y fentanilo son los farmacos mas comunes para la administracion con
bombas PCA con dosis de 1 mg, 0,2 mg, y 12.5 ug, a una frecuencia de 6-10min.
El mecanismo de seguridad inherente de PCA radica en el hecho de que un paciente
que esta comodo o esta sedado no pulsa el botdén para administrarse otra dosis (87).
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- Paracetamol

Se usa como un adyuvante para el control del dolor postoperatorio. Su mecanismo
de accion no se conoce con exactitud, pero su efecto analgésico es por un posible
aumento del umbral de dolor (88). Su mecanismo puede implicar la inhibicion de la
via oxido nitrico, mediadora de una variedad de receptores de neurotransmisores
incluyendo N-metil-D-aspartato y la sustancia P. En estudios in vitro, se demostro
que es un débil inhibidor de la sintesis de prostaglandinas. Debido a que el
paracetamol es un inhibidor débil in vitro tanto de la COX -1 y COX-2, existe la
posibilidad de que se inhiba una forma hasta ahora no identificada de la COX, tal
vez la COX-3. Carece de efecto antiplaquetario y efectos toxicos gastrointestinales
(89,90). La administracion intravenosa de paracetamol es segura y eficaz en el dolor
leve a moderado. La combinacién de paracetamol IV con opiaceos, reduce el dolor,
la sedacion y las nauseas y los vomitos postoperatorios (91,92)

- lbuprofeno

Es un AINE prototipo con propiedades analgésicas y antipiréticas. El ibuprofeno es
un inhibidor no selectivo de las ciclooxigenas. Su mecanismo de accion se basa en
la inhibicion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), lo que disminuye la sintesis de
prostaglandinas involucradas en la mediacion de la inflamacioén, el dolor y la fiebre
(93,94). Su efecto antipirético se debe su accién hipotalamica, dando como
resultado, un aumento del flujo de sangre periférica, vasodilatacion y en
consecuencia la disipacion de calor. Su poca selectividad sobre las ciclooxigenas,
es la responsable de los efectos adversos. La inhibicion de la ciclooxigena-1 (COX-
1) esta implicada en las formacion de ulceras gastrointestinales (95). El ibuprofeno
se administra en forma de una mezcla racémica, el enantiomero R es metabolizado

en enantiomero S, siendo éste ultimo mas activo farmacolégicamente (96).
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- Capsaicina

La 8-metil-N-vanilli-6-nonenamida es un agonista del receptor de potencial
transitorio canal cationico miembro de la subfamilia V (TRPV-1), provoca la
liberacidn sostenida de sustancia P (razon por la cual da sensacion de quemadura),
agotandola y provocando asi, una disminucion de la activacion en fibras C (97). No
tiene efecto sobre las fibras delta y fibras alfa, por lo tanto, no tiene efectos sobre la
percepcion del tacto y la temperatura (98). Se administra con precaucion en casos
de tener las enzimas hepaticas elevadas y con el uso concomitante de (ECA)
enzima convertidora de angiotensina. La capsaicina esta disponible en formas
topicas e inyectables, las formas topicas se usan para la artritis y dolor neuropatico
como la neuralgia post herpética; mientras que la forma inyectable se puede utilizar
para dolor postoperatorio en cirugia ortopédica o abdominal (99).

- Gabapentina

El uso de analgésicos adyuvantes incluyendo antiepilépticos tales como
gabapentina, sirve para disminuir la dosis de opioides y mejorar la eficacia en el
control del dolor postoperatorio.

La gabapentina es un analogo del acido gamma-aminobutirico (GABA),
originalmente comercializado como medicamento anticonvulsivante, pero en la
actualidad, se usa para el dolor neuropatico y, mas recientemente, para la analgesia
perioperatoria.
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FIGURA 13 ESTRUCTURA QUIMICA GABAPENTINA (100)
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A pesar de su estructura quimica, no parece unirse a los receptores GABA, ni afecta
la recaptacion de GABA o su metabolismo. No actua como un precursor de GABA
o de otras sustancias activas en los receptores. Como otros anticonvulsivantes tiene
efecto sobre los canales de sodio y calcio(101). Se une a la subunidad 020 de los
canales de calcio dependientes de voltaje, lo que resulta en una disminucién de la
entrada de calcio a las terminales nerviosas, inhibiendo la liberacion de
neurotransmisores (102). Bloquea la sinapsis excitatoria por el bloqueo de los
canales de calcio voltaje dependientes, al impedir la unién de trombospondina a la
subunidad alfa-2-delta del canal de calcio (103).

Varios estudios confirman que el uso perioperatorio de gabapentina reduce el
consumo de opiaceos y el dolor postoperatorio, al tiempo que tiene otros beneficios,
como la reduccién de la ansiedad pre-operatorio, la atenuacién de la respuesta
hemodinamica a la intubacion y la reduccion de las nauseas y vomitos
postoperatorios(104,105). Los efectos secundarios mas comunes asociados con la
gabapentina son somnolencia, mareos, ataxia, fatiga y trastornos cognitivos(100).

- Dexmedetomidina
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FIGURA 14 ESTRUCTURA QUIMICA DEXMEDETOMIDINA (106)

La dexmedetomidina es un agonista a2 adrenérgico intravenoso, mas selectivo que
la clonidina, se utiliza en cuidados intensivos, en sedacion perioperatorias y como
analgésico. En la practica anestésica, se usa para reducir los requisitos de
anestésicos en anestesia general y en la prevencion de escalofrios después de la
anestesia regional o general. Al ser mas selectivo por los receptores alfa-2

presinapticos, se minimizan sus efectos secundarios como la hipotensién,
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bradicardia y sedacién (107). Hay varias teorias de su mecanismo de accion en el
dolor, entre las que destacan, la existencia de un aumento de la activacion de las
vias inhibitorias descendentes del dolor a través del locus coeruleus, un efecto
inhibidor directo sobre la descarga neuronal y una reduccion en la liberacion de la
sustancia P (101).

Ademas, actua de manera similar a los opiaceos a nivel cerebral (por ejemplo, la
activacién de proteinas G y de acoplamiento de potasio), potenciando la analgesia
y permitiendo una reduccion en la dosis de éstos (108,109). En el mercado esta
disponible como un inyectable a una concentracion de 4 ug/ ml premezclado con
cloruro de sodio al 0,9%. La dosis habitual en el control de dolor es 0.2 a 1 pg/kg-
h en bolus, diez minutos después de la induccion y en infusion continua entre 0,2
a 0,5 pg’kg- h (110).

- Ketamina

Cl
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FIGURA 15 ESTRUCTURA QUIMICA KETAMINA (111)

Sintetizada por primera vez en 1962 durante la guerra de Vietnam para su uso en
los soldados, fue introducido en 1970 al resto de la poblacion como un anestésico.
Es un inhibidor no competitivo del receptor NMDA a nivel del sistema nervioso
central y la médula espinal. Existen dos isdmeros que difieren en efecto analgésico
y anestésico, el enenatiomero S (+) que tiene mayor afinidad por el receptor y por
tanto es mas potente y el enenatiomero R (-) menos potente. Interacciona levemente
con los receptores Mu y Kappa y a altas dosis tiene propiedades de anestésico local
por la inhibicion de canales de sodio. Provoca sintomas anticolinérgicos por la

inhibicion de receptores nicotinicos y muscarinicos. (112). Se utiliza como
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coadyuvante en la analgesia intraoperatorio a dosis subanestésicas y su uso en el
postoperatorio es comun (110). Se ha observado que dosis intraoperatorias de 0,25
a 0,50 m/kg en bolus IV o infusion continua de 0,2 a 0,3mg/kg/h; e infusion continua
de 1,25 a 5 pg/kg/h, disminuyen el dolor postoperatorio, las nauseas y el consumo
de opioides (113,114). Se administra generalmente por via intravenosa o
intramuscular, pero la via oral y la via rectal ha sido usada con éxito en nifios. En el
mercado esta disponible como clorhidrato de ketamina en concentraciones
equivalentes a 10, 50, o 100 mg / ml de base de ketamina. Las inyecciones también
contienen 0,1 mg / ml de cloruro de bencetonio. En solucién tiene un pH entre 3,5 a
5,5 (115).

- Sulfato de Magnesio

Se ha demostrado que el magnesio tiene efectos antinociceptivos en modelos
animales y humanos mediante el bloqueo del receptor de NMDA y de los canales
de calcio asociados, evitando asi la sensibilizacion central causada por la
estimulacién nociceptiva periférica (116). Actua como un antagonista no competitivo
del receptor de NMDA evitando la entrada de calcio extracelular a la célula. Bloquea
los canales de calcio, provocando vasodilatacidén periférica, broncodilatacion y la
relajacion uterina a través de sus efectos sobre el musculo liso. Se usa como
coadyuvante para la anestesia en dosis de carga de 50 mg / kg seguido de 8 mg /
kg / hr. La adicion de sulfato de magnesio a anestésicos locales para anestesia
neuroaxial, prolonga la duracion de ésta y mejora la calidad de la analgesia. Un
meta-analisis en 2013 de ensayos controlados aleatorios demostraron que la
administracion perioperatoria de magnesio intravenoso reduce el dolor
postoperatorio y el consumo de opioides (110). Es soluble en agua, pero poco
soluble en glicerol y alcohol; tiene un pH entre 5,0 y 9,2 (solucion al 5% en agua).
El sulfato de magnesio se usa para atenuar la respuesta hemodinamica no deseable
asociada a la intubacion. Dosis parenterales excesivas de sales de magnesio
conducen al desarrollo de hipermagnesemia, que provoca depresion respiratoria y
la pérdida de los reflejos tendinosos profundos por el bloqueo neuromuscular. Otros
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sintomas de hipermagnesemia pueden incluir nauseas, vomitos, enrojecimiento de
la piel, sed, hipotensidn debida a la vasodilatacion periférica, somnolencia,
confusion, dificultad para hablar, visién doble, debilidad muscular, bradicardia, coma

y paro cardiaco.

-  Dexametasona

FIGURA 16 ESTRUCTURA QUIMICA DEXAMETASONA (117)

La dexametasona es un glucocorticoide de alta potencia, 25 veces mas potente que
la hidrocortisona y hasta dieciséis veces mas potente que la prednisolona. Actua
sobre los receptores nucleares 3C, activando multiples vias de sefializacion,
incluyendo la unién directa al ADN que resulta en cambios en la transcripcion
génica. Esto da lugar a cambios en los hidratos de carbono, proteinas y
metabolismo de las grasas, asi como cambios en la gluconeogénesis. De interés en
el contexto perioperatorio, es la disminucion de la liberacidén de bradiquinina, factor
de necrosis tumoral, interleucina-1, interleucina-2 e interleuquina-6 y la disminucién
de la produccion de prostaglandinas. Hay una disminucién de la transmision de los
impulsos en las fibras C que provoca un bloqueo motor y sensorial (118,119). La
unidn al receptor también altera la vida media del ARNm ya producido dentro de la
célula, lo que disminuye tanto la expresion del ARNm del receptor, como la
respuesta a la unién del ligando (120). Utilizada ampliamente en el contexto
perioperatorio, una dosis unica preoperatoria de dexametasona, actua como agente

profilactico de nauseas y vomitos.

Los beneficios antiinflamatorios y analgésicos, también se han demostrado

claramente en la anestesia, a pesar que la dosis ideal y la via de administracién no
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estan claras. Se ha demostrado el efecto analgésico con dosis entre 9 a 40 mg de
dexametasona durante el periodo perioperatorio (121).

Encapsular dexametasona con un anestésico local se ha formulado y estudiado,
mostrando que aumenta el tiempo de anestesia durante varios dias (122). Su poca
actividad mineralocorticoide la hace adecuada para el tratamiento de condiciones
en las que la retencidon de agua es una desventaja. Para la administracion
parenteral, se usa el éster de fosfato de sodio, administrado tanto por via
intravenosa mediante bolus o infusion; como intramuscular. Las dosis utilizadas,
expresadas en términos de fosfato de dexametasona, son de aproximadamente 0,5
a 24 mg al dia (aproximadamente 0,4 a 20 mg de dexametasona). También se
administra de forma intraarticular, intralesional, o inyeccion de tejidos blandos. Las
dosis intraarticulares son entre 0,8 a 4 mg de fosfato de dexametasona dependiendo
del tamafo de la articulacion. En las partes blandas, la dosis varia entre de 2 a 6
mg (117).

La solucion para inyeccidon de Fosfato sodico de dexametasona tiene un pH de 7.5
a 10.5, debe ser protegidas de la luz y de la congelacion. Por otra parte, el fosfato
sodico de dexametasona es labil al calor y no debe ser autoclavado para esterilizar
el exterior del vial, la esterilizacion se debe hacer por filtrado en dextrosa al 5%,
cloruro sodico al 0,9% o solucidn Ringer lactato, a través de un filtro de membrana
de éster de celulosa de 0,22 micras (lvex-2 Filtrar Set), o un filtro de membrana de
policarbonato de 0,22 ym (en Sure Set Filter) (123).

- Anestésicos locales

Los anestésicos locales (AL) se utilizan para la anestesia durante la cirugia y para
el manejo del dolor agudo y cronico. Actuan bloqueando de forma reversible los
canales de sodio voltaje dependientes, lo cual previene la despolarizacion de la
membrana del nervio por inhibicion del flujo de sodio. Se unen a receptores
especificos de la membrana, localizados en los canales de sodio en la membrana

del axén. También bloquea los canales de calcio, potasio y los receptores
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potenciales transitorios vaniloide tipo 1 (124—-126). Los anestésicos locales también
interrumpen el acoplamiento entre ciertas proteinas G y sus receptores asociados,
lo que provoca un efecto antiinflamatorio. Inhiben la respuesta inflamatoria local, ya
que reducen la liberacion de mediadores inflamatorios producidos por los
neutroéfilos, reducen la adhesion de los neutrdfilos al endotelio, reduce la formacion

de radicales libres de oxigeno y disminuyen el edema (127).

El mecanismo de accidon de los anestésicos locales esta determinado por las dos
formas existentes en solucién, la base libre y la catidnica o ionizada, que vienen
determinadas por el pH de la solucion y el pKa de la sustancia. Los de elevada
solubilidad en lipidos y valores bajos de pKa tienen un inicio de accion mas rapido.
La estructura del anestésico local también determina el mecanismo de accion. La
proporcion de base libre penetra las membranas biologicas y la fraccion ionizada es
la forma activa que se une al receptor, de esta forma se explican dos diferentes

mecanismo de accion (128):

v Hidrofilico: Es el principal mecanismo de accion, el anestésico local en forma
no ionizada atraviesa la membrana celular hasta llegar al interior de la
neurona, en donde pasa a la forma ionizado y se une a la parte interior de

los canales de Na* voltaje dependiente abierto y provoca el bloqueo.
v Hidrofébico: Es el mecanismo de accion secundario. Aproximadamente el
10% del anestésico local atraviesa la membrana cuando del canal esta

cerrado.

Los anestésicos locales se pueden clasificar en dos grupos basados en su

estructura quimica, amidas [-NH-CO-] y ésteres [-0-CO-] (122).
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FIGURA 17 ESTRUCTURA GENERAL DE LOS ANESTESICOS LOCALES (122)

Los de grupo éster, son bases débiles que se solubilizan para inyeccion en forma
de sales acidas de hidrocloruro conjugadas. Los de grupo amida son los mas
usados en la clinica; incluye la lidocaina, prilocaina, levobupivacaina, bupivacaina,

mepivacaina y ropivacaina.
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FIGURA 18 ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNOS ANESTESICOS LOCALES GRUPO AMIDA
(122)

La lidocaina es el anestésico local mas utilizado en el quir6fano. Es una
aminoetilamida (no contiene carbonos asimétricos) de accion intermedia, con una
velocidad de inicio de accion rapida. Es un anestésico de accidon media a
prolongada, tiene un tiempo de vida media entre 1 — 2 horas, es principalmente
metabolizada por el higado y su principal metabolito también tiene actividad
analgeésica. (129). Se usa en una formulacion de parche para el tratamiento del dolor
asociado con la neuralgia posherpética y también se usa como agente

antiarritmico.(Cita)

La dosis maxima sugerida de clorhidrato de lidocaina es de 500 mg cuando esta
asociada a adrenalina; sin adrenalina la dosis maxima recomendada varia entre 200
a 300 mg segun indicacion. En bloqueo periférico, la dosis depende de la ruta de

administracion (130): para el bloque de plexo braquial se usa una dosis de 225 a
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300 mg (15-20 ml de solucion al 1,5%); para bloqueo intercostal 30 mg (3 ml de
solucion al 1%) y para un bloqueo simpatico 50 mg (5 ml de solucién al 1%) entre
otros (131). A pesar de ser la de menor toxicidad y que los efectos adversos graves
de la lidocaina son extremadamente raros, la mayoria de las reacciones adversas
se deben a la colocacién incorrecta de la aguja, una administracién incorrecta o una
sobredosis. Es importante enfatizar que varios estudios han demostrado la
seguridad y efectividad de los diferentes AL, sin embargo, la lidocaina es la mas
conocida, tiene un costo bajo y su disponibilidad en el mercado es muy extendida.

La toxicidad de los anestésicos locales afecta principalmente el sistema nervioso
central seguido del sistema cardiovascular. La miotoxicidad se debe a la alteracion
bioenergética en la mitocondria de las células por accion sobre los canales de sodio
(132). Los AL no ionizados, atraviesan la membrana de las células neurales y
cardiacas, cerrando los canales de sodio en estado inactivo y retrasando la
generacion y propagacion de los potenciales de accidn. El pKa es determinante en
la toxicidad del LA, pero adicionalmente se ha visto, que el enantiomero (R) se unen
con mayor afinidad a los canales de sodio cardiacos que el enantiomero (S) (122),
por lo que en la actualidad, se trata de usar anestésicos locales cuya molécula
corresponda a dicho enantiomero. La ropivacaina es un enantiomero (S) tipo amida
de accién prolongada (133), con una eficacia y con propiedades farmacodinamicas
y farmacocinéticas similares a las de bupivacaina, la cual, es una mezcla racémica
(65).

Actualmente, se han desarrollado distintos dispositivos, técnicas y formulaciones de
liberacion prolongada para la administracion continua de anestésicos locales en la
herida quirurgica y peritoneo, con el fin de evitar el uso de catéteres y mejorar la
comodidad y satisfaccion del paciente.

El On-Q Pain Management System (I-flow Corporation) es un sistema de irrigacion
continua de anestésico local en la incision. Un estudio para comprobar la eficacia
del sistema usando bupivacaina como agente farmacoldgico (n=20) y solucién

salina como placebo (n=16) en la reduccién del dolor postoperatorio después de
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una cesarea, demostro que el dispositivo reduce significativamente el uso de
narcoticos posoperatorios (134). A pesar de que este tipo de dispositivos son de
utilidad para la administracion continua de farmacos, esta limitado al tipo de
procedimiento quirurgico. Se han estudiado varios sistemas de administracion en
forma liquida sin necesidad de ningun dispositivo para la administracion de
anestésicos locales en la herida y el peritoneo.

La aerosolizacion intraperitoneal de anestésico local en la laparoscopia, es una
técnica que consiste en el uso de un trocar adaptado formado por una camara
aerosolizadora, una membrana porosa y un suministro de gas propulsor (dioxido de
carbono). La camara contiene una solucion del farmaco el cual, gracias al gas, es
forzado a pasar por una membrana porosa de entre 3,5 y 5 MMAD (masa media de
diametro aerodinamico), localizada justo entre la camara y el trocar y encargada de
aerosolizar el farmaco (135).

Un estudio clinico aleatorizado de 80 pacientes sometidos a colecistectomia por
laparoscopia evaluod el efecto analgésico de la aerosolizacion intraperitoneal de
bupivacaina (n=20). Dividieron la muestra en cuatro grupos de tratamiento: grupo
control (n=20), grupo de solucion salina aerolizada (n=20), grupo de aerosolizacion
intraperitoneal con bupivacaina (n=20) y otro grupo en el que se administro
bupivacaina en la vejiga (n=20). Observaron una reduccion significativa del dolor
postoperatorio en el grupo de aerolizacidon de bupivacaina, comparado con los otros
meétodos de tratamiento. La técnica permite una disposicion homogénea de farmaco
por todo el peritoneo y un control del dolor por 24 horas, acelerando la recuperacion
del paciente (63). Por otra parte, es una técnica en la cual, la dosis absorbida de
farmaco no se puede controlar y, a las dosis estudiadas, tiene una farmacocinética
semejante a la administracion extravasal, donde el pico de maxima concentracion
plasmatica esta por debajo de los niveles toxicos (135). Al comparar la instilacion y
la técnica de nebulizacidn, éstas difieren en la duracion de la administracion de

anestésico local y en la absorcion sistémica.
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La instilacidn intraperitoneal se realiza durante un periodo corto (por lo general
dentro de 1-2 minutos) al final de la intervencion quirurgica, la zona de dispersion
del anestésico local es generalmente el lecho quirdrgico de la vesicula biliar y el
area circundante. En contraste, la nebulizacién intraperitoneal de anestésico local
se lleva a cabo durante un periodo prolongado (aproximadamente 30 minutos),
mientras que el neumoperitoneo se mantiene (es decir, la presion intraabdominal es
de 12-15 mm de Hg), y la dispersion del anestésico local es por toda el area
peritoneal (136). En ambas técnicas, no cabe la posibilidad de una administracion
continuada de farmacos mas alla de la cirugia y su efecto analgésico se limita a un

maximo 24 horas.

En la actualidad, se estan desarrollando nuevos sistemas de liberacion de
anestésicos locales, que permiten el uso de grandes dosis de farmaco y un control
en la liberacién, proporcionando una analgesia durante un periodo prolongado sin
toxicidad. Agentes vehiculizantes incluyen liposomas (137), lipoesferas,
ciclodextrinas, microparticulas, matrices de liberacién continuada , films, geles e
hidrogeles (122).

Los implantes de matrices poliméricas de anestésico local y los films,
bioerosionables y biodegradables producen un bloqueo nervioso continuo, pero su
uso esta limitado a los procedimientos quirurgicos en los que es posible su
implantacion. Como alternativa a los implantes sdlidos, los sistemas liquidos de
liberacidn de farmacos compuestos por liposomas, lipoesferas y microparticulas,
entre otros, han sido ampliamente estudiado en el tratamiento del dolor. La
encapsulacion del anestésico local proporciona una duracién del efecto analgésico
de varias horas o dias y a pesar de que no es necesaria la implantacidén quirurgica,
la formulacion se basa en procesos complejos y de multiples pasos en los cuales
se ve afectada su estabilidad (133). Por otra parte, estos sistemas liquidos de
liberacion pueden difundir libremente desde el lugar de la inyeccion a otras partes
anatomicas, por lo que es dificil controlar el efecto local deseado (138).
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Los implantes de formacion in-situ se basan en la inyeccion en el cuerpo de la
formulacién en estado liquido, que al entrar en contacto con los fluidos corporales
pasan a estado sdélido por diferentes mecanismos quimicos, fisicos o0 mecanicos
que provocan un cambio conformacional del sistema. Esta tecnologia combina la
ventaja de la liberacion controlada localizada del farmaco caracteristica de un
implante solido y la posibilidad de una administraciéon independiente de un

procedimiento quirurgico, caracteristica de las preparaciones liquidas.
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2.6. GELES

Un gel es un sistema coloidal con estructura reticulada y tridimensional que retiene
en su interior una gran cantidad de solvente. Es un sistema heterogéneo constituido

por dos o0 mas componentes, con propiedades de semisalido.

La formacion de un gel se lleva a cabo de forma espontanea o por factores externos,
donde a partir de un punto critico, se genera un “cluster” de particulas que permite
la generacion de una red que se expande por todo el sistema. En este punto, hay
un cambio de las propiedades macroscépicas observandose un paso de liquido a

solido.

La gelificacion ha sido descrita por la teoria clasica de Flory (139) y Stockmayer
(140), que explica como pequefas cadenas de moléculas reaccionan y forman
macromoléculas con estructura arborescente, siguiendo una transicion
termodinamica de tercer orden. La otra teoria aceptada es la teoria de la percolacion
desarrollada por De Gennes (141), que formula la existencia de una serie de
monomeros que se unen por enlaces al azar. A medida que se agregan mas

monomeros, se genera un “cluster” que finalmente forma una red (142,143)

Asi mismo, Flory describid cuatro tipos de geles (144):

Estructuras laminares bien ordenadas

2. Redes poliméricas covalentes completamente desordenadas
Redes poliméricas formadas por agregacion fisica, también llamados de
fase simple, constituidos por macromoléculas organicas distribuidas
uniformemente a lo largo de un liquido, de tal manera que no existen limites
aparentes entre las macromoléculas dispersadas y el liquido.

4. Estructura de particulas desordenadas, también llamados geles de dos

fases, al ser una red de particulas discretas.
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La gelificaciéon puede ser dada por uniones fisicas (gelificacion fisica) o quimicas
(gelificacion quimica). La gelificacion quimica es de tipo irreversible por la formacion
de enlaces covalentes. Se describen dos tipos: mondmeros reactivos
(condensacion — percolacion critica o adicion — crecimiento cinético) y vulcanizacion
(“crosslinking polymers”). Por otro lado, la gelificacion fisica es de tipo reversible y

puede ser fuerte o débil segun el tipo de interaccion.

Los geles pueden ser clasificados de muchas formas: segun su comportamiento con

el agua, el origen de los polimeros y segun la naturaleza de la fase interna.

Los hidrogeles, cuyo disolvente mayoritario es el agua, estan constituidos por un
material polimérico capaz de retener una gran cantidad de agua en su red. La
capacidad para retener agua es debido a los grupos hidrdéfilos presentes en las
cadenas poliméricas de la estructura del polimero. Entretanto, la resistencia a la
disolucion y el mantenimiento de su estructural es debido a los enlaces (fisicos o

quimicos) presentes entre las cadenas de la red.

Los hidrogeles que forman enlaces quimicos son los llamados hidrogeles
tradicionales (145). Estos forman una red de enlaces permanentes confiriendo al
gel baja resistencia mecanica. Por otra parte, necesitan de un catalizador y/o

agentes de copolimerizacion para su formacion.

Los hidrogeles que forman enlaces fisicos presentan una gelificacion de tipo
reversible. Cabe destacar entre ellos los hidrogeles sensibles al medio ambiente o
inteligentes, los cuales, gelifican en respuesta a un cambio ambiental, pudiendo ser
cambios en el pH, temperatura, carga eléctrica y/o luz. Son de gran interés por sus
propiedades biocompatibles y el facil control en la liberacién de farmacos. Se esta
investigando su aplicacion en la administracion de farmacos, como barreras
tisulares y en ingenieria de tejidos. Cabe resaltar entre sus ventajas la innecesaridad

de usar solventes organicos y agentes de co-polimerizacion (146).
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- Geles termosensibles

Los geles termosensibles son geles de formacion in-situ, en los cuales la gelificacion
esta inducida por la temperatura, observandose un cambio en la interaccion entre
el segmento hidrofébico y/o hidrofilico del polimero, que provoca un cambio en la

solubilidad de la red.

Los polimeros usados como agentes gelificantes, no solo exhiben una transicion
vitrea, sino también, un comportamiento de fases a baja y/o alta temperatura (147).
Esta transicion de fases es delimitada por la temperatura critica de solucion superior
e inferior (UCST y LCST, siglas en ingles), que demarcan el vértice donde dos
curvas coinciden; la curva conocida como espinodal y un corredor sensible llamado

curva de coexistencia o bidonal.

Regién meta-estable
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.
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Regidn fase Unica ESPIDONAL BIDONAL

FIGURA 19 DESCRIPCION ESQUEMATICA DE LA CURVA ESPIDONAL Y BIDONAL(148)
La mayoria de los polimeros presentan mayor solubilidad en agua al aumentar la

TEMPERATURA

UCST

Region de separacion de fases

~

temperatura (hidrogeles termosensibles positivos) y se dice que el polimero exhibe
una UCST cuando estan en solucion a alta temperatura y presentan transicion de

fase al enfriar.

Por otra parte, algunos polimeros, presentan menor solubilidad en agua al aumentar

la temperatura (dependencia inversa o negativa a la temperatura). Este
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comportamiento poco frecuente, hace que a temperaturas bajas, haya una sola fase
y al calentar por encima de la LCST se produzca el proceso de gelificacion (149).

Estos polimeros son mas solubles en agua fria, como resultado de un incremento
en la solvatacion y en la interaccidn de la cadena hidrofilica con el solvente; es decir;
a bajas temperaturas las moléculas del polimero son rodeadas por una capa de
hidratacion, al aumentar la temperatura, las cadenas hidrofilicas del polimero se
desolvatan como resultado del rompimiento de los enlaces (en su mayoria puentes
de hidrogeno) que se habian generado. Este fendbmeno favorece las interacciones
hidrofébicas polimero-polimero provocando una contraccion de la cadena y asi
generando la formacion del gel. La transicion de fase de este tipo de geles esta
gobernada por el balance entre la fraccion hidrofilica e hidrofébica del polimero.

La transicion de fase esta gobernada termodinamicamente, por la energia libre de

asociacion que depende de la entalpia (H), entropia (S) y la temperatura (T):

AG = AH —TAS

Un aumento en la temperatura provoca un aumento en el término TAS,
mayoritariamente por la contribucion de la entropia del agua, lo cual hace que la
energia libre de asociacion (AG) sea negativa favoreciendo la unién entre las
cadenas del polimero (150,151).

En este tipo de geles, la gelificacion sigue uno de los siguientes mecanismos (152):

- Gelificacion inducida por el solvente — gelificacion por formacion de un
complejo solvente/polimero (compuesto polimero-solvente).

La morfologia de los compuestos polimero-solvente puede ser del tipo esferulitico
o de tipo fibrilar dependiendo del disolvente utilizado y la tacticidad del polimero. La

interaccidn a nivel molecular entre el polimero y las moléculas del solvente son las
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principales responsables de la morfologia del gel al alterar la longitud de la cadena
(153).

- Gelificacion inducida por cristalizacion — gelificacion por cristalizacion

parcial del polimero.

En los geles termoreversibles semicristalinos, pequefios cristales unidos por
enlaces fisicos entre las cadenas forman una red fisica. A temperaturas
suficientemente altas, los cristales se funden y la red se transforma en una solucién
de polimero convencional. Los polimeros con alta estereorregularidad forman
cristales y los polimeros con cadenas atacticas generan compuestos de polimeros
solventes (154).

Si bien hay una gran cantidad de polimeros que generan morfologias
semicristalinas, cabe resaltar que muy pocos de ellos son capaces de formar geles

termoreversibles.

- Gelificaciéon micelar — gelificacion cuando a concentraciones superiores de la
concentracion micelar critica y por encima de la temperatura micelar critica

hay una agregacion o empaquetamiento de las micelas.

Co-polimeros lineales conformados por bloques anfifilicos pueden existir en
solucion como micelas agregadas o cadenas libres del copolimero. La gelificacion
fisica se produce por cambios en la solubilidad de un bloque del polimero,
induciendo un autoensamblaje de las cadenas del polimero y la formacion de

estructuras micelares

La liberacion del farmaco en los geles termosensibles se rige por diversos
parametros:

- Solubilidad del farmaco en el agua
- La velocidad de difusion del agua en el gel
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- La tasa de difusion del farmaco desde el gel
- Ladisolucion y erosion del gel dentro de las condiciones experimentales

Estos son los factores que afectan la cinética de liberacion del farmaco, y es
necesario el estudio experimental de disolucion in vitro para predecir la cinética y el
mecanismo de liberacién del farmaco (155).

- Excipientes de geles termosensibles

Los termogeles pueden estar compuestos de una gran variedad de diferentes

polimeros sintéticos o polimeros naturales con propiedades especificas (138).

La celulosa y sus derivados han sido ampliamente utilizados en aplicaciones
biomédicas por su biocompatibilidad. Cuando los derivados de celulosa tienen un
equilibrio éptimo de restos hidrofilos e hidréfobos, se produce una transicion sol-gel
en agua. La temperatura de transicion sol-gel depende de la sustitucion de la
celulosa en el grupo hidroxi (146).

La metilcelulosa (MC) es un éter de metilo de la celulosa, tiene propiedades de
gelificacion térmica, por lo cual a baja temperatura es soluble en agua formando
soluciones, y al elevar la temperatura, los enlaces de hidrogeno entre el polimero y
el solvente se rompen formando uniones hidrofébicas que forman el gel. La
temperatura de gelificacién depende de la concentracion salina de la solucién. Esta
disminuye al aumentar la concentracion salina, ya que las moléculas de agua
tiendan a solvatar las moléculas de la sal, reduciendo la solubilidad de la MC en el
agua (156), viéndose totalmente precipitada a concentraciones muy altas de
electrolitos (157).
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FIGURA 20 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA METILCELULOSA (MC) (158)

En agua fria, se hincha y se dispersa lentamente para formar una dispersion coloidal
viscosa, clara y/o opalescente (157).Tiene una temperatura de gelificacién (TG)
entre 40 y 50°C, pero la adicion de una sal, puede llegar a disminur la TG a valores
por debajo de 37°C (159)(160). En la siguiente tabla se observa la temperatura de

gelificacion a diferentes concentraciones de polimero y sal en el medio:

Tabla 1. Gelificacion de la Metilcelulosa a diferentes concentraciones

Concentracion Temperatura gelificacion (°C) Concentracion
(%) de KCI (%K)
5 >36 0.0560
6 >36 0.0560
7 36 0.0387
8 36 0

La temperatura de gelificacion es usualmente mayor que la temperatura corporal,
pero se puede ajustar con la adicion de sales o ajustando la concentracion del
polimero. Se observa que a concentraciones de mas de 8% de MC como unico
polimero en agua, no es necesaria la adicion de sales para que su gelificacion se
efectia a temperatura corporal (156). Este comportamiento puede variar al

combinar la MC con otros polimeros.
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Tabla 2. Gelificacion de la Metilcelulosa y otro polimero a diferentes

concentraciones

Concen:tl)'/?)cién MC Temperatu(rfcg);elificacién Concentracién de KCI (%K)
3/CMCH1 >36 0,0560
4/CMC1 >36 0,0560
5/CMC2 36 0,0560
6/CMC2 36 0,0526
5/CMC1/PEG3 36 0,0480
5/CMC2/PEG2 36 0,0480
6/CMC1/PEG3 36 0,0480
6/CMC2/CS-S031 36 0,0410

CMC - Carboximetilcelulosa, PEG — Polietilenglicol, CS- SO3; — Chitosan Sulfato

Varios grados de metilcelulosa estan disponibles en el mercado y se distinguen por
un numero que indica la viscosidad aparente en milipascales por segundo de una
solucion al 2% w /w a 20 °C. Grandes cantidades de electrolitos aumentan la
viscosidad de la solucién de metilcelulosa provocando su precipitacion. Tiene un pH
de 5,0 a 8,0 en una solucion acuosa al 1% w/v. La metilcelulosa es incompatible con
compuestos como el colesterol, los hidroxibenzoatos y el fenol. Los diversos grados
de metilcelulosa son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica como
emulsionantes de suspension, agentes espesantes, como diluente y disgregante; y
como agentes de recubrimiento en la fabricacion de comprimidos (158).

Se han desarrollado geles inyectables termosensibles para la prevencion de
adherencias postquirurgicas con buenos resultados (156). La metilcelulosa no se
usa habitualmente en productos parenterales, aunque se ha utilizado en
formulaciones de administracion intraarticular e intramuscular. Los estudios en ratas
han sugerido que la administracion parenteral puede causar glomerulonefritis e
hipertension. La biocompatibilidad de la metilcelulosa en el peritoneo no se ha
estudiado claramente, pero en las guias, se establece que la dosis letal 50 (DL50)
intraperitoneal en raton es de 275 g/ kg (157). Las soluciones de MC se contaminan
facilmente y se deben afadir conservantes antimicrobianos para la administracion
parenteral. Las soluciones deben ser esterilizadas por autoclave, a pesar que este
proceso puede disminuir la viscosidad de la solucidn. Este proceso es pH
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dependiente, por lo que en soluciones de pH menor a 4, la viscosidad se ve
disminuida un 20% después del proceso de Autoclavado (157). Derivados de
celulosa tales como la carboximetilcelulosa (CMC) y la hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) tienen biocompatibilidad en el peritoneo (161).

La hidroxipropilemetilcelulosa es la celulosa O-metilada y O-(2-hidroxipropilada), al
igual que la metilcelulosa forma geles termosensibles. La temperatura de
gelificacion varia de 50 °C a 90 °C dependiendo del grado y la concentracion. Esta
temperatura puede ser disminuida mediante modificaciones quimicas o fisicas. Un
ejemplo de esto, es la reduccion de la sustitucion molar del hidroxipropil que
disminuye la TG a 40 °C (160). Para temperaturas por debajo de la temperatura de
gelificacion, la viscosidad de la solucion disminuye a medida que se incrementa la
temperatura. Mas alla de la temperatura de gelificacion, la viscosidad aumenta con
los incrementos de temperatura (162).

Los diferentes grados de HPMC en el mercado se distinguen afiadiendo un numero
de cuatro cifras, en el cual, los dos primeros digitos representan el contenido
porcentual aproximado de grupos metoxi, y el tercero y cuarto digito, el contenido

porcentual aproximado de grupos hidroxipropil.
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FIGURA 21 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA HIDROXIPROPILMETILCELULOSA (HPMC) (163)

Es incompatible con algunos agentes oxidantes, y al ser no iénico, no forma
complejos con sales metalicas o compuestos organicos ionicos, evitando asi, la
formacion de precipitados insolubles. Tiene un pH de 5,0-8,0 en una solucion

acuosa al 2% w/w.
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Se encuentra en la lista GRAS (Generally Recognized As Safe) como aditivo
alimentario y en Europa esta aceptado con dicho fin. Esta incluido en la base de
datos de ingredientes inactivos de la FDA para uso en preparados oftalmicos y
nasales; capsulas orales, suspensiones, jarabes y comprimidos; preparaciones
topicas y vaginales. Incluido en medicamentos parenterales con licencia en el Reino
Unido. Las soluciones acuosas para uso oftalmico o parenteral se deben esterilizar
por autoclavado, las cuales, una vez enfriadas, deben ser agitadas para que el
polimero coagulado se redisperse. La HPMC genera soluciones acuosas de una
mayor claridad y con un menor numero de fibras no disueltas que la MC, por lo que
se utiliza preferentemente en las formulaciones oftalmicas. Tiene una dosis letal 50
(DL50) intraperitoneal en ratén de 5 g/kg y en rata de 5.2 g/kg (162). De hecho, las
dosis altas se estan investigado para el tratamiento de diversos sindromes
metabodlicos (164) y para la prevencion de las adherencias peritoneales en
hidrogeles en combinacion con Acido hialurénico (161).

Soluciones acuosas de etilhidroxietil celulosa (EHEC) también presentan un
comportamiento termosensible, pero su viscosidad disminuye con la temperatura,
lo cual la hace inapropiada para la preparacion de geles de formacion in-situ.
Estudios han demostrado que la adicion de un surfactante iénico, como el dodecil
sulfato sodio a una solucién diluida de 1 al 4% de EHEC, cambia su comportamiento
térmico, obteniendo una temperatura de gelificacién entre 30 y 40 °C. La necesidad
de incorporar un surfactante para poder realizar un gel de formacion in-situ, es un

impedimento para formulaciones de administracién parenteral (160).

El xiloglucano es un polisacarido extraido del nucleo de la semilla del tamarindo
(165), compuesto por una cadena (1-4)-b-D-glucan (GLU) que presenta cadenas
laterales de (1-6)a-D-xilosa (XYL) parcialmente sustituidas por cadenas (1-2)b-D-
galactoxilosa (GAL) (160).
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FIGURA 22 ESTRUCTURA QUIMICA DEL XILOGLUCANO (160)

El xiloglucano, obtenido de la semilla de tamarindo, estd compuesto por tres
unidades de oligbmeros de xiloglucano con heptasacaridos, octosacaridos y
nanosacaridos, los cuales, se diferencian por el numero de cadenas laterales de
galactosa. Cuando el xiloglucano es parcialmente degradado por las f-
galactosidasa, se obtiene un polimero con propiedades térmicas de gelificacion.
Este tipo de comportamiento no se encuentra en el xiloglucano puro de la semilla, y
la gelificacion s6lo es posible cuando la proporcion degradada de galactosa es
superior al 35%. La temperatura de transicidn es inversamente proporcional a la
concentracion de polimero y a la proporcion de galactosa eliminada. Por ejemplo, la
transicion de sol-gel de xiloglucano demostré que disminuye 40 £ 5 °C cuando la de

eliminacion de galactosa aumento del 35 al 58%.

Al igual que las celulosas, la formulacion de geles termosensibles requiere una baja
concentracion de xiloglucano, lo que es una ventaja desde el punto de vista
toxicologico. Tras la administracion intraperitoneal en ratas de Mitomicin C en un gel
al 1.5%, se observo un perfil de concentracién-tiempo amplio, a diferencia de un
pico estrecho y desaparicion rapida del liquido peritoneal y el plasma al administrar
el farmaco en solucion. En contrapartida, el uso del xiloglucano sélo esta aprobado
como aditivo alimentario y su baja temperatura de gelificacion (22 — 27 °C) hace que
su manejo a temperatura ambiente sea problematico (160).

El quitosano es un polisacarido que consiste en un polimero policationico de

glucosamina y N-acetilglucosamina. Se obtiene por la desacetilacion parcial de la

quitina (166), elemento estructural en el exoesqueleto de crustaceos e insectos,

siendo el segundo biopolimero natural mas abundante después de la celulosa (167).
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FIGURA 23 ESTRUCTURA QUIMICA DEL QUITOSANO (167)

El grado de desacetilacion necesario para obtener un producto soluble debe ser de
mas del 80-85%. En el mercado hay disponibles diferentes tipos y grados segun su
peso molecular (10000-1000000), grado de desacetilacion y viscosidad (166). El
quitosano tiene un pH entre 4 - 6 y es insoluble a pH neutro y alcalino. A un grado
de desacetilacion del 85% es soluble s6lo hasta a un pH de 6,2, precipitando a un
pH mas alcalino formando un gel. Al usar una sal poliol de aniones (3 glicerofosfato
GP) para su neutralizacion, puede permanecer liquido durante largos periodos de
tiempo obteniéndose un sistema a pH fisiolégico (6,8 a 7,2) y donde la gelificacion
sélo esta determinada por la temperatura del medio, observandose la formacién de
un gel con el aumento de la temperatura (168).

Los fosfatos de la sal de GP neutralizan los grupos de amonio del quitosano, lo que
permite una mayor union hidréfoba y de hidrégeno entre las cadenas de quitosano
a temperaturas elevadas. La mezcla es un liquido transparente a temperatura
ambiente que gelifica a 37 °C (167). La estabilidad de la solucién a temperatura
ambiente y del tiempo de gelificacion aumenta a medida que el grado de

desacetilacion disminuye.

Hay tres tipos de interacciones implicadas en el proceso gelificacion:

- La atraccion electrostatica entre grupos amonio del quitosano y el grupo
fosfato de GP

- Enlaces de hidrégeno entre las cadenas de polimero

- Interacciones hidrofébicas quitosano-quitosano (160).
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Se ha investigado su uso en formulaciones para la administracion controlada de
farmacos y como un componente de formas de liberacibn mucoadhesivas. El
quitosano es considerado como un material no téxico y no irritante, biocompatible y
biodegradable; con una DL50 (raton, oral): > 16 g / kg (166). Se realizo un estudid
de la efectividad del bloqueo del nervio ciatico en rata de un gel a base de quitosano
con nanoparticulas de ropivacaina, atrapadas en dexametasona. Este sistema fue
capaz de limitar la funcién motora y la funcion sensorial durante un maximo de 48 h
(138).

Los poloxameros, llamados también Pluronic® (Lutrol) sintetizados por la compafiia
BASF, son macromoléculas con estructura tribloque, formados por dos bloques
hidrofilicos (6xido de polietileno) y un bloque hidrofobico (6xido de polipropileno)
unidos por enlaces covalentes. Cuando son disueltos en solventes polares como el
agua, los bloques hidrofilicos se disuelven en el solvente y el bloque hidréfobo se
queda en la interfase (169). Es un copolimero no idnico con una estructura (POE)x-
(POP)y-(POE)x, donde x y y representan el numero de unidades.

fo~boA o~

FIGURA 24 ESTRUCTURA QUIMICA POLOXAMERO (170)

La solubilidad del bloque hidrofobico en agua depende de la temperatura, siendo
soluble a bajas temperaturas e insoluble a altas temperaturas. Por otra parte, el
bloque hidrofilico es soluble en agua en un margen de temperatura comprendido
entre 0-100 °C.

La temperatura de micelizacién critica (CMT) indica que, a temperaturas mayores a

este valor, el bloque hidrofébico deja de ser soluble y se agrega para formar micelas.

Las micelas estan formadas por un nucleo compuesto por el bloque hidrofébico y la
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corona por los bloques hidrofilicos (171). La transicion solucion a gel a temperaturas
elevadas esta relacionada con la contraccion de la corona de POE de las micelas,
por efecto de la temperatura sobre su solubilidad y la interaccidn de las cadenas de
POE con el nucleo duro de POP (146). Hay una deshidratacién del nucleo de POP
y una hidratacion de las cadenas POE (155). Para cada tipo de poloxamero hay una
temperatura de micelizacion critica, y viene dada por la relacién entre los bloques.
Es por esto, que los poloxamero se caracterizan segun el peso molecular del bloque
hidrofébico y el porcentaje del bloque hidrofilico.

Tabla 3. Caracterizacion poloxamero (170)

Poloxamero Estado fisico Peso mol_eculas Grado_
medio comercial
124 Liquido 2090-2360 L 44
188 Soélido 7680-9510 F 68
237 Soélido 6840-8830 F 87
338 Soélido 12 700-17 400 F 108
407 Soélido 9840-14 600 F 127

A valores bajos de ambos parametros se forman micelas esféricas, a medida que
se incrementan se forman micelas cilindricas y micelas tipo gusano. A valores muy
elevados de ambos parametros es posible formar cristales liquidos hexagonales,

cubicos y lamelares.
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FIGURA 25. CARACTERIZACION POLOXAMERO (171)
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El uso de los diferentes tipos de poloxamero esta claramente definido por las

autoridades, segun sus propiedades, caracteristicas fisicoquimicas y toxicidad.

Tabla 4. Usos citados por la FDA y la Administracion del Reino Unido (170)

Tipo
Poloxamero
124
Poloxamero
181
Poloxamero
182

Poloxamero
188

Poloxamero
237
Poloxamero
331
Poloxamero
338

Poloxamero
407

US FDA
Suspension oral, geles y lociones
de uso tépico
Lociones de uso topico

Geles de uso tépico

Capsulas orales, concentrados,
comprimidos de liberacion
retardada, granulados, polvos
para suspensiones orales,
soluciones, dispersiones, jarabes
y comprimidos.

Cremas topicas

Inyecciones intravenosas, polvos
para reconstitucion de
administracion intravenosa y
subcutanea

Soluciones oftalmoldgicas
Preparados topicos

Suspensiones y polvos para
suspensioén oral
Recubrimiento entérico para
capsulas orales

Capsulas orales de
recubrimiento entérico, pellets,
soluciones, suspensiones y
comprimidos

Cremas, geles, soluciones y
suspensiones tépicas
Soluciones oftalmoldgicas

UK/UE

Geles de uso tépico

Capsulas orales, concentrados,
comprimidos de liberacion
retardada, granulados, polvos
para suspensiones orales,
soluciones, dispersiones, jarabes
y comprimidos.

Cremas topicas

Inyecciones intravenosas, polvos
para reconstitucion de
administracion intravenosa y
subcutanea

Infusiones intravenosas

Comprimidos orales
Geles y lociones topicas

Las propiedades termosensibles de los poloxameros, en particular del poloxamero

407, ha permitido su uso en una gran variedad de formulaciones para la

administracion bucal, oftalmica, rectal, vaginal, nasal y oral. Los poloxameros

también han sido investigados para su uso en la preparacion de nanoparticulas,

implantes subcutaneos, emulsiones intravenosas, espumas topicas y organogeles

(172). En diversos estudios, se encontré que el poloxamero 407 (Pluronic® F127)
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a una temperatura de 25 °C (temperatura inferior que los otros tipos de poloxamero)
y a una concentracion de 20% en peso, es una solucion que se comporta como un
liquido viscoso movil, que se transforma en un gel transparente, semi-sélido a la
temperatura corporal (37 °C), al tener una temperatura critica inferior que los otros

miembros de la serie poloxamero (160).

La temperatura de gelificacion para los poloxameros 188, 237, 338 y 407; es de mas
de 100 °C en solucién acuosa al 1% w/v; al 10% w/v es de 71-75 °C. Una solucién
acuosa al 1% de poloxamero 124 tiene una temperatura de gelificacion de 15-19 °C
y al 10% de 24 °C. Las soluciones de poloxamero 181 al 1% tiene una temperatura
de gelificacion de 22-26 °C y al 10% de 32°C. La solucion al 1% de poloxamero 182
tiene una temperatura de gelificacion de 9-13 °Cy al 10% de 15 °C (172).

Desafortunadamente, los geles de poloxamero como unico componente se obtienen
a altas concentraciones del polimero (entre 20 y 30%) y se erosionan rapidamente,
por otra parte, no todos los tipos de poloxamer son biodegradables y pueden causar
hiperlipidemia a concentraciones superiores al 15% (168). Los hidrogeles a base de
poloxamero se disuelven facilmente en el sitio de la inyeccion dentro de unos pocos
dias, pero a alta concentracion (N16%, w/w), exhiben toxicidad al ser administrados
por via intraperitoneal (173).

Los poloxameros son considerados materiales no toxicos y no irritantes que no se
metabolizan en el cuerpo, aunque el poloxamero 407 ha reportado causar
alteraciones en los perfiles lipidico y posible toxicidad renal dosis dependiente, que
ha comprometido su uso en aplicaciones parenterales. Los estudios de toxicidad
animal en perros y conejos han demostrado que los poloxameros no son irritantes,
ni sensibilizantes a una concentracién entre 5% w/vy 10% w/v en los 0jos, las encias
y la piel. En un estudio de 14 dias de administracion intravenosa en conejos a una
concentracion de 0,5 g/kg/dia, no hubo efectos adversos evidentes. Un estudio
similar con perros tampoco mostro efectos adversos al administrar dosis de 0,5

g/kg/dia. En un estudio a largo plazo, ratas alimentadas con soluciones acuosas de
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3% w/ w o0 5% w/w de poloxamero durante 2 afios, no mostraron ningun sintoma
significativo de toxicidad. Sin embargo, las ratas que recibieron 7,5% w / w de
poloxameros en su dieta mostraron alguna disminucion en la tasa de crecimiento.
No se observa hemolisis en sangre humana durante 18 horas a 25°C y a una
concentracion entre de 0,001-10% w/v de poloxameros. Los datos de toxicidad
aguda en animales para el poloxamero 188 son: DL50 (ratén, IP): >5 g/kg (raton,
IV): 1 g/ kg, DL50 (ratén, oral): 15 g / kg, DL50 (raton, SC): 5,5 g / kg, LDSO0 (rata,
IV): 7,5 g/ kg, DL50 (rata, oral): 9,4 g / kg. El poloxamero 407 produce hiperlipidemia
a dosis entre 0,1 — 1 g/kg por administracién intraperitoneal (en adulto estandar
corresponde a 6 — 60 g), sin embargo, un estudio en conejos reporto efectos a dosis
de 138 mg/kg (en adulto estandar corresponde a 8,3 g) (174).

Los poloxameros son materiales estables no susceptibles a la polimerizacion. Las
soluciones acuosas son estables en presencia de acidos, alcalis e iones metalicos,
sin embargo, son susceptibles del crecimiento de moho, pero se pueden esterilizar
en autoclave (120 °C, 15 min, 1 bar) (172).

El poloxamero 407 tiene propiedades antiadherentes no especificas que previene
la adherencia de proteinas y bacterias; y de este modo dificultan la aparicion de

infecciones (175).

Los hidrogeles a base de copolimeros con bloques de poliésteres hidrofobos tales
como poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) y
policaprolactona (PCL) son de gran interés por sus propiedades de biodegradacion
y biocompatibilidad.

Actualmente hay comercializados un gran numero de hidrogeles implantables de
diferentes polimeros, con distintas aplicaciones terapéuticas, que abarcan desde
diferentes tipos de cancer, edema macular, dependencia alcohdlica y esquizofrenia
entre otras (173). Los sistemas de gelificacidn in-situ han adquirido gran interés en

el campo farmacéutico como vehiculos para la administracion de farmacos por via

62



dérmica, nasal, ocular, oral, bucal, vaginal, rectal y parenteral, pero formulaciones

para la anestesia local hay pocas.

Se ha descrito un gel termosensible de aplicacidén subcutanea de diclofenaco sddico
como agente analgésico; y poloxamero 407, metilcelulosa, hidroxipropilmetil
celulosa y polietilenglicol, solos 0 en combinacion, a diferentes proporciones como
agentes gelificantes. Dicho estudio concluye que las distintas formulaciones
desarrolladas son faciles de fabricar, fisicamente estables y de facil administracion,
ayudando asi, a la reduccion de la frecuencia de dosificacion, a mantener
concentraciones plasmaticas constantes y a reducir los efectos secundarios
sistémicos (155). Otro estudio realiz6 diferentes geles termosensibles usando un
derivado de celulosa (Metolose 60SH) como material termosensible y diferentes
antiinflamatorios no esteroidales (Piroxicam, acido acetil salicilico, ibuprofeno,
indometacina) como agentes farmacologicos, en el dolor e inflamacion del eséfago;
obteniendo buenos resultados de toxicidad, mucoadhesion y cinética de liberacion
(176). En hidrogeles para la anestesia y control de dolor, uno de los campos de
investigacion es en odontologia. Se han desarrollado diferentes geles de los cuales
cabe destacar un gel termosensible de articaina y poloxamero 407 como agente
gelificante termosensible en combinacion con hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y
Carbopol 934P, como agentes mucoadhesivos. Los diferentes estudios realizados,
demostraron que el sistema desarrollado es una alternativa viable para la forma de

dosificacion de inyectables convencionales (177).

El desarrollo de formulaciones que proporcionan analgesia prolongada con una sola
administracion tiene como reto el control en la liberacion de anestésico local, la
disminucién de la toxicidad sistémica, y la nula aparicién de reacciones adversas
sobre el tejido local. Un grupo ha desarrollado formulaciones liposomales de
saxitoxina, un compuesto con propiedades anestésicas locales con poca o ninguna
citotoxicidad, obteniéndose formulaciones que producen bloqueo nervioso en nervio
ciatico de rata de larga duracion (7,2 dias), con la minima toxicidad local y sistémica
(137). Hay varios equipos formulando nuevos geles con anestésicos locales entre

los que cabe destacar, un estudio que evalué la eficacia de los geles termosensibles
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de lidocaina al 2% como agente anestésico y diferente agentes gelificantes:
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, vy
poloxamero 407. La eficacia in vivo de las diferentes formulaciones se evaluo en
ratas mediante la inyeccion de estos en las proximidades del nervio ciatico, y
evaluando la funcion nociceptiva y funcidn motora. Observaron que la cantidad
acumulada de lidocaina liberada durante 8 h fue mas lenta para el gel poloxamero,
seguido de los geles de carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa vy
metilcelulosa. El efecto antinociceptivo duré mas tiempo con el gel de poloxamero.
El examen microscépico de las muestras de tejido no mostro irritacion del tejido del
musculo esquelético por los geles y concluyen que el gel de poloxamero es el

vehiculo mas prometedor para la formulacion de lidocaina (159).

Otro grupo formuldé y evalu6é un gel inyectable termosensible de clorhidrato de
ropivacaina al 2% en poloxamero P407 y poloxamero P188. Se realiz6 el estudio de
gelificacion a 37 °C y el estudio de liberacion, en el cual se determind la
concentracion de ropivacaina por RP-HPLC, observandose que la matriz de
poloxamero es adecuada y permite una liberacion controlada del farmaco (178).

DURECT Corporation ha comercializado una solucién semiviscosa de isobutirato
acetato de sacarosa que contiene 12% de bupivacaina llamada POSIDUR ™ el
cual, gelifica al ser administrada (179). Esta tecnologia conocida como SABER ™
esta destinada a proporcionar analgesia prolongado postquirurgica. Se realizé un
estudio clinico doble ciego, aleatorizado y controlado para evaluar la seguridad y
eficacia de SABER-Bupivacaina en pacientes sometidos a cirugia abierta de hernia
inguinal en cinco hospitales de Australia y Nueva Zelanda. SABER- Bupivacaina fue
administrado en la herida quirurgica al final del procedimiento y se evaluo la eficacia
y seguridad, donde se observo que es un sistema seguro, que mejoro el control del
dolor al reducir la necesidad de analgesia oral o parenteral y no perjudicé la
cicatrizacion de la herida (180).

Cabe resaltar que muchas de las sustancias usadas como agentes gelificantes

termosensibles también tienen propiedades antiadherentes, lo que es de gran
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interés en el ambito de las cirugias abdominales. Las adherencias son uniones
anomalas entre los tejidos y drganos de aparicion congénita o adquirida después de
una cirugia, un traumatismo o una infeccion. Pueden provocar infertilidad femenina,
obstruccion uretral, dolor pélvico cronico y obstruccion intestinal que puede causar
la muerte (161). Hoy en dia no hay estrategias definitivas para prevenir la formacién
de adherencias peritoneales, la mas comun es el uso de barreras. Una serie de
hidrogeles inyectables de formacion in situ se han probado con éxito para evitar la
adhesion peritoneal, y por lo general estan hechos de dextrano, gelatina, acido
hialurénico, derivados de la celulosa o0 macromondémeros de poli etilenglicol (181).
La celulosa oxidada (Interceed®) tiene una buena eficacia clinica en la prevencion
de la formacion de adherencias cuando se utiliza adecuadamente en ausencia de
sangre o fluidos peritoneales. El hialuronato de sodio / carboximetilcelulosa (HA /
CMC) (Seprafilm®), es una membrana reabsorbible que ha reducido la formacién
de adherencias en modelos animales y estudios clinicos (156). Los geles
termosensibles de Poloxamero se han utilizado para prevenir las adherencias
postquirurgicas, sin embargo, son no degradables y la desaparicion del hidrogel es
por disolucion en agua, por lo que, el tiempo de residencia es de solo dos dias. Los
hidrogeles de copolimeros de bloque poli (3-caprolactona-co-lactido) -b- poli
(etilenglicol) -b- poli (3-caprolactona-co-lactido (PCLAePEGePCLA) son
biodegradables y su integridad puede durar varias semanas. Son altamente
eficaces en la reduccibn de la formacion de adherencias abdominales

postquirurgicas (181)

65



2.7. BIOADHESION

Segun la clasificacion de la adherencia en sistemas bioldgicos hecha por Park y
colaboradores, la adherencia de un hidrogel a la superficie del peritoneo seria del
tipo 3: adherencia de un material artificial a un substrato biologico (182).

La bioadhesién es un fenbmeno complejo de gran interés por sus aplicaciones a
nivel quirdrgico y en la liberacidon controlada de farmaco (183). Se define como un
fendbmeno de atraccion que ocurre entre excipientes o materiales y una superficie
biolégica. Hay una coexistencia de fuerzas de atraccion y repulsion, generandose

la adhesién cuando predominan las de atraccion.

El mecanismo exacto no esta totalmente elucidado, pero se han descrito diferentes
teorias: entrelazamiento mecanico, adsorcion quimica, teoria de la difusion y teoria
electronica (184,185). La contribucion de cada uno de los mecanismos en el
fendmeno depende del tipo de bioadhesivo, las caracteristicas de la superficie y las
caracteristicas del medio (186). La adhesion en materiales poliméricos esta
determinada por uniones fisicas, uniones quimicas secundarias y uniones quimicas
primarias como enlaces idnicos o covalentes; siendo las segundas de tipo transitorio

y de mayor interés en el ambito de la liberacion de farmacos.

El entrelazamiento mecanico explica la adhesién debida al llenado de las
irregularidades presentes en una superficie rugosa por un liquido o semisolido. Esta
rugosidad aumenta la superficie para interactuar y, por consiguiente, favorece la
disipacion de energia (187).

La adsorcion quimica describe un contacto molecular en la interfase a través de
interacciones quimicas tales como las fuerzas de Van der Waals, puentes de
hidrogeno, atraccion electrostatica, o interacciones hidrofébicas y osmaéticas (188).
La teoria extendida DVLO (Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek) explica las

fuerzas de atraccion y repulsion de la interfase entre células vivas y un material
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(189,190). Considera que la fuerza predominante cuando hay una separacion de 1
y 103 nm es la fuerza electrostatica de la doble capa, y cuando la separacion es
pequefia (1 nm), predominan las fuerzas de Van der Waals (191). Por otra parte,
también expone que los puentes de hidrogeno son las fuerzas prevalentes en los
polimeros que contienen grupos carboxilo, un hecho importante a tener en cuenta

ya que la mayoria de los polimeros tienen en su estructura este tipo de grupos (189).

La teoria de difusién, la cual se uso inicialmente en el estudio de materiales
gomosos, postula la existencia de una interdifusion de moléculas y/o segmentos de
polimeros de ambas superficies a través de la interfase. Este proceso solo ocurre si
las cadenas de los polimeros tiene suficiente movilidad y el sustrato bioldgico
presenta también dichas cadenas (tipo mucina) (187,193,194).

La teoria electronica se basa en la premisa que el bioadhesivo y la superficie
biolégica tienen cargas eléctricas opuestas. Al contacto, hay una transferencia de
electrones que forma una doble capa de electrones que determina la fuerza de
bioadhesion (195). Es importante destacar que la generacion de la doble capa de
electrones no es suficiente para observar la adhesion, pero si para promover la

posterior interaccion quimica.

Por ultimo, se expone la teoria de humectacién, la cual es ampliamente aceptada
para productos liquidos y semisolidos e implica la creacion de fuerzas de superficie
como resultado del contacto molecular entre dos materiales (191). El primer paso
es la formacidn de fuerzas de interfase seguido por el establecimiento de un
contacto continuo llamado humectaciéon. Para que un adhesivo humecte una
superficie, necesita tener una tension superficial mas baja que la tension superficial
critica de la superficie(196). Una buena humectacién ocurre en superficies donde
no hay creacion de burbujas o acumulacion de solventes que disminuyan el area de
contacto (187,193,194).
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Los Adhesivos Sensibles a la Presion (PSA's, por sus siglas en inglés) se definen
como aquellos adhesivo que tienen una adherencia instantanea debido a su
capacidad para formar uniones de fuerza medible como resultado de un breve
contacto con una superficie(197). El Criterio de Dahlquist cuantifica los requisitos
reologicos de un PSA para tener un buen comportamiento adhesivo, midiendo la
rigidez y resistencia del adhesivo. De manera amplia y genérica; se podria decir que
un material viscoelastico absorbe energia en lugar de permitir que se propague, lo
que implica que si un material esta por encima de su temperatura de transicion
vitrea sera de caracter gomoso o elastico (como nuestra formulacion) y, por lo tanto,
el médulo elastico estara por debajo de 105 N / m2 y tendra buenas propiedades de
adhesion (198).

A medida que aumenta la temperatura, los geles termosensibles experimentan un
cambio de fase que corresponde a cambios en la movilidad molecular. Esta
situacién es comparable a la que presentan los adhesivos sensibles a la presién, en
el hecho que la transicion mas importante para su comportamiento elastico se se
consigue al alcanzar la temperatura de transicion vitrea (199). Como su nombre lo
indica, solo si un polimero esta por encima de su temperatura de transicion vitrea,
puede ser gomoso o elastico y, por lo tanto, cumplir con los requisitos del criterio de
Dahlquist.

A pesar del actual interés por el desarrollo de productos bioadehsivos, no existe un
método estandarizado para la medicion de la bioadhesion. No obstante, existen
mecanismos definidos para la evaluacion de la bioadhesion y a nivel experiemtal se

han desarrollado diferentes métodos.
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En la siguiente tabla se detallan varios métodos reportados:

Tabla 5. Resumen métodos reportados para la medicion de la adhesion (200)

Analisis Método
In vivo o ex vivo Fuerza tensil
Estudios reologicos
Método del saco intestinal

Microscopicos

Canal de flujo
Unién Mucina-particula
BIACORE®
Elipsometro
Medidas de fuerzas de
superficie
Espectroscopia

Espectrofotometria
Método de lavado
Método de caida

Tipo

Saco intestinal invertido
Saco intestinal no invertido
Microscopio Confocal Laser

de BarridMio
Microscopio de fuerza
atémica
Transductor
electromagnético
Microscopio de
fluorescencia

Resonancia magnética
Espectroscopia dieléctrica
Infrarojos

Como se puede observar, algunos de ellos requieren instrumentos dificiimente

asequibles, muchas veces de gran complejidad experimental y de dificil

disponibilidad en los laboratorios de desarrollo galénico.

La mayoria de los métodos in vitro se basan en:

- Medicion de la interaccidon con la mucina.

- Interaccion con tejidos bilogicos extraidos de animales.

- Mecanicos - Traccion o fuerza de cizallamiento.
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Los métodos que miden la interaccion con la mucina son usados para medir la
mucoadhesividad, es decir la bioadhesidn a mucosas en la que hay presencia de

esta glicoproteina.

Entre los métodos de interaccidon con tejidos biologicos se encuentra el método de
lavado, el cual, consiste en atar a una pieza plastica, una seccién de tejido. Luego,
se aplica el producto a ensayar y las piezas plasticas se fijan a la cesta de un
instrumento de disgregacion de comprimidos. Se introducen las piezas en una
solucion buffer fosfato pH 6,8 a 37 °C y se determina la cantidad de producto no
fijado y que queda remanente en la solucion (201). Una modificacion de este método
es el método de caida en el cual se fija un trozo de tejido en una pieza plastica a la
cual se le aplica el producto a estudiar. Se hace pasar una solucion buffer fosfato a
37°C pH 6.4 a una velocidad de 1ml/min por 5 minutos. Se analiza las particulas
separadas que han sido arrastradas por la solucion buffer (202).

En los métodos mecanicos se mide la fuerza de desprendimiento, la fuerza de

cizallamiento o la fuerza tensil.

La medicién de la fuerza tensil es un método mecanico ampliamente utilizado. Los
métodos basados en este mecanismo miden la fuerza minima necesaria para
causar una ruptura de las interacciones que unen dos materiales. Du Nouy y

Wilhelmy han disefian los métodos indirectos mas comunes para medirlo (203,204).
Ambos métodos se basan en extraer un objeto con una geometria definida de la
superficie de un liquido y medir la fuerza de extraccion. El método de Du Nouy usa

un anillo de platino — iridio y el método de Wilhelmy emplea un plato.

La medida de la fuerza tensil durante el proceso sigue el siguiente diagrama:
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FIGURA 26 DESCRIPCION DEL PROCESO Y MEDIDA DE LA FUERZA TENSIL(205)

La fuerza maxima es representa por el punto 7 y es un método util para comparar
la bioadhesion de formulaciones cuando son medidas bajo las mismas condiciones.
Es una medida indirecta, cuando mayor es la fuerza de separacion, mayor es la

fuerza de adhesion.

En el mercado hay varios instrumentos comerciales que permiten medir la fuerza
tensil, su complejidad puede ir desde lo mas basicos como los dinamdmetros
convencionales, hasta los mas complejos como los analizadores de textura y

analizadores de superficie.

La medicién de la fuerza de cizallamiento también se usa comunmente. Los
meétodos basados en este mecanismo miden la fuerza necesaria para deslizar una
superficie en una direccién paralela al contacto del plano con respecto a otra
superficie. Varios autores han descrito diferentes métodos de medicion, tanto ex

vivo como in vitro con el mismo propésito (206,207).

- Polimeros bioadhesivos

Los polimeros bioadhesivos pueden ser naturales o sintéticos. El éxito de los
sistemas de administracion de farmacos bioadhesivos depende del enlace de
bioadhesién, que esta influenciado por las propiedades del polimero como son la
longitud de las cadenas, la reticulacion y la presencia de varios grupos funcionales
(208).
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La biocompatibilidad y biodegradabilidad son aspectos muy importantes ha tener en
cuenta. La biocompatibilidad hace referencia a la capacidad del polimero a
interaccionar con el medio biologico sin generar toxicidad ni efectos indeseables
sobre el mismo. El concepto de biodegradabilidad hace referencia a la eliminacion

y metabolizacién del polimero(209)

Entre los polimeros bioadhesivos mas utilizados se encuentran los
polietilenglicoles, la carboximetilcelulosa, el acido hialurénico y el quitosano, entre
otros.

Los polietilenglicoles (PEG) con una formula general de HOCH2 (CH20CH2)
mCH20H, son polimeros inertes solubles en agua, esencialmente no irritantes para
la piel que se clasifican segun formula estructural y peso molecular (210). Dentro de
los polietilenglicoles tipicos con importancia farmacéutica, el polietilenglicol 400
(PEG 400) se usa en preparaciones parenterales como agente solubilizante y el
polietilenglicol 4000 (PEG 4000) se usa en la preparacion intestinal antes de la

colonoscopia, en algunas pruebas radiologicas y en cirugia (211).

El hialuronato de sodio (HS) es la forma mas utilizada del acido hialurénico (HA), es
un polimero de alto peso molecular formado por acido d-glucurénico y unidades de
disacarido N-acetil-d-glucosamina con un peso molecular de 10 000 000 —100 000
000 Da (212). Usualmente se usa en formulaciones oftalmicas y parenterales debido

a sus propiedades bioadhesivas, terapéuticas y de biodegradacion.

HS es un polimero natural distribuido en el cuerpo que ayuda a mantener la
integridad mecanica en los tejidos conectivos, como el humor vitreo y el cartilago.
HS es conocido como un polisacarido no gelificante, aunque diferentes estudios han
demostrado un comportamiento similar al gel, ya que tiene la capacidad de absorber
grandes cantidades de agua, formando una red hidratada suelta (213,214).
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Al igual que el HS, el sulfato de condroitin (CS) se usa ampliamente para el
tratamiento del dolor por osteoartritis, como coadyuvante en procedimientos
quirurgicos oculares y para el alivio del sindrome de ojo seco. Es un
glicosaminoglicano lineal formado por unidades de disacarido de N-acetil-
galactosamina y acido glucurénico (215). Cada N-acetil-galactosamina tiene un
grupo sulfato en el carbono 4 o 6 que confiere a la molécula una carga negativa
global. Esta carga negativa facilita las interacciones adhesivas con las membranas
de la superficie celular, debido a las fuerzas repulsivas electrostaticas que conducen
a la transferencia de electrones y al mecanismo bioadhesivo de induccion dipolar
(216,217).

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero no i6nico biodegradable, soluble en agua
y unido sélo por enlaces carbono-carbono. Conocido por sus multiples usos en la
industria textil, plastica y farmacéutica, se utiliza como agente para aumenta la
viscosidad en formulaciones topica y oftalmica; adicionalmente se emplea como
agente estabilizador de emulsiones y agente de liberacion sostenida (218,219).
Ampliamente conocido como un polimero mucoadhesivo, su mecanismo principal
de bioadhesion es por contacto molecular interfacial a través de interacciones de
enlaces de hidrégeno (220,221).
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PARTE EXPERIMENTAL
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3.MATERIALES Y METODOS
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3.1. MATERIALES
Los principios activos usados se detallan en la siguiente tabla

Tabla 6. Principios activos

Principio activo Nombr_e Dlstrll_:)mdor/ Lote Pubchem CID
comercial Fabricante
Clorhidrato de Fagron Iberica
lidocaina ) S.A.U, Espafia Ortiies ik

Fabricada por
Newchemspa Milan,

Fosfato sédico de Distribuida por
dexametasona ) Fagron Iberica 15A30B02 16961
S.A.U, Espafia

Los excipientes usados en la fabricacion como agentes gelificantes detallan en la
siguiente tabla:

Tabla 7. Agentes gelificantes

Principio Nombre Distribuidor/ Lote Pubchem
activo comercial Fabricante CID
Lutrol F 127 BASF, Ludwigshafe, | \vpyBs00C 24751
. emania
Poloxamero
407 Fabricado por Sigma-
: : g BCBNO739V
Kolliphor® P 407 Aldrich CE%T\Ie GmbH, BCBQ1330V 24751
Hidroxipropil Hypozrsr;edlgsa‘zélgf 5_ iPo  Eabricada por Shin-Etsu
metilcelulosa viscosidad 15 mPa Chemical Co., Ltd, Japon 509512 24832095
Polivinil- Povidona K30 USP Distribuida por Fagron
pirrolidona K-value 27-33 (vicosidad Iberica S.A.U, Espana 14E06B06 6917
1%)

Los excipientes usados como agentes de mejora del perfil de bioadhesion se
detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 8. Agentes bioadhesivos

Principio activo Nombre Distribuidor/ Lote Pubchem
P comercial Fabricante CID
. .. . Fabricado por Clariant
Polietilenglicol 400 Polyglykol 400 (Sulzbach) Alemania DEG4005530 174
Fabricado por Panreac
oy . AppliChem (Darmstadt) 545663
Polietilenglicol 4000 - Alemania 708221 174
) Distribuida por Fagron _OFE.
Hialuronato sédico lberica SAU, Espaia = 20 OF- 53447380
Condroitin  sulfato
sodio 24766
Aceite de castor Distribuida por Fagron
hidrogenado Cremophor RH e © A% B gaﬁa L15080090 — OF
Polioxietilenado 40 A5 =21 — 206712
-40.
Polivinil alcohol - Farbicado por AppliChem SP013900 11199

(Barcelona) Espafa

Los excipientes usados como reguladores de pH y amortiguadores se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 9. Agentes reguladores de pH
Distribuidor/

Principio activo - Lote Pubchem CID
Fabricante
di-Sodio hidrégeno Fabricado por Panreac
fosfato AppliChem (Darmstadt) 00004637751 24203
dodecahidrato Alemania
Potasio dihidrégeno Fabricado por Panreac
§ 9 AppliChem (Darmstadt) 92829XCR 516951
osfato .
Alemania

Los reactivos usados en las caracterizaciones de las formulaciones se detallan en

la siguiente tabla:

Tabla 10. Reactivos

Nombre Distribuidor/
comercial Fabricante

Acido clorhidrico
01N = = 313

Principio activo Lote Pubchem CID

El agua usada en todas las preparaciones y caracterizaciones es agua purificada

por dsmosis inversa suministrada por las instalaciones del SDM.
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Los equipos usados en la preparacion del gel son los siguientes:
- Balanza Analitica
Sartorius Modelo ENTRIS224-1S
(Sartorius AG, Goettingen, Alemania).

- Agitador magnético
Agimatic con calefaccion
(J.P Selecta s.a, Barcelona, Espafa)

- Homogenizador
Ultra-turrax digital IKA T-25, rotor S25N-8G
(IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania)

Los equipos usados para la caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones son

los siguientes:

- Viscosimetro
Brookfield 23CAP200 + L
(Brookfield Engineering Laboratories Inc., Stoughton, USA)

- pH-metro
Crison micropH 2001 microprocessor

(Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain)

- Densidmetro
Densiémetro portatil modelo DMA 35
(Anton Paar, Benelux BVBA, Gentbrugge, Bélgica)

- Osmometro
Micro-osmometro Advanced Modelo 3320
(Advanced Instruments, Inc., Norwood, USA)
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- Camara climatica
Memmert HCP 105
(Memmert GmbH+Co. KG, Schwabach, Alemania)

- Analizador de Textura
Analizador textura modelo MT.LQ
(Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido)

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante los programas
estadisticos STATGRAPHICS Plus 5.1 para Windows, Edicion profesional 1994-
2000 (Statpoint Technologies, Inc., 560 Broadview Ave, Suite 201, Warrenton, VA
20186), y SPSS Statistics version 20.0 de IBM (IBM Corp, Armonk, NY).
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3.2. METODOLOGIA

- Preparacion de los geles

Los geles se prepararon mediante modificacion del "método en frio"(175,222-224).
Los diferentes componentes del gel se pesaron por separado; en el caso de no usar
solucion tampdn, el poloxamer 407 se afnadié en 3/4 partes de agua preenfriada (5
°C), bajo agitacién constante con un agitador magnético. Una vez que la solucion
es completamente transparente, cada uno de los otros componentes se agregoé bajo

continua agitacion hasta su completa disolucion.

El orden de adicién establecido es:

1 — Hidroxipropil metilcelulosa (HPMC)

2 — Polivinilpirrolidona (PVP)

3 — Clorhidrato de lidocaina

4 — Dexametasona fosfato de sodio.

5 — Polimero bioadhesivo (en caso de adicion)

Es importante sumergir la solucidon en un bafio de hielo para mantener la
temperatura y usar agitacion suave durante el proceso para evitar la formacion de

espuma.

En los casos de usar una solucion tampdn, esta debe ser preparada previamente y
de acuerdo con el método descrito (225).

Primero, las soluciones stock A y B se prepararon separadamente disolviendo 9,08
g de dihidrégeno fosfato de potasio (solucion madre A) y 24,26 g de di-Sodio

hidrogeno fosfato dodecahidrato (solucion madre B), en un litro de agua purificada.
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Luego se mezclaron 392 ml de solucion madre A con 608 ml de solucion madre B y
se comprobd el pH de la mezcla. Posteriormente, el gel se preparo segun el "método

en frio" anteriormente mencionado.

- Determinacion de la capacidad reguladora

La capacidad reguladora (B) es definida como la cantidad de acido o base fuerte
gue una formulacion puede neutralizar sufriendo un desplazamiento de pH de una
unidad. Es decir, el volumen en ml de acido o base fuerte a una determinada
concentracion que se debe afiadir a la solucién para modificar el valor de su pH en
una unidad y viene representada por la siguiente ecuacion (226):

_AB/A
~ ApH

Ecuacién 1. Capacidad reguladora

En donde delta, A, tiene su significado habitual, un cambio finito, y AB/A es el
pequeno incremento en equivalentes / litro de base o acido fuerte afadida a la

formulacién para producir un cambio de A pH.

Para su determinacién se colocé una alicuota de 50 ml de formulacién en un vaso
de precipitado de 50 ml con una barra magnética, sobre un agitador magnético y

con el electrodo del pH-metro dentro.

Se midio el pH inicial y posteriormente se llend la bureta con una disolucién de acido
clorhidirco 0.5 N, la cual se afiadié gradualmente en porciones de 0.25 ml hasta un

volumen total de 25 ml.

Se presenta el resultado de la capacidad amortiguadora como moles de acido o
base por litro de disolucidn, para ello se aplica la siguiente formula:
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_ VoxNF
"~ Vs * ApH

Ecuacién 2. Capacidad reguladora experimental

: Capacidad reguladora

Vo: Volumen gastado de la solucion valorada expresado en litros
N: Normalidad de la solucion acida

F: Factor de correccion

Vs: Volumen de la solucion problema

ApH: variacién del pH con respecto el pH inicial

- Determinacion de la temperatura de gelificacion (LCST)

La determinacidn de la temperatura de gelificacion se realiz6 mediante una variacion
del método de “inversion del vial” descrito por Gonjari et al.(222). Dos mililitros de la
formulacién a temperatura ambiente se colocaron en un vial de 5 ml con un
termometro en su interior para registrar la temperatura de la formulacién. El vial se
introduce en un bafo de agua a una temperatura inicial de 20 °C y se aumenta
gradualmente (aproximadamente en 3 °C por minuto) hasta alcanzar los 40 °C. La
temperatura de gelificacion se determind visualmente considerando la gelificacion,
cuando el liquido ya no es fluido, la agitacién manual es dificil y no se observa

movimiento al invertir el vial 90 °.

- Determinacion del tiempo de gelificacion

La determinacion del tiempo de gelificacion se realizd afadiendo 10 ml de
formulacion a un vaso de precipitado de 25 ml (diametro de 3,5 cm) con una barra
magnética (8 mm longitud, ® de 1,5 mm) y dentro de un bafo de agua a 37 °C. La

muestra se agita a una velocidad constante de 500 rpm; el tiempo requerido para la
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formacion de una pequefia burbuja sobre la barra magnética es el tiempo de
iniciacion de gelificacion y la formacion de un pellet alrededor de la barra magnética

o cuando la barra deja de girar se consideré como el tiempo de gelificacion.

- Determinacion de la viscosidad

La viscosidad es la sumatoria de las fuerzas de friccion en fluidos y son fuerzas
estadisticas macroscopicas, ya que en ellas participa un gran numero de moléculas.
Es la propiedad que tiene los fluidos de ofrecer resistencia al movimiento relativo de

sus moléculas, por lo tanto, se debe determinar de manera experimental.

La viscosidad dinamica es la propiedad de los fluidos caracterizada por la
resistencia a fluir por el rozamiento entre moléculas. En el Sistema Internacional se
mide en Pascales por segundo, pero la unidad mas utilizada es el centipoise (cps),

equivalente a 1TmPa s.

La viscosidad dinamica se determin6 con un Viscosimetro Brookfield 23CAP200 +
L, utilizando un husillo plano cénico a 25 °C y 37 C°. Las configuraciones del
instrumento (numero del huso, tiempo de ejecucion (RT), tiempo de retencion (HT),

velocidad de rotacion (SR)) se detallan en la siguiente tabla

Tabla 11. Condiciones determinacion viscosidad

Principio activo Muestras a 25 °C Muestras a 37 °C
Numero de husillo 04 06
RT (s) 12 12
HT (s) 12 20
SR (rpm) 150 125

Estos parametros fueron establecidos dependiendo de la viscosidad de las
muestras y tomando en cuenta que, a temperaturas mas altas, la viscosidad es mas

elevada debido al proceso de gelificacion.
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- Determinacion del pH

El pH se define como el logaritmo decimal negativo de la concentracion de iones de
hidrogeno expresada en mol/L. Se usa una escala logaritmica negativa porque los
numeros son todos menores que 1y varian en un amplio rango. Dado que el pH es
el logaritmo decimal negativo de la concentracion de iones de hidrogeno, los
numeros de pH bajos, indica concentraciones relativamente altas de iones de
hidrogeno, es decir, una solucion acida. Numeros de pH altos, representa
concentraciones mas bajas de iones de hidrégeno, es decir, soluciones alcalinas
(227).

El pH se determin6 con un pH-metro Crison micropH 2001 medido sin dilucion previa
y a una temperatura de muestra de 22-23 °C.

- Determinacion de la densidad

La densidad se define como la masa por unidad de volumen de un material. Esta
fue medida con un medidor de concentracion y densidad portatil DMA 35 de Antor
Paa, después de la preparacion de los geles (tiempo cero) y después de 15y 30
dias de almacenamiento. Para su medicidn, se extrae la muestra directamente con
ayuda de la bomba incorporada y la densidad se mide al instante. Los resultados se
muestran en forma de densidad e indica la temperatura de la muestra. Es una
medida de la gravedad especifica o densidad relativa que es es la relacion de la
densidad y la densidad del agua a la misma temperatura.

- Determinacion de la osmolalidad
La osmolalidad es una medida de la presién osmdética ejercida por un solucion a
través de una membrana semipermeable. Al igual que la presion osmatica, hay otras

propiedades coligativas de una solucién, como el descenso de la presion de vapor,
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el aumento del punto de ebullicion y la depresion del punto de congelacion que estan

directamente relacionado con la osmolalidad de la solucion.

La depresiéon del punto de congelacion en comparacion con el agua pura es una
medida directa de la concentracion osmotica y éste es el método comunmente

usado para determinar la osmolalidad.

La osmolalidad de todas las soluciones se midié con un Microosmdémetro modelo
3320. El dispositivo informa directamente la osmolalidad mediante mediciones de
punto de congelacion.

Un termistor de alta precision detecta la temperatura de la muestra, controla el grado
de sobreenfriamiento y congelacion de induccion, midiendo punto de congelacion

de la muestra.

La muestra se sobreenfria varios grados por debajo de su punto de congelacion,
hasta un estado inestable. Posteriormente, por agitacion mecanica, es parcialmente
cristalizada formando un equilbrio liquido-sdlido, que aumenta la temperatura de la
muestra, como consencuencia del calor de fusion liberado, hasta la temperatura de
meseta, momento en que el osmometro mide la temperatura y calcula la

concentracion en mOsm / kg de agua.

- Medicioén de la bioadhesion
La prueba mucoadhesiva se realiz6 con un dinamémetro MT-LQ, fabricado por
Stable Micro Systems y equipado con una celda de carga de traccion / compresion

de 5 daN.

Se preparan capsulas de pretri conteniendo las muestras de hidrogel en estufa a 37
°C.
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Se recubre la base del cilindro de compresién P/0.5 R 12,7 mm de diametro y 40
mm de altura con peritoneo de cerdos sanos adherido a la pared del cilindro por

suturas y pegamento quirurgico.

La capsula conteniendo el hidrogel a 37 °C se coloca en el Dinamdémetro MT-LQ
equipado con celda de carga de traccion/compresion de 5 kg/f.

El cilindro de compresién desciende sobre el hidrogel a una velocidad de 0,1 mm/s
y somete el peritoneo a una fuerza de contacto con el hidrogel durante 60 segundos
de 1,5 cN. Pasado este tiempo el cilindro se extrae a la misma velocidad de 0,1
mm/s y se registra la fuerza de adhesion entre el hidrogel y el peritoneo adherido a
la base del cilindro, describiendo la grafica que se presenta a continuacion.
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FIGURA 27 DIAGRAMA DE MEDICION DE LA BIOADEHSION

La fuerza maxima que se registra en la grafica es la fuerza de adhesion.

El instrumento es calibrado antes de cada prueba usando el software de ordenador

del instrumento y las instrucciones.

En todas las medidas se usa como blanco una solucion de agua purificada.
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- Estudio de estabilidad

Los estudios de estabilidad se realizaron a las siguientes condiciones:

- 40°C+3°C
- 25°C £ 2 °C (Room temperatura)

Las muestras fueron almacenadas a las diferentes condiciones por un periodo de
15, 30 y 60 dias, de forma individual y en viales de vidrio transparente de 10 ml

debidamente cerrados por septum de goma y capsulas de aluminio.

Para realizar los estudios de estabilidad, se coge un vial de la formulacion a estudiar
y se determina el aspecto, el pH, la viscosidad a 25 °C y 37 C° y la osmolalidad.

Una vez analizado, el vial es descartado, por lo cual, se prepard el numero de viales

necesarios de las diferentes formulaciones, para el estudio de estabilidad a las
diferentes condiciones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. ARTICULO 1

Preformulation and characterization of a lidocaine hydrochloride
and dexamethasone sodium phosphate thermo-reversible and

bioadhesive long-acting gel for intraperitoneal administration

Arbelaez-Camargo, D., Suié-Negre, J.M., Roig-Carreras, M., Garcia-Montoya, E.,
Pérez-Lozano, P., MiAarro-Carmona, M., Tico-Grau, J.R.

International Journal of Pharmaceutics, 2016; 498: 142 — 152

Impact Factor 2016: 3,649 (Q1)
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Fundamento y objetivo: La administracion continua de anestésicos locales (LA)
en los plexos nerviosos durante las primeras 24 - 48 horas posteriores a una cirugia
abdominal, permite mejorar el manejo postoperatorio del dolor y minimizar los
efectos secundarios sistémicos por la absorcion erratica del farmaco. En este
articulo se expone la prefomulacion y caracterizacion de una forma farmacéutica de
administracion intraperitoneal, para el tratamiento del dolor en cirugia abdominal,
que permita una administracion sencilla y al mismo tiempo actue como un sistema
de administracion continua. Se usa como principios activos la Clorhidrato de
lidocaina (LC) y Fosfato sdédico de dexametasona (DSP) y como polimeros
principales se usa el poloxamero 407 (P407), hidroxipropilmetilcleulosa (HPMC) y

polivinilpirrolidona (PVP).

Material y método: La pre-formulacion del gel se lleva a cabo mediante la variacion
sistematica de la concentracion de los tres polimeros escogidos, hasta establecer
una relacion que permite obtener una temperatura de gelificacion entre 29 a 33 °C.
El poloxamero 407 (P407) se utiliza como el polimero principal y su concentracion
se fija a wun wvalor inferior a 15% para evitar efectos adversos. La
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) se usa como agente bioadhesivo y la
polivinilpirrolidona (PVP) para ajustar la temperatura de gelificacion y propiedades
fisico-quimicas y térmicas.

El gel se caracteriza en tiempo de gelificacion, pH, viscosidad a 25y 37 °C, densidad

y osmolalidad.

Resultados: Durante el estudio se observa una disminucion de la temperatura de
gelificacion al aumentar la concentracion de hidroxipropilmetilcelulosa y poloxamero
407. Este efecto también se observa al anadir los dos principios activos de caracter
ionico: Clorhidrato de lidocaina y Fosfato sodico de dexametasona. La
concentracion de polivinilpirrolidona no tiene un efecto estadisticamente significativo
en la temperatura de gelificacion (p-valor 0,6797), pero si se observa que a
concentraciones < 1 % de PVP hay un aumento de la temperatura de gelificacién.

Entre el 1 y 2%, de concentracion, la temperatura de gelificacion disminuyd y a
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concentraciones superiores al 2% no se observo proceso de gelificacion. Debido a
que la formulacion tiene como via de administracion la via parenteral, es necesario
que esta tenga un pH lo mas cercano al pH fisiolégico para prevenir dafo en el tejido
y dolor. Para ello pueden adicionarse a la formulacion soluciones reguladoras del
pH, pero se ha comprobado que la adicion de un tampdn fosfato de Sgrensen
provoca una disminucidén estadisticamente significativa de la temperatura de
gelificacion (p-valor 0,0012). Se estudia el pH durante la estabildiad,
comprobandose que se mantiene estable durante el tiempo de estudio de 60 dias.

Conclusiones: Se obtiene una formulacibn base cuya composicion es
12,5/3,3/0,4% (P407/ HPMC/PVP) que tiene caracteristicas térmicas vy

fisicoquimicas adecuadas y la cual sirve de partida para estudios posteriores.

Palabras clave: Thermoreversible gel, Controlled release, Bioadhesive, Poloxamer

407, Intraperitoneal administration, Lidocaine, Dexamethasone
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ABSTRACT

The search for new formulations of anaesthetic agents that allow a localized administration and provide a
prolonged effect is of great interest in the multimodal management of postoperative pain. The pre-
formulation and characterization of a lidocaine and dexamethasone thermosensitive and bioadhesive
long-acting gel for intraperitoneal administration was done as a tool in the management of pain in
abdominal surgeries. The pre-formulation process was conducted by a systematic variation of the
concentration of the different polymers, until setting it, in a suitable concentration that allowed an
adequate gelation temperature. The poloxamer 407 (P407) was used as the main polymer; hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC) as the bioadhesive agent and polyvinyl pyrrolidone (PVP) to adjust the gelation
temperature and physicochemical properties. The formulations were characterized by gelation
temperature, pH, viscosity at 25 °C and 37 °C, gelation time, density and osmolality. Gelation temperature
was decreased when increasing the concentration of hydroxypropyl methylcellulose and poloxamer 407,
this effect was also observed when adding lidocaine hydrochloride and dexamethasone sodium
phosphate to the formulations. The gelation temperature did not have statistically significant relation
with the PVP concentration (P-value of 0.6797), even though, there is a tendency in the gelation
temperature by varying it. Between the developed formulations, the 12.5/3.3/0.4% (P407/HPMC/PVP)
formulation presents an appropriate gelation temperature, a suitable viscosity for administration by
syringe, an adequate and stable pH and osmolality to prevent tissue damage and a correct gelation time
that allowed the formation of a prolonged release implant.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

duration of the anaesthetic action. The less cardiotoxic is lidocaine
(Shipton, 2012), however, it has the lowest acting time, with a half-

In recent years, different methods have been studied to
administerlocal anaesthetics (LA) in abdominal surgeries with the
aim of a long acting analgesic effect to reduce postoperative pain;
minimise surgeries impact and improve patients recovery (Grit-
senko et al, 2014). Determine which LA must be used for
intraperitoneal administration in abdominal surgeries is still a point
of debate. The most used anaesthetics are lidocaine, bupivacaine and
ropivacaine; they differ from each other by their cardiotoxicity and

* Corresponding author. Fax: +34 93 4 02 45 46.
E-mail addresses: diancrayolina@gmail.com, darbeaca7@alumnes.ub.edu
(D. Arbelaez-Camargo).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2015.12.012
0378-5173/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

life of 1.5-2h in adults (Khan et al., 2012). It is important to
emphasize that several studies had demonstrated the safety and
effectiveness of all three LA (Boddy et al., 2006; Dahl and Maginiche,
2009; Gritsenko et al., 2014; Gupta, 2005), however, lidocaine is the
most well known, has a lower cost and its availability in the market is
very widespread. Dexamethasone is a high power glucocorticoid
extensively used in the perioperative setting because of its anti-
inflammatory and analgesic benefits (Allen, 2007; Gritsenko et al.,
2014; Kahokehr et al., 2011). It has attracted great interest as it
decreases the transmission of nerve impulses in the C-fibers, which
are involved in the transmission of pain (Allen, 2007). The co-
administration of dexamethasone and a local anaesthetic has been
formulated and studied showing that dexamethasone increases the
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time of the anaesthetic effect, even for several days depending in the
type of formulation (Shipton, 2012).

The intraperitoneal administration of anaesthetics is a tool in
the multimodal postoperative management of pain and it has been
carried out by diverse techniques ranging from the infiltration of
wounds, peritoneal instillation, intraperitoneal aerolization and
the use of intraperitoneal catheters (Alkhamesi et al., 2007; Dahl
and Mpginiche, 2009; Ventham et al., 2013; Wu et al., 2014). All
these techniques have been developed to administer the drug in
the optimal anatomical site and to achieve a continuous
administration of the drug during the first 24-48 h after surgery
and avoiding systemic side effects (Alagol, 2012; Gritsenko et al.,
2014; Kaye and Urman, 2014; Macrae, 2008; Salky, 1994).

The injectable in situ gel-forming thermosensitive formula-
tions, are a good controlled drug delivery system (Foley et al., 2013)
and are of great interest because of its biocompatible properties
and their sol-gel transition at physiological temperature; allowing
them to be injected with a syringe to then solidify at the desire side
to prevent dispersion of the drug throughout the peritoneum. It
should be noted, among its advantages, that they do not need an
organic solvent or co-polymerization agent to gelify (Jeong et al.,
2012). Within the synthetic polymers used in thermogels, it is
worth mentioning the poloxamers; they are non ionic triblock
copolymers formed by two hydrophilic blocks and one hydropho-
bic block covalently bonded, with a structure of polyoxyethylene
(POE)x-polyoxypropylene (POP)y-polyoxyethylene (POE)x; where
the x and y represent the number of units (Nasir et al., 2012;
Pharmaceutical Excipients, 2015a,b,c). The solubility in water of
the hydrophobic block (POP) depends on the temperature, being
soluble at low temperatures and insoluble at high temperatures.
However, the hydrophilic block is water soluble over a range of
temperatures between 0 and 100°C. There are different types of
poloxamers that differ in the weight of the hydrophobic group
(MwPOP) and the percentage of hydrophilic groups (%POE). The
poloxamer 407 (F127 or P407) has been used in different
formulations including subcutaneous implants, nanoparticles,
intravenous emulsions and different types of gels (Escobar-Chavez
et al.,, 2006). Due to its characteristics and its lower critical
temperature, compared with the other types of poloxamers, it is a
good excipient to prepare thermosensitive gels with a gelation
induced by crystallization (cubic crystals) at a temperature near
37°C (Armando and Martinez, 2013; Holmgren and Fagerland,
2013; Ruel-Gariépy and Leroux, 2004). Unfortunately, the gels of
poloxamer 407, as the sole excipient, are obtained at high
concentrations (>20%) and erode rapidly. To decrease the time
of erosion and to reduce the concentration of poloxamer 407 in
order to minimize its side effects (Bonacucina et al., 2011; Devi
etal., 2013; Kulkarni et al., 2012; Ruel-Gariépy et al., 2000), another
polymer with thermosensitive characteristics and bioadhesive
properties has been used. Among the different options, the
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and the polyvinyl pyrro-
lidone (PVP) had been used and investigated because of their
properties. The HPMC is the O-methylated cellulose, its gelation
temperature varies from 50 to 90 °C, depending on the degree and
concentration (Excipients, 2015; Martindale: The Complete Drug
Reference, n.d.; Pharmaceutical Excipients, n.d.) and it presents
biocompatibility with the peritoneum (Ito et al., 2007). On the
other hand, PVP has been widely used as an excipient in
pharmaceutical formulations for many years (Pharmaceutical
Excipients, 2015a,b,c) because of its bioadhesive properties,
suspending/dispersing agent and because it allows to adjust the
gelation temperature of the formulation (Gonjari et al., 2009; Nasir
et al., 2012; Ricci et al., 2005; Ruel-Gariépy and Leroux, 2004;
Taheri et al., 2011; Yuan et al.,, 2012).

The purpose of this study was to develop a preformulation of a
thermoreversible and bioadhesive long acting gel of lidocaine

hydrochloride and dexamethasone sodium phosphate to be
administered on the peritoneum and in surgical wounds, during
abdominal surgeries as an important tool in the multimodal
management of postoperative pain. To achieve our objective, we
developed several formulations to determine the minimum
concentration of the excipients to obtain a gel whose gelation
temperature is between 30 and 32°C and its physicochemical
characteristics, as pH, gelation time, viscosity, density and
osmolality, were within the margins of quality and acceptance
(Lothian and Information, 2013; The United States Pharmacopeial
Convention, 2015).

The first approximation to formulate a thermosensitive gel for
intraperitoneal administration using lidocaine hydrochloride
(L-HCl) and dexamethasone sodium phosphate (DSP) as the active
pharmaceutical ingredients; was conducted by using the polox-
amer 407 (P407) as the main polymer, setting its concentration
under 20%, and to avoid sustained hypercholesterolemia and
hypertriglyceridemia attributed to the dose-depending inhibition
of the heparin-releasable lipoprotein lipase. Some studies have
defined that doses between 5.5 and 27.5 mg/kg did not change the
serum lipids in rats (Bonacucina et al., 2011). The concentration of
the other two polymers was set by trial-and-error method, fixing
maximum concentrations of each polymer lower than the toxic
concentration (Martindale: The Complete Drug Reference, 2015;
Pharmaceutical Excipients, 2015a,b,c).

2. Materials and methods
2.1. Materials

Lutrol™ F 127 (poloxamer 407—PubChem CID: 24751) manu-
factured by BASF (Ludwigshafen Germany) in USA, batch
WPWB500C, percentage of polyoxyethylene by weight of
73.2-1.7%, molecular weight calculated on the OH value of
9840-14,600 g/mol. Hypromellose USP (hydroxypropyl methylcel-
lulose—PubChem CID: 24832095) manufactured by Shin-Etsu
Chemical Co., Ltd in Japan, substitution type 2910, grade of 615 and
a viscosity of 15 mPa; batch 509512. Povidone K30 USP (polyvinyl
pyrrolidone—PubChem CID: 6917) distributed by Fagron Iberica S.
A.U in Spain, batch 14E06B06, with a K-value (viscosity of 1%) of
27-33. Lidocaine Hydrochloride USP (PubChem CID: 6314)
distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain, batch 0707458.
Dexamethasone sodium phosphate (PubChem CID: 16961) man-
ufactured by NewchemSpa in Milano, distributed by Fagron Iberica
S.A.U in Spain, batch 15A30B02. Di-sodium hydrogen phosphate
12 hydrate (RFE, USP, BP, Ph. Eur) (PubChem CID: 24203)
manufactured by Panreac in the European Union, batch
00004637751. Potassium di-hydrogen phosphate PA-ACS (Pub-
Chem CID: 516951) manufactured by Panreac in the European
Union, batch 92829XCR.

2.2. Preparation of the poloxamer based thermogels

The gels were prepared with a modified “cold process” (Gonjari
et al.,, 2009; Veyries et al., 1999; Xuan et al., 2010), in which, first of
all, the different components of the gel were weighted separately.
In the case where no buffer was used; the poloxamer 407 was
added into 3/4 parts of precooled water under constant agitation
with a magnetic stirrer. Once the solution was completely clear,
each of the other components was added under continuous
agitation until completely dissolution. The order of addition
established was: 1—hydroxypropyl methylcellulose (HPMC), 2—
polyvinyl pyrrolidone (PVP), 3—lidocaine hydrochloride and 4—
dexamethasone sodium phosphate. It is important to immerse the
solution into an ice bath to maintain the temperature and to use
gentle stirring during the process to avoid foaming.
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Table 1
Instrument configurations.

Samples at 25°C Samples at 37°C

Spindle number 04 06
RT (s) 12 12
HT (s) 12 20
SR (rpm) 150 125

In the cases where a buffer solution was used, it has to be
prepared before and according to the method described (“Buffer
tables, 2004”, “Sorensen’s phosphate buffer (0.133M, pH 7.2),”
2010). First, the stock solutions A and B must be prepared by
dissolving 9.08 g of potassium di-hydrogen phosphate (stock
solution A) and 24.26 g di-sodium hydrogen phosphate 12 hydrate
(stock solution B), separately in one litter of purified water each.
Then 392 ml of stock solution a were mixed with 608 ml of stock
solution B. Once the buffer solution is prepared, the pH must be
checked, followed by preparing the gel using the cold method
mentioned above, but instead of using water, the buffer solution
must be used.

2.3. Determination of the gelation temperature

A modified method described by Gonjari et al. (2009) was used
to determine the gelation temperature of each gel. Two milliliters
of formulation at room temperature were placed in a 5 ml vial with
a thermometer inside it to register the formulation temperature.
The vial was introduced in a water bath at 20°C where the
temperature was gradually raised such that the gel temperature
raises approximately in 3°C per min, until 40°C. The gelation
temperature was determined visually considering gelation when
the liquid is not longer fluid, the manual agitation is difficult and no
movement of the solution is observed when the vial is turn in an
90° angle.

2.4. Determination of the viscosity

The viscosity was determined with a Brookfield 23CAP200 +L
(Brookfield Engineering Laboratories Inc., Stoughton, MA) using a
cone-plane spindle at 25°C and 37°C. The instrument config-
urations (number of the spindle, run time (RT), hold time (HT),
speed of rotation (SR)) are detailed in Table 1 and where
established depending on the viscosity of the samples and taking
into account that at higher temperatures, the viscosity is higher
because of the gelation process.
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Table 2
Formulations without APIs with the best GT.

P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Gelation temperature (°C)
+SD (n=3)

12 33 1.2 32.74+0.6

12 3.5 1.2 30.0+1.0

2.5. Determination of the gelation time

Ten millilitres of sample were put into a 25 ml beaker (diameter
of 3.5 cm), that was introduced into a water bath at 37 °C to control
temperature. The sample is stirred using a magnetic bar at constant
speed of 500 rpm. The time required for the formation of a small
vortex in the left of the magnetic bar is the initiation time of
gelation and the formation of a bead around the magnetic bar or
when the bar stopped moving were considered the complete
gelation time (Ferdous et al., 2013).

2.6. Determination of the pH

The pH was determined with a Crison micropH 2001 micropro-
cessor controlled pH-meter (Crison Instruments SA, Alella,
Barcelona, Spain), without dilution and at a sample temperature
of 22-23°C.

2.7. Determination of the density

The density was measure with a DMA 35 portable density meter
(Anton Paar, Benelux BVBA, Gentbrugge, Belgium).

2.8. Osmolality measurement

An Advanced®™ Model 3320 Micro-Osmometer (Advanced
Instruments, Inc., Norwood, MA) was used to determine by
freezing-point method, the osmolality of the samples.

2.9. Statistical analysis

The statistical analysis was performed using STATGRAPHICS
Plus for Windows 5.1. Professional Edition 1994-2000 from
Statpoint Technologies, Inc.,, 560 Broadview Ave, Suite 201,
Warrenton, VA 20186.

Effect in the GT upon P407 concentration

®P407 12% MP407 13%

&

20 T T T
25 3 35 4

T T T 1

45 5 55 6 6.5

HPMC Concentration (%)

Graphic 1. Effect on the GT upon P407 and HPMC concentration.
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Graphic 2. Effect on the GT upon addition of the APIs.

3. Results and discussion

The first approach to the formulation was conducted without
active pharmaceutical ingredients (APIs) and using the poloxamer
407 (P407) as the main polymer. Based on the literature, the
poloxamer concentration was set at less than 20%, being the usual
polymer concentration in different formulations previously
studied (Paavola et al., 1995; Ricci et al., 2005; Tornblom-Paulander
et al., 2015) and HPMC as the bioadhesive agent. Adding PVP and
playing with the polymers concentrations allowed us to adjust the
gelation temperature and to determine the behaviour of the
formulations (Table A1).

As expected and as already studied by different authors
(Radivojsa et al., 2013; Sinica et al., 2012; Yuan et al., 2012), the
addition of a bioadhesive polymer such as hydroxypropylmethyl-
cellulose (HPMC) to a poloxamer 407 (P407) gel, causes a decrease
in the gelation temperature (GT) as the concentration therefore
increases. This process is described by various mechanisms, but
mainly because the formulation viscosity increases by the
dissolution of the bioadhesive polymer and because of its ability
to join the polyoxyethylene chains of the molecule of the P407. This
causes the dehydration of the P407, an increase of the interlacing of
adjacent molecules and an increase of intermolecular hydrogen
bonds, leading lower temperatures of gelation (Gonjari et al.,
2009). The effect of lowering the gelation temperature was studied
considering only the addition of a single bioadhesive polymer and
not two, as is the case. A multiple regression analysis with a Box-
Cox transformation could explain the 68% of the variability of the
GT, where there is a statistically significant relation between the GT
and the P407 and HPMC concentration (P-value of 0.006 and 0.000)
but not with the PVP concentration (P-value of 0.6797).

Considering that the P407 is the main polymer in the
formulation and upon which the thermo-reversibility depends;
for formulations with a P407 concentration of 12%, the GT is more
closely related with the concentration of the other two polymers
(P-value at 12% > P-value at 13% and 14%), there was less linearity
(R* P407 12%=65%, R*> P407 13%=89%) and the GT was lower,
compared to higher concentrations of P407. It is important to note
that increasing the concentration of P407 causes a decrease in the
GT (Ricci et al., 2002).

As an important component of the formulation, the HPMC has a
moderately strong relation with the GT (correlation coefficient of

Table 3
Effect in the GT of formulation 12/3.3/1.2 upon addition of APIs.

Gelation temperature (°C) Gelation temperature (°C)

Without APIS APIs
+SD (n=3) +SD (n=3)
327406 295 + 0.6

0.72), where increasing its concentration, entails a decrease in the
gelation temperature (Graphic 1).

On the other hand, the statistical analysis to determine the
effect of PVP in the formulation for the different concentrations of
P047 and HPMC, showed no statistically significant relation (P-
value > 0.05) between the PVP concentration and the GT. It is worth
noting that to do the analysis and to explain more than 60% of the
variability in the gelation temperature, it was necessary to apply a
polynomial model.

Although we did not find any statistically significant relation
between the PVP concentration and the GT we observed that at low
PVP concentrations (<1%) the GT was increased; at concentrations
between 1 and 2% the GT decreased and at higher concentrations
(>2%) there was not visible gelation process. This can be explained
because the PVP at low concentrations increases the solubility of
poorly water soluble substance (Martindale: The Complete Drug
Reference, 2015) and in this case, may increase the solubility of the
hydrophobic block of the P407 and break the optimal balance of
hydrophilic and hydrophobic moieties of the HPMC that allow the
sol-gel transition (Nasir et al., 2012).

Once different formulations with the desired GT are found
(Table 2), we proceed to add the active pharmaceutical ingredients
(APIs).

The addition of the lidocaine hydrochloride and dexametha-
sone sodium phosphate to the formulation affects the gelation
temperature (Table 3).

As anticipated by many authors (Bonacucina et al., 2011; Jeong
etal., 2012, 2002; Pandit and Wang, 1998), a decrease in the GT was
observed because of the salting out effect of both APIs (statistical
difference P-value of 0.002). Free water is decreased because the
ion-water interactions, water-water interactions and hydrogen
bonding (Joshi, 2011), carry out a more easy and faster gelation
process (Graphic 2 ).

The behaviour of the GT upon the concentration of the polymers
when the APIs were added is almost the same behaviour as in their
absence, and as expected there is not statistically significant
relation between the GT and the PVP concentration (P-value of
0.3925). Despite there was not statistically significant relation
between the GT and the PVP concentration, the PVP influences the

Table 4
GT of selected formulations.

Formulation Gelation temperature (°C) Degelation temperature (°C)
P407/HPMC/PVP  + SD (n=10) + SD (n=10)

(%)

12.5/3/0.4 31.8+06 28.3+3.0

12.5/3.3/0.4 29.0+£05 279+0.2

12.5/3.5/0.4 282+06 26.5+0.5
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Graphic 3. Viscosity behaviour.

thermal properties of the formulations (Table A2).

The concentration of the different polymers was readjusted in
order to obtain key compositions with the desired thermal
characteristics (Table 4).

It is not only necessary to have the optimum thermal
characteristics, it is important to take into account the viscosity
before and after the gelling process. A very high viscosity at 25 °C,
hinders the injection during the administration and a low viscosity

Table 5
Viscosity of selected formulations.

Formulation- Viscosity 25°C Viscosity 37°C
P407/HPMC/PVP (%) (mPa-s)+SD (n=4) (mPa-s)£SD (n=4)
12.5/3/0.4 1853 +4.0 395.0+13.7
12.5/3.3/0.4 348.7+10.4 640.0+19.0
12.5/3.5/0.4 34294104 721.8+249

at 37°C, causes the formulation to slide all over the peritoneum.
The viscosity at 25°C (P-value P407 0.000, HPMC 0.000, PVP
0.0127) and the viscosity at 37 °C depend on the concentration of
the polymers (P-value P407 0.0028, HPMC 0.0164, PVP 0.0035). As
shown in Graphic 3, increasing the concentration of the polymers

Table 6
Gelation time of selected formulations.

Formulation Viscosity 37 °C Gt (min)

P407/HPMC/PVP (%) + SD (n=4)
INITIATION Complete gelification
+SD (n=10) =+ SD (n=10)
12.5/3/0.4 395.0+13.7 1.525+0.103 3.335+0.234
12.5/3.3/0.4 640.0 +19.0 11520138 2.188+0.230
12.5/3.5/0.4 721.8+24.9 0.763 +0.078 1.377+0.210
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Graphic 4. Gelation time behaviour.

increased the viscosity of the formulation at room temperature and
at 37 °C. Formulations with a P407 concentration of 12% or under; a
HPMC concentration under 3% and a PVP concentration below 1%;
form low viscosity semifluid gels of difficult gelation (Table A3).

The viscosity of the selected formulations (Table 5) shows the
trend of change depending on the HPMC concentration, were at
higher concentrations of it, the viscosity at 25°C and 37°C
increases (Graphic 3B).

The gelation time (Gt) is another parameter to consider
(Table 6), which is also determined by the concentration of the
polymers and by default, by the viscosity of the formulations. At
higher viscosity, the gelling process was faster (Graphic 4).

It is important to highlight that the correct administration of
the formulation depends on this factor. If the Gt is slow, the
formulation is going to gelify in the syringe and it cannot be
administered. On the other hand, if the Gt is fast it will not form a
prolonged release implant. Further studies must be accomplished

to determine which Gt is the most suitable for a correct
administration.

The purpose of the formulation involves the need of having a
physiological pH to prevent tissue damage when injected into the
peritoneum. The addition of ionic compounds, like buffers, has an
important impact in the thermal characteristics (Table 7). A
statistically significant decrease (P-value of 0.0012 in the t-test) in
the GT was observed when adding a Serensen’s phosphate buffer
(Graphic 5), cause by a salting out effect.

A systematic variation in the concentrations of the polymers
was made to adjust the GT to desired values. Despite achieving this
goal, the majority of the tested formulations with PVP returned to
their liquid state at 37°C (Table A4), a phenomenon mainly seen
with the formulations with a P407 concentration equal or lower
than 12% and HPMC concentration lower than 3%.

Due to the difficulty to establish the polymers concentrations to
achieve the desired thermal characteristics in the buffered
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Graphic 5. Effect on the GT upon addition of buffer.
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Table 7
Effect upon the addition of a buffer.
Formulation  Gelation Gelation
P407/HPMC/ temperature temperature
PVP (%) (9] buffer (°C)
12/3/0.4 30.3 283
12/3/0.6 315 285
12/3.3/1.2 295 285
12/3.3/1.4 305 285
12.5/3.3/1.2 32 27
Table 8
PH stability.
Time (days) Temp. pH pH pH pH
(°Q) 12/3/0.4 12/3/0.4 buffer 12/3/0.6 12/3/0.6 buffer
0 225 644 713 6.40 715
7 22 6.48 713 6.45 711
14 22 6.59 712 6.37 715
21 22 6.43 710 6.35 7.08
28 23 6.51 7.09 6.37 7.10

ANOVA P-value - 0.0045 0.00033 0.00152  0.00097

Table 9

pH of selected formulations.
Formulation pH
P407/HPMC/PVP (%) (22°C)

+SD (n=3)

12.5/3/0.4 6.56 +0.08
12.5/3.3/0.4 6.58 +0.08
12.5/3.5/0.4 6.65 +0.01

Table 10
Density of formulation 12.5/3.3/0.4.

P407/HPMC/PVP (%) - sample Density at 22.7°C (g/ml)

+ SD (n=3)

1.079 £ 0.0007
1.0264 +0.0009
1.0259 + 0.0003

12.5/3.3/0.4 - M1
12.5/3.3/0.4 - M2
12.5/3.3/0.4 -M3

Table 11
Osmolality of formulation 12.5/3.3/0.4.

P407/HPMC/PVP Osmolality (mOsm/Kg)
(%) - sample +SD (n=3)
12.5/3.3/0.4 - M1 378 + 4

12.5/3.3/0.4 - M2 426 + 3

12.5/3.3/0.4 - M3 410 £ 11

formulations, we decided to study the pH stability during a period
of time to determine if it is necessary to add it. There was no
statistically significant relationship (P-value < 0.05) between pH
and time in the studied formulations with and without a buffer
system (Table 8), there was not variation of the pH during time in
the formulations.

The pH of the selected formulations was measured to ensure
that there was no variation of it, in comparison with those
determined during the stability test. As seen in Table 9, the pH of all
three formulations is 6.5 and is within the range set to ensure the
stability of the APIs.

Even though the density is not a requirement for injections and
implanted drug products (The United States Pharmacopeial

Convention, 2015), it is an important parameter to know the
spatial distribution of the mass and to give an idea of whether it
will precipitate or float when administered in a cavity that contains
fluids and blood, as the peritoneum.

The density of the selected formulation (Table 10) had a density
around 1.0256 and 1.0284, lower than blood density which varies
between 1.043 and 1.060 g/ml (Vitello et al., 2015).

The osmolality of parenteral formulations should be the same
or as similar to the body fluid (300 + 30 mOsm/kg) to prevent local
irritation, pain or even more significant side effects as damages of
endothelial or parenchymal cells.

The formulation 12.5/3.3/0.4 presents an osmolality between
373 and 429 mOsm/kg, being hyperosmolal (Table 11 ). The
hyperosmolality of the formula is given by the ionic characteristics
of P407 and the active agents, therefore, it cannot be modified.

It has been studied by other authors that an osmolality under
600 mOsm/kg, may be well tolerated under subcutaneous or
intramuscular administration (Wang, 2015), although the associ-
ated pain is proportional to the solution tonicity. There are several
ways to mitigate the hypertonicity-induced pain, like controlling
the pH between 5 and 9, minimize the injection volume and the
use of an anaesthetic agent (Del Bianco et al., 1996), all of them,
intrinsic characteristics of the formulation.

4. Conclusions

Different formulations were developed and its rheological and
thermal characteristics were studied. As a result of the study of the
gelation temperature (GT), increasing the concentration of P407
causes a decrease in the GT, as the addition of hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC) to the poloxamer gel. The addition of
polyvinyl pyrrolidone (PVP) did not have statistically significant
relation with the gelation temperature, even though, a concentra-
tion under <1% increased the gelation temperature, from 1 to 2%
and at higher values of PVP concentration (1-2%) the gelation
temperature was decreased and there was no gelation at
concentrations higher than 2%. The concentration of the polymers
is also an important factor on viscosity and gelation time (Gt). The
addition of ionic substances as lidocaine hydrochloride, dexa-
methasone sodium phosphate and buffer systems, caused a
decrease in GT; even at high concentrations, preclude the gelation
process. An increased in the concentration of HPMC, induced an
increase in the viscosity and in the Gt.

The pH was not affected by the polymers concentrations and
remains stable over the time. The formulations studied were
hyperosmolal within the margins to avoid tissue damage and pain
during administration.

Between the developed formulations, the 12.5/3.3/0.4% (P407/
HPMC/PVP) had optimal characteristics, a gelation temperature of
29.0+0.5°C in response to an increased of the temperature, a pH
of 6.58 +0.08, a viscosity at 25 °C of 348.7 +-10.4 mPas and at 37 °C
of 640.0+19.0mPas, a density of 1.0267 -0.0011 g/ml and an
osmolality of 405 4+ 22 mOsm/kg. To determine the viability of the
formulation it is necessary to study dissolution, drug release and
adhesiveness to the peritoneum.
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Table A1l

Formulations without active principles.
P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Gelation temperature (°C)* P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Gelation temperature (°C)*
0 4 0 - 13 3 0 26
0 6 0 - 13 3 0,4 29
0 8 0 - 13 3 0,8 29
12 2 2 - 13 3 1,2 27
12 3 0 - 13 3 16 27
12 3 0,4 - 13 3 2 26
12 3 0,8 - 13 3,5 0,4 25
12 3 1 - 13 3,5 1 28
12 3 12 31 13 3,5 12 27
12 3 1,6 31 13 3,5 14 30
12 3 2 30 13 3,5 1,6 28
12 3,2 14 28 13 4 0,4 25
12 33 12 32 13 4 1 25
12 34 1 29 13 4,5 0,4 24
12 3,4 12 31 13 5 0,4 23,5
12 3,5 1 30 13 55 0,4 22
12 3,5 12 31 13 6 0,4 22
12 35 13 30 14 0 4 -
12 35 14 28 14 1 2 -
12 3,6 1 29 14 2 0 32
12 3,6 12 28 14 2 1 -
12 3,8 1 29 14 2 2 -
12 4 0 27 14 3 0 32
12 4 1 28 14 3 1 30
12 4 12 27 16 0 3 -
12 4 14 27 16 1 2 -
12 4 16 28 16 2 0 28
12 42 1 25 16 2 1 28
12 44 1 26 16 3 1 29
12 4,6 1 26 18 0 2 -
13 0 0 - 18 1 0 -
13 0 04 - - - - -

¢ The sign “~" indicates there was not gelation.
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Table A2

Formulations with active principles.
P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Gelation temperature (°C) Degelation temperature (°C)
12 3 0.4 left 28
12 3 0.4 30 28
12 3 0.6 31 26
12 3 0.6 32 27
12 33 12 30 24
12 33 12 29 23
12 33 14 31 21
12 33 14 30 205
123 3 04 31 28
125 3 0.4 31 28
125 33 04 29 28
125 35 0.4 28 26
12.6 3 0.4 30 275
12.7 3 04 30 28
12.8 3 0.4 29 27
129 3 0.4 29 275
13 3 0 27 26
13 3 0.4 30 29
13 3 0.4 29 275
13 3 0.4 29.5 27
13 3 0.4 30 27
13 3 0.6 30 27
13 33 12 33 26
13 33 1.4 34 28
13.2 3 0.4 29 27
14 3 0 28 26
14 3 04 30 27
14 3 0.6 29 27
14 33 1.2 28 26
14 33 14 30 26

Table A3

Viscosity behaviour.

P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Viscosity 25°C (mPa-s)+SD (n=4) Viscosity 37°C
(mPa-s)+SD (n=4)

12 3 04 104.8+3.4 557.6+0.3
12 3 0.6 139.2+8.1 5551+1.0
12 33 12 274.2 364

12 33 14 235.0+10.2 3741+3.7
123 3 0.4 188.7+£3.8 354.0+9.3
12.5 3 04 185.3+4.0 395.0+13.7
125 33 0.4 348.7+104 640.0+19.0
12.5 35 04 3429+104 721.8+24.9
12.6 3 0.4 193.3+6.0 401.5+12.8
12.7 3 0.4 190.2+4.7 399.8+13.9
12.8 3 0.4 1903 +2.8 4778 +26.5
12.9 3 0.4 2054+71 4675+32.3
13 3 0 1751+9.8 1751+9.8
13 3 0.4 192.04+2.87 459.3+33.98
13 3 0.6 157.9+13.3 401.3+20.0
13 33 12 2454+ 3.7 431.0+34.3
13 33 14 182.3+8.9 233.5+15.6
13.2 3 04 233.2+159 501.8+20.3
14 3 0 259.6+23.7 724.0+£24.5
14 3 04 262.5+10.1 778.0+£39.1
14 3 0.6 234.8+5.6 656.8 +18.0
14 33 1.2 336.2+13.2 736.8+16.6
14 33 14 313.3+3.8 6193423
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Table A4

Behaviour of formulations when adding a Sorensen buffer.
P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Form at GT (°C) P407 (%) HPMC (%) PVP (%) Form at 37°C GT (°C)

37°C

0 2 0 LIQ >40 12 29 14 LIQ 29
0 3 0 LIQ >40 12 3 0.6 LIQ 285
0 3 1 LIQ >40 12 3 0.8 LIQ 28
0 4 0 LIQ >40 12 3 14 LIQ 28
0 4 1 LIQ >40 12 3.1 14 LIQ 28
0 8 0 LIQ >40 12 3.2 0 GEL 23
0 12 0 LIQ 23 12 3.2 14 LIQ 28
0 16 0 LIQ 19 12 33 12 LIQ 29
6 12 0 GEL 5 12 33 1.2 LIQ 28
8 12 0 GEL 1 12 33 13 LIQ >40
11 2 1.5 LIQ >40 12 33 14 LIQ 28
11 2 2 LIQ >40 12 33 14 LIQ 29
11 3 1.5 LIQ >40 12 33 1.5 LIQ >40
1 34 0 LIQ >40 12 34 0 GEL 23
11 6 0 GEL 20 12 34 1.2 LIQ 24
1 8 0 GEL 17 12 34 13 LIQ 23
12 0 0 LIQ >40 12 35 0 GEL 23
12 0 0 LIQ >40 12 3.5 1.2 LIQ 24
12 0 14 LIQ 28 12 3.5 13 LIQ 22
12 12 0 LIQ >40 12 3.6 0 GEL 22
12 1.5 0 LIQ >40 12 3.6 1.2 LIQ 23
12 17 0 LIQ >40 12 3.6 13 LIQ 24
12 19 0 LIQ >40 12 3.6 14 LIQ >40
12 2 2 LIQ >40 12 4 0 GEL 22
12 22 0 LIQ >40 12 4.5 0 GEL 20.5
12 25 0 LIQ 24 12 5 0 GEL 19
12 25 14 LIQ 29 12.5 33 1.2 LIQ 27
12 2.6 14 LIQ 29 13 34 0 GEL 21
12 2.7 0 GEL 23 14 0 0 LIQ >40
12 2.7 14 LIQ 29 14 2 0 LIQ 23
12 2.8 0 LIQ 23 14 3 0 GEL 23
12 28 14 LIQ 29 14 3.4 0 GEL 20.5
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Fundamento y objetivo: Durante el desarrollo de formas farmacéuticas de
administracion parenteral, es necesario realizar diferentes estudios fisicoquimicos
para asegurar su seguridad. La osmolalidad de este tipo de formulaciones debe ser
cercana a la fisiolégica para prevenir la irritacion local, el dolor y efectos secundarios
mas significativos como el dafio endotelial. Los polimeros usados como agentes de
gelificacion y como agentes bioadhesivos, presentan un peso molecular bastante
elevado y al realizar la determinacion teorica de la osmolalidad basandose en éste
como unico factor determinante, discrepa de los valores obtenidos de forma
experimental mediante la medicidn de propiedades coligativas como la depresion
del punto de congelacidn. Se realizé un estudio con el objetivo de obtener
ecuaciones predictivas de la osmolalidad para formulaciones parenterales con los
diferentes polimeros estudiados y que sirvan como herramienta en la formulacion

galénica de las mismas.

Material y método: Se prepararon soluciones acuosas a distintas concentraciones
(% peso/peso) de diferentes polimeros (Poloxamer 407, Polietilenglicol 400,
Polietilenglicol 4000, Hialuronato sédico, Condroitin sulfato sodio, Aceite de castor
hidrogenado polioxietilenado-40 y Polivinilalcohol) y posteriormente se midid la
osmolalidad justo después de su preparacion (tiempo cero) y después de 15y 30
dias de almacenamiento, con un Micro-Osmometro Advanced Model 3320. Se
realizd el analisis estadistico de los valores de osmolalidad obtenidos
experimentalmente para cada polimero y se obtuvo ecuaciones predictivas de la

osmolalidad en solucidn acuosa en los margenes de concentracion estudiado.

Resultados: La diferencia observada entre la osmolalidad teorica y la obtenida
experimentalmente mediante la determinacion de la depresion del punto de
congelacion puede conducir a la seleccion de un polimero inadecuado o su
concentracion. Esto puede causar errores en los procesos de formulacién, pérdida
de tiempo y de recursos. Se obtienen ecuaciones donde la osmolalidad depende la
concentracion y/o el tiempo de almacenamiento en términos de segundo o mayor

orden., indicando asi, que la osmolalidad depende no solo del peso molecular de
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los polimeros si no también se debe tener en cuenta las interacciones entre solutos,
el grado de polimerizacion, la interaccion entre las cadenas y el numero de

particulas activas en solucion (moléculas o iones).

Conclusiones: El analisis estadistico de los datos proporcioné una comprension
del comportamiento de la osmolalidad de los diferentes polimeros estudiados en
solucion acuosa y su evolucion, durante un periodo de tiempo en el peor caso
hipotético de temperatura de almacenamiento. Las ecuaciones obtenidas facilitaran
informacion de seguridad en términos de osmolalidad durante la etapa inicial del

desarrollo galénico.
Palabras clave: Osmolality, Fitting model equations, Parenteral pharmaceutical
development, Polyethylene glycol 400, Polyethylene glycol, 4000 Poloxamer 407,

Sodium Hyaluronate, Chondroitin Sulphate Sodium, Cremophor polyvinyl alcohol.

Graphical Abstract:

PEG 400 osmolality study

0 1 2 3 4 5 o
PVA Concentration wo 77 HaCencentation o)

Osmolality predictive models of different Polymers as tools in parenteral and ophthalmic
formulation development

112



International Journal of Pharmaceutics 543 (2018) 190-200

Contents lists available at ScienceDirect ;
PHARMACEUTICS

International Journal of Pharmaceutics ®

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijpharm

Osmolality predictive models of different polymers as tools in parenteral and | M)

Check for

ophthalmic formulation development

Diana Arbelaez-Camargo®, Manel Roig-Carreras®, Encarna Garcia-Montoya™"",

Pilar Pérez-Lozano™", Montserrat Mifiarro-Carmona™”
Josep Maria Sufié-Negre™”

a,b

, Josep Ramon Tic6-Grau™”,

@ Pharmacy and Pharmaceutical Technology Department, Faculty of Pharmacy, University of Barcelona, Joan XXIII 27-32, CP 08028 Barcelona, Spain
b Pharmacotherapy, Pharmacogenetics and Pharmaceutical Technology Research Group, IDIBELL-UB, Duran i Reynals Hospital, 3a level, Gran Via de l'Hospitalet 199, CP
08908 Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Osmolality

Fitting model equations

Parenteral pharmaceutical development
Polyethylene glycol 400

Polyethylene glycol

4000 Poloxamer 407

Sodium Hyaluronate

Chondroitin Sulphate Sodium
Cremophor polyvinyl alcohol

During the development of parenteral dosage forms, different physicochemical studies are required to ensure
stable, effective and safe formulations. The osmolality of this kind of dosage forms should bear a close similarity
to the body fluids to prevent local irritation, pain or even more significant side effects like endothelial damage.
The osmotic studies performed in Polyethylene glycol 400 (PEG 400), Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000),
Poloxamer 407 (P407), Sodium Hyaluronate (SH), Chondroitin Sulphate Sodium (CS), Cremophor RH 40
(CRE40) and Polyvinyl alcohol (PVA) aqueous solutions, showed that the theoretical determination of the os-
molality based on their molecular weight as the only determinant factor did not agree with the values obtained
by the measurement of colligative properties such as the freezing point depression. The data obtained from this
study and its analysis, provided predictive equations that can be used as tools in the primary development to
estimate formulation’s osmolality at different concentrations; and its evolution over a period at the hypothetical

worst-case scenario of storage temperature.

1. Introduction

In parenteral preparations, attention should be given to osmolality
to prevent local irritation, pain or endothelial damage. Polymers and
surfactants are widely used in this kind of preparations (Mathew et al.,
2017; Nguyen et al., 2015; Sivashanmugam et al., 2015; Thambi et al.,
2017) to obtain desired pharmacokinetic characteristics such as pro-
longed release profiles; or to improve drugs solubility and bioavail-
ability, considering the low aqueous solubility of most active pharma-
ceutical ingredients.

Osmolality (Osm) is a measure of the osmotic pressure exerted by a
real solution across a semipermeable membrane. Like osmotic pressure,
other colligative properties of a solution, such as vapour pressure
lowering, boiling point elevation, and freezing point depression, are
also directly related to the osmolality of the solution (The United States
Pharmacopeial Convention, 2017). When the osmotic pressure of a
solution is measured by passing it through a cell membrane and then
compared to the blood plasma, we are referring to tonicity (Remington,
2013; Wang, 2015). The freezing point depression in comparison to
pure water is a direct measure of the osmotic concentration, this

* Corresponding author.

method is commonly used in pharmaceutical development as a fast,
easy and accepted method to determine the osmolality of ophthalmic
and parenteral formulations.

Generally, parenteral, ophthalmic, otic and nasal preparations are
preferably isotonic (290 mOsm/kg) or moderately hypertonic
(500 mOsm/kg) (Nony et al., 2001). Hyperosmolality leads to a loss of
water from the cells which causes cell shrinkage and an increase in
cellular viscosity (Reinhart et al., 2015).

Among the wide range of polymers used in the preparation of dif-
ferent drugs, Polyethylene glycols (PEGs) with a general of formula of
HOCH,(CH,0OCH,)mCH,0H, are water soluble inert polymers essen-
tially non-irritant to the skin. They are classified according to their
structural formula and molecular weight. Within the typical poly-
ethylene glycols with pharmaceutical significance, the polyethylene
glycol 400 (PEG 400) is used in parenteral preparations as a solubilising
agent and polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) is used in bowel pre-
paration before colonoscopy, radiological procedures, or surgery
(Martindale, 2016a; Paul J Sheskey, 2016a). Hydrogenated Castor Oil
derivatives, best known as Cremophor, are a series of materials ob-
tained by reacting varying amounts of ethylene oxide with either castor
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oil or hydrogenated castor oil. Cremophor RH 40 (Cre40) is a non-ionic
solubilizer and emulsifying agent made by reacting one mole of hy-
drogenated castor oil with 40 mol of ethylene oxide, with a molecular
weight of 2500 g/mol (BASF SE Care Chemicals Division Pharma
Ingredients Services, 2008; Information, 2010). It is used as a solvent in
vehicles for oral and topical solutions (Paul J Sheskey, 2016b). Another
well-known non-ionic triblock copolymer is the Poloxamer 407 (P407),
with a molecular weight of 12,500 g/mol and formed by two hydro-
philic blocks and one hydrophobic block covalently bonded, is pri-
marily used as surfactant in pharmaceutical formulations as emulsifying
or solubilizing agent (Paul J Sheskey, 2015a). It is of great interest, that
its micellar rearrangement in solution produces changes in viscosity
when changing its temperature (Viegas and Henry, 1998), making them
ideal to confer thermoreversible properties to formulations and develop
novel controlled release formulations (Arbelaez-Camargo et al., 2016).
Hyaluronic acid (HA), a high-molecular-weight polymer of
10,000,000-100,000,000 Da, is formed by d-glucuronic acid and N-
acetyl-d-glucosamine disaccharide units (Sodium Hyaluronate:
Pharmaceutical Excipients, n.d). This used in ophthalmic and par-
enteral formulations because of its bioadhesive, therapeutic and bio-
degradation properties (Martindale, 2016b). Among the bio-polymers
with bioadhesive properties, the Chrondroitin sulphate (CS) is a gly-
cosaminoglycans and disaccharide polymer composed of equimolar
amounts of d-glucuronic acid, d-acetylgalactosamine and sulphates in
10-30 disaccharide units (Mason, 2016). With a molecular weight of
463.36854 g/mol and an important therapeutic effect in joint cartilage
and connective tissue, it is used in different formulations not just be-
cause of its therapeutic effect, but also, as a bioadhesive in ophthalmic
and parenteral formulations. Polyvinyl alcohol is a non-ionic surfactant
obtained by polymerisation of vinyl acetate followed by partial or al-
most complete hydrolysis of polyvinyl acetate. Different grades are
available and they differ in their degree of polymerisation and their
degree of hydrolysis, which determine the physical properties of the
different grades. The mean relative molecular mass lies between 20,000
and 150,000 (Martindale, 2016¢). It is commonly used to increase the
viscosity of ophthalmic preparations thus prolonging contact of active
ingredient with the eye, in sustained-release formulations for oral ad-
ministration and transdermal patches (Paul J Sheskey, 2016c¢).

With the aim of predicting the osmolality of ophthalmic and par-
enteral formulations that contain the polymers cited above, we studied
the osmolality of the different polymers at different concentrations and,
over a period, we studied the hypothetical worst-case temperature
scenario (40 °C) of storage.

2. Material and methods
2.1. Materials

Polyglykol 400 (Polyethylene glycol 400 — PubChem CID: 174)
manufactured by Clariant (Sulzbach) Germany, batch DEG4005530.
Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000 — PubChem CID: 174) manu-
factured by Panreac AppliChem (Darmstadt) in Germany, batch A
545,663 and batch B 708221. Kolliphor® P 407 (Poloxamer 407 —
PubChem CID: 24751) manufactured by Sigma-Aldrich (St. Louis) in
USA, batch A: BCBN0739V, batch B: BCBQ1330V, percentage poly-
oxyethylene of 71.5-74.9%. Sodium Hyaluronate (PumChem CID:
53447380) distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain, batch
L15070231 - OF - 06185. Chondroitin Sulphate Sodium (PubChem
CID: 24766) donated by SDM (Barcelona) Spain. Cremophor RH 40
distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain, batch L15080090 - OF -
206712. Polyvinyl alcohol (Polyvinyl alcohol — PubChem CID: 11199)
manufactured by Panreac AppliChem (Castellar del Vallés, Barcelona)
Spain, batch SP013900.
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2.2. Methods

Aqueous solutions ranging from 0.2% to 20% (weight/weight) de-
pending on the polymer, were prepared by mass on a Sartorius
ENTRIS224-1S analytical balance (Sartorius AG, Goettingen, Germany).
All the mixtures were put under agitation with a magnetic stirrer until
complete dissolution. All solutions were prepared using reverse osmosis
purified water.

The osmolality of all solutions was measured just after their pre-
paration (time zero) and after 15 and 30days of storage with an
Advanced Model 3320 Micro-Osmometer (Advanced Instruments, Inc.,
Norwood, MA).

The device directly reports osmolality from the determination of the
concentration of solutions by means of freezing-point measurements.

A high-precision thermister senses the sample temperature, controls
the degree of supercooling and freezes induction, measuring the
freezing point of the sample.

The sample is supercooled several degrees below its freezing point
where it is in an unstable state, then, by mechanical agitation it's par-
tially crystalized forming an ice water mixture. Immediately a liquid/
solid equilibrium is maintained when the liberated heat of fusion causes
a rise in the temperature of the sample toward the plateau temperature.
The osmometer measures this plateau temperature and calculates the
concentration in mOsm/kg of water (Advanced Instruments, 2015).

Storage conditions were control by using a Memmert climatic
chamber (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, German), with a
control temperature of 40 * 3°C.

For the statistical analysis, STATGRAPHICS Plus for Windows 5.1.
Professional Edition 1994-2000 from Statpoint Technologies, Inc., 560
Broadview Ave, Suite 201, Warrenton, VA 20,186 was used. Multifactor
analysis of variance, linearization (when needed) and multiple linear
regression were performed for all samples to determine the best pre-
dictive equation.

3. Results and discussion

The need for experimental determination of osmolality has been
established and usually determined, by measuring the freezing point
depression (Remington and Beringer. 2006). Theoretically, osmolality
can be calculated from the value of any colligative property of the so-
lution (The United States Pharmacopeial Convention, 2017), but there
are not always known and their determination is not regularly afford-
able in the pharmaceutical development field.

The dissolution of a solute in a pure solvent induces changes in a
direct proportion to the solute concentration in the solution’s colligative
property (Advanced Instruments, 2015)

the freezing point is depressed,
boiling point is raised,

osmotic pressure is increased, and
vapor pressure is lowered.

Determining the concentration of a nonvolatile solute in an aqueous
solution can be easy and precise by measuring its freezing point de-
pression.

The change in the freezing point of a pure solvent when a solute is
dissolved is directly proportional to the molar concentration of the
solute and can be determined using the following equation:

Freezing point depression

A T=Kem 1.1

Where AT is the temperature change from the pure solvent's freezing
point to the freezing point of the solution, K¢ is the freeing point de-
pression constant (for water is 1.86 kg °C/mol) and'm is the molal
concentration of the nonvolatile solute (Chang, 2007).

Freezing point measurement cannot tell us what the nature of the
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particles is (size, shape or conformation); as it only depends on the
number of particles in solution.

For practical purposes, osmolarity (a theoretical quantity) expressed
in osmoles per L of a solution is widely used (The United States
Pharmacopeial Convention, 2017) and calculated from the w/v con-
centration using the Eq. (1.2) (Remington and Beringer. 2006).

Theoretical osmolality

Osmolarily(mosm) = Concentration (g) X % m_ol
L Molelcular weight\ g
X number osmol/mol X 1000 mOsm
Osm (1.2)

The number of osmol/mol is equal to 1 for nonelectrolytes and is
equal to the number of ions per molecule for strong electrolytes. This
calculation assumed an ideal solution and omits factors such as solva-
tion and interionic forces.

To compute osmolality from values of theoretical osmolarity (ob-
tained from Eq. (1.2)), a density of 0.997 g/ml was used (Thiesen et al.,
1900).

When the osmolality of aqueous solutions of different polymers was
determined theoretically, the values obtained were different from those
obtained by the measurement of the freezing point depression. In pre-
formulation, this can lead to the selection of an unsuitable polymer or
its concentration and cause errors in the formulation processes lost in
time and resources.

These differences were expected as the osmolalities of single-solute
solutions are represented in the Osmotic Virial Equation (OVE) as
polynomials in concentration, where each solute has coefficients for
terms of second or higher order in concentration (Elliott et al., 2007;
Prickett et al., 2011), also, interactions between solutes must be taken
into account.

Osmolality of polymers, depend more on the degree of poly-
merization and the interaction between the chains, than the number of
active particles in solution (molecules or ions) (Cloizeaux, 1975;
Zavitsas, 2001).

3.1. Polyethylene glycol 400 (PEG400)

PEG 400 is widely used in different pharmaceutical formulations, in
parenteral, topical, ophthalmic, oral, and rectal preparations
(Martindale, 2016a). As far as ophthalmic and parenteral preparations
are concerned, the addition of PEG 400 caused an increase in/mol the
osmolality, due to its action as a hyperosmolar agent.

A multifactor analysis of variance for the osmolality of different
aqueous PEG 400 solutions was performed to determine if the con-
centration, batch and/or the time have a statistically significant effect
on the osmolality.

Due to its intrinsic properties and as seen in Graphic 1, the theo-
retical osmolality is exhibits quite a difference from the experimental
osmolality, especially at high concentrations. This effect, observed by
other authors (Money, 1989), can be explained by a possible change in
the PEG’s molecule configuration in response to the change in the
concentration; going from extended to folded configuration when in-
creasing the concentration. This folded configuration exposed oxygens
that bind with the hydrogens of the water, depressing the thermo-
dynamic activity of water and increasing the osmolality.

In a multifactor analysis of the variance for the PEG’s 400 osmol-
ality, the p-value for concentration, time and the interaction between
these two factors (AB) were less than 0.05, indicating that there is a
statistically significant effect on the PEG’s 400 osmolality at the 95%
confidence level for all three factors.

Graphic 1 shows a strong relation between the osmolality and the
PEG 400 concentration and time of storage at 40 °C.

To linearized the data obtained, a square root for PEG’s 400 os-
molality was applied due to the quadratic relation showed in the results
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obtained from the variance analysis with polynomic contrast (F-value
152, p-value < 0.01) and explained in Graphic 2A.

To simplify the model, a multiple linear regression using the back-
ward selection method was applied to remove from the equation the
factor(s) with the highest p-value and no significance: as a result, the
time of storage was removed. As seen in Graphic 2, the simplified
equation fitted the model and explains 96.9% of the variability in the
square root of the osmolality.

Predicted osmolality of PEG 400 solutions

mOsm
kg

|
v‘Osmolality( ) =414 + (0.15*PEG4oo(ki)
g

@

Eq. (2) can be used as a tool for predicting the osmolality for PEG
400’s aqueous solutions in the range of the studied concentrations and
storage conditions.

3.2. Polyethylene glycol 4000 (PEG4000)

Like other polyols, PEG 4000 caused an increase in the osmolality,
as it acts as a hyperosmolar agent.

Graphic 3 shows the behaviour of the osmolality for the two dif-
ferent batches, A and B, at different concentrations and time of storage
at 40 °C.

The multifactor analysis of the variance for the PEG’s 4000 osmol-
ality indicated that all three factors and the interaction between them
had statistically significant effect on the osmolality (p-value < 0.05).
On the other hand, the polynomic contrast (F-value 1896 p-value <
0.01) indicated a quadratic increasing tendency of the osmolality in
behalf of the concentration.

The backward selection method excluded the batch variable.
Graphic 4 shows the representation of the fitted model which explains
99.2% of the variability in the square root of osmolality.

The equation of the fitted model is Eq. (3)Predicted osmolality of PEG
4000 solutions

N Osmo]ality(mosm) =05+ (0.12*PEG4000(£)]
\ kg kg

+ (0.02xtime (days)) 3

Eq. (3) can be used as a tool for predicting the osmolality for PEG
4000’s aqueous solutions in the range of the studied concentrations and
storage conditions.

3.3. Poloxamer 407

Poloxamers are synthetic block copolymers of ethylene oxide and
propylene oxide, widely used in cosmetics and pharmaceuticals
(Arbelaez-Camargo et al., 2016). They are used as emulsifying agents
for intravenous fat emulsions, as solubilising agents to maintain clarity
in elixirs and syrups, and as wetting agents for antibacterials (Paul J
Sheskey, 2015a).

Like other poloxamers, Poloxamer 407’s (P407) osmolality was ex-
pected to be insignificant in aqueous solutions because of its high
molecular weight (12,200 g/moles), but this was not the case. As ob-
served by other authors, the osmolality was described by polynomial
equations (Viegas and Henry, 1998).

The multifactor analysis of the variance for the P407 osmolality
indicated that all three factors studied and the interaction between
them had statistically significant effect on the osmolality (p-value <
0.05). As shown in Graphic 5, a quadratic increasing tendency of the
osmolality was indicated by polynomic contrast (F-value 203p-
value < 0.01).

Graphic 5 shows that as the concentration of P407 increases, the
osmolality increases in a non-linear way. At low concentration where
the gel is not form, the curve is linear; when increasing the
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Graphic 1. Experimental osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of PEG 400’s after their preparation (time zero) and after 15 and 30 days of
storage. Theoretical osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of PEG 400, estimated using Eq. (1.2).
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Plot.

concentration, solvent-polymer interactions and intermolecular asso-
ciations become stronger causing a loss of linearity (Viegas and Henry,
1998). The so that is bound to the polymer should be considered part of
the solute and not part of the dissolving solvent. Water molecules
bound to the solute more strongly than to other water molecules,
making easier the elimination of water in the freezing point depression
(Zavitsas, 2001). As the temperature increased, the same behaviour
occurred and as a result, the osmolality increased when stored at 40 °C
for 15 and 30 days, but in a lesser measure (Eq. (4)).

Graphic 6 shows the representation of the fitted model that explains
the 94% of the variability in the square root of osmolality in the studied
conditions, taking into account that the backward selection method
excluded the batch variable.

The equation of the fitted model represented in Graphic 6A,

Predicted osmolality of P407 solutions

193

mOsm
kg

2 Osmolality( ) =08 + (0.11*P407(k£)) + (0.03%time (days))
g

(€))]

Eq. (4) can be used as a tool for predicting the osmolality of P407’s
aqueous solutions in the range of the studied concentrations and sto-
rage conditions.

3.4. Sodium Hyaluronate (SH)

Hyaluronic acid is a natural polymer commonly distributed in the
body. It is part of different body tissues and intracellular fluids as the
vitreous humour and synovial fluid (Martindale, 2016b). Sodium hya-
luronate (SH) is the predominant form of hyaluronic acid at physiolo-
gical pH and is the most common form used in cosmetics, parenteral,
and ophthalmic pharmaceutical formulations (Paul J Sheskey, 2015b).
Since SH is widely used as an excipient in different pharmaceutical
forms and as active principle for intra-articular treatment in knee
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Graphic 3. Experimental osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of PEG 4000’s and two different product batches, just after their preparation
(time zero) and after 15 and 30 days of storage. Theoretical osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of PEG 4000’s, estimated using Eq. (1.2).

osteoarthritis (Altman et al., 2015; Duarte et al., 2012; Hoare and
Kohane, 2008; Ito et al., 2007; Mayol et al., 2008), knowledge of it
behaviour in terms of physicochemical properties, such as the osmol-
ality, is of great interest to predict it behaviour in the pharmaceutical
development. With an average molecular weight of 12,220 g/moles and
the formation of large size aggregates in solution, it was excepted to
have a negligent osmotic effect. Graphic 7 shows the behaviour of SH
aqueous solutions at different concentrations and times of storage at
40 °C. As shown, the osmolality determined experimentally differed
from the theoretical value.

The study of the variability of the osmolality of the SH aqueous
solutions due to the concentration and time of storage at 40 °C was
statistically analyzed. At a confidence level of 95%, it can be stated that
only the concentration has a statistically significant effect in the os-
molality (p-value < 0.05) on the studied conditions.

The SH properties are the results of the properties of a population of
molecules with a wide chain length, as is established to be poly-
dispersed. In solution, it behaves as a stiffened random coil that occu-
pies a large hydrated volume and consequently has solute-solute
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interactions at an unusually low concentration (Hardingham, 2004).

The osmolality corresponds to the concentration of osmotically ac-
tive molecules, capable of exerting osmotic pressure. SH, a biopolymer
with multiple roles in almost all biological tissues, has a high osmotic
pressure that reinforces various physicochemical properties necessary
to maintain the hydration and lubrication of tissues. One of the factors
contributing to the high observed osmolalities, is the polyelectrolytic
character of the molecule due to dissociation of the counter-ion (Horkay
et al., 2009).

As shown in Graphic 8, a squared-SH concentration model described
96.3% of the relationship between the osmolality and the SH con-
centration. Eq. (5) explained the fitted model.

Osmolality prediction for SH solutions

mOsm g

2
kg)

Osmolality( ) = 0.60 + 0.23*SH(

%)

The correlation coefficient equal 0.98, indicating a relatively strong
relationship between the variables.
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Graphic 4. (A) PEG 4000’s square root for osmolality linearization to describe the original nonlinear model and the fitted model. (B) Observed vs Predicted Scatter

Plot.
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Eq. (5) can be used as a tool for predicting the osmolality for HS’s
aqueous solutions in the range of the studied concentrations and sto-
rage conditions

3.5. Chondroitin Sulphate Sodium (CS)

Chondroitin sulphate is a natural polymer present in most cartila-
ginous tissues. For medical applications, the sodium salt, chondroitin
sodium sulphate, is used orally and in ocular surgical procedures,
among others (Martindale, 2016d).

As expected for a highly charged molecule, CS’s associated counter-
ions generate an osmotic pressure, represented by the osmolality, that
plays an important biologic effect in tissue hydration. The theoretical
osmolality calculated from the Eq. (2), considers the contribution of the
counter-ions in the osmolality, thus, the theoretical osmolality is far
from the observed osmolality (Graphic 9). These results reinforce the
theory, that even though the electrostatic contribution is of great im-
portance, it cannot be taken into account by itself, since the non-elec-
trostatic contributions coming from the intermolecular and solute in-
teractions also affect the osmolality, particularly at low concentrations
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in which non-electrostatic contributions account for about 1/3 of the
total osmotic pressure (Bathe et al., 2005; Ehrlich et al., 1999). It is
known that at low temperatures CS is stable, but in the other hand, at
high temperatures and after 500-600h, degradation process occurs
producing low-molecular-mass fragments and desulfated products
(Volpi et al., 1999), that will contribute, increasing the osmolality.

The influence of the CS concentration and the time of storage at
40 °C on the osmolality was evaluated at a confidence level of 95%. The
results showed that the concentration, the time of storage at 40 °C and
their interaction had a statistically significant effect in the osmolality
(p-value < 0.05) on the studied conditions.

A multiple linear regression using the backward selection method
was applied to simplify the model, the result excluded the time of
storage, but included the interaction between it and the concentration.
The hierarchical principle indicates that if a model contains the inter-
action between two variables it must take into account both variables,
whereby, the simplified model was not used (Bishop et al., 2007).

The fitted linear regression model shown in Graphic 9, explained
94.8% of the variability in osmolality at a 95% confidence level.

Eq. (6) of the fitted model is represented in Graphic 10A.
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Graphic 6. (A) P407’s osmolality square root for linearization to describe the original nonlinear model and the fitted model. (B) Observed vs Predicted Scatter Plot.
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Graphic 7. Experimental osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of SH’s after their preparation (time zero) and after 15 and 30 days of storage.
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Predicted osmolality of CS solutions
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Eq. (6) can be used as a tool for predicting the osmolality for CS’s
aqueous solutions in the range of the studied concentrations and sto-
rage conditions

3.6. Cremophor RH 40

The main constituent of Cremophor RH 40 (CRE 40) is glycerol
polyethylene glycol hydroxy-stearate, which, together with fatty acid
glycerol polyglycol esters, forms the hydrophobic part of the product.
Despite its surface active properties, CRE does not cause haemolysis and
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its use in pharmaceutical preparations for parenteral application (BASF
SE Care Chemicals Division Pharma Ingredients Services, 2008).

Graphic 11 shows a deviation from the theoretical osmolality at
concentrations higher than 100 g/kg. This effect may be due to the
molecular behaviour of the CRE 40 in solution but insufficient in-
formation is available to explain the deviation observed.

The maximum CRE 40 concentration studied had an osmolality
below the physiological osmolality, which may explain the fact that it
does not cause hemolysis despite its surface active properties (Hork and
Lais, 2002).

The statistical study of the osmolality of Cremophor Polyoxyl 40
Hydrogenated Castor Oil evaluated at a confidence level of 95%,
showed that both, the concentration and the time of storage at 40 °C,
had statistically significant effect on the osmolality (p-value < 0.05).

A multiple linear regression using the backward selection method
was applied to simplify the model and excluded the storage time and
the interaction between the storage time and concentration.
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Graphic 8. (A) Squaring SH concentration for linearization to describe the original nonlinear model and the fitted model. (B) Observed vs Predicted Scatter Plot.
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Graphic 9. Experimental osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of CS’s after their preparation (time zero) and after 15 and 30 days of storage.
Theoretical osmolalities of differently concentrated aqueous solutions of CS, estimated using Eq. (1.2).

The fitted model expressed by Eq. (7) and shown in Graphic 12,
explains 99.5% of the variability in the osmolality at a 95% confidence
level.

Predicted osmolality of CRE 40 solutions

g

5

i
z\/Osmolality(mgsm) =018 + (0.07*CRE40(
g

Y]

Eq. (7) can be used as a tool for predicting the osmolality for CCRE
40’s aqueous solutions in the range of the studied concentrations and
storage conditions

3.7. Polyvinyl alcohol

Polyvinyl alcohol (PVA) is a polar polymer widely used because of
its mechanical properties, high melting temperature and biocompat-
ibility (Tacx et al., 2000). It is used both alone and crosslinked. It is also
used in the formulation of hydrogels, nanoparticles and beads.

With a molecular weight of approximately 85,000 g/mol, it is ex-
pected to have a negligible osmolality. The results obtained, as ob-
served in the Graphic 13, showed an increase of the osmolality when
increasing the concentration. A slight increase in osmolality due to time
in the conditions studied was also observed.

Statistical multifactor analysis of the osmolality indicated that both,
the concentration and storage time at 40°C, had a statistically sig-
nificant effect on the osmolality (p-value < 0.05), but their interaction
did not. This effect can be explained by the fact that PVA, in water,
forms an intricate molecular network in which there is water of hy-
dration bound to the polymer-free hydroxyl groups acting like a zipper
between two polymer chains. This results in the formation of ag-
gregates, decreasing the free water in the solution. At high tempera-
tures there is a higher interaction between water and PVA molecules,
breaking the zipper action; undoing aggregates; and facilitating the
interaction of the PVA free chains with water-free molecules: de-
creasing free water molecules (Krzeminski and Molisak-tolwinska,
1991; Tacx et al., 2000; Vigneswari et al., 2016).
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Graphic 10. (A) Linear regression to describe the original and the fitted model of the Osmolality vs CS’s concentration plot. (B) Observed vs Predicted Scatter Plot.
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A multiple linear regression using the backward selection method
was applied to simplify the model, the result excluded the time of
storage at 40 °C and explained the 96.0% of the variability in osmolality
(Graphic 14).

The equation of the fitted model is:

Predicted osmolality of PVA solutions
z\/ Osmolality( mOsm
kg

) =20+ (0.0Q*PVA(

L)
kg ®)

Eq. (8) can be used as a tool for predicting the osmolality for PVA’s
aqueous solutions in the range of the studied concentrations and sto-
rage conditions.

4. Conclusions

The data obtained from this study showed that the theoretical
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determination of the osmolality of the different polymers; based on
molecular weight as the only determinant factor, did not agree with the
values obtained by measurement of colligative properties, such as the
freezing point depression. The data analysis provided an understanding
of the osmolality behaviour of the different studied polymers in aqu-
eous solution and its evolution over a period at the hypothetical worst
case of storage temperature. Application of this knowledge would fa-
cilitate primary galenic development of safe parenteral and ophthalmic
dosage forms in terms of osmolality, by its estimation using the pre-
dictive obtained equations.
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Fundamento y objetivo: La administracion continua de anestésicos locales en los
plexos nerviosos durante las primeras 24 a 48 horas después de la cirugia
abdominal, permite una mejora en el manejo del dolor postoperatorio y minimiza los
efectos secundarios sistémicos debido a la absorcion erratica de los medicamentos
por el peritoneo. Los hidrogeles termosensibles son formas farmacéuticas, que
consisten en un liquido fluido a temperatura ambiente y que gelifica a medida que
aumenta la temperatura, actuando como un dispositivo de liberacion durante un
periodo de tiempo. Para mejorar la bioadhesion intraperitoneal del gel termosensible
de poloxamer 407 (P407) desarrollado; se realiz6 un estudio con diferentes
polimeros, para evaluar su efecto sobre las propiedades fisicoquimicas y

bioadhesivas.

Material y método: Se preparan geles a partir de una formula base y se afiaden
diferentes polimeros a distintas concentraciones. Los polimeros usados son los
siguientes: PEG 400, PEG 4000, SH, CS, PVA. Los geles se caracterizan en
temperatura y tiempo de gelificaciéon, pH, viscosidad a 25 y 37 °C y osmolalidad. Por
otra parte, se realiza un estudio comparativo de la bioadhesion mediante la medicion
de la resistencia a la traccion, capaz de medir la fuerza necesaria para separar

ambas superficies.

Resultados: Para mejorar la bioadhesion intraperitoneal del gel poloxamer 407
(P407) termosensible. Entre los polimeros utilizados, cabe destacar los resultados
obtenidos al agregar alcohol polivinilico (PVA), que no modificd las propiedades
térmicas de la formulacion y mejoro la bioadhesividad del gel. La adicion de PEG
400 provoca un aumento de viscosidad y de osmolalidad que imposibilita su uso.
También se observo, que la adicién de PEG4000, HS y CS camba las propiedades
térmicas del gel, revirtiendo sus propiedades de gelificacion al aumentar la

temperatura.

Conclusiones: La formula inicial obtenida de la preformulacién tiene buenos

parametros fisicoquimicos y de bioadhesion. La adicion de PVA a la formula mejora
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su bioadhesion, por lo que son dos férmulas que se pueden usar para estudios
posteriores por lo que se procede a realizar el comunicado cientifico de la

informacion.

Palabras clave: Termosensible gel, Abdominal surgery, Postoperative pain
management, Bioadhesion, Local delivery system.
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Abstract

The continuous administration of local anesthetics (LA) in the nerve plexuses during the first 24 - 48
hours after abdominal surgery allows an improvement in postoperative pain management and
minimizes systemic side effects due to the erratic absorption of the drugs. Thermosensitive hydrogels
are pharmaceutical dosage forms, which consist of a fluid liquid at room temperature that gelify as
the temperature increases, working as a continuous release depot for a small period of time. To
improve the intraperitoneal bioadhesion of the already developed thermosensitive poloxamer 407
(P407) gel; a study was carried out with different polymers, to evaluate their effect on the
physicochemical and bioadhesive properties. Among the polymers used, it is worth highlighting the
results obtained by adding polyvinyl alcohol (PVA), which did not change the thermal properties of
the formulation and improved the bioadhesiveness of the gel. The method used to measure the
adhesion, was a tensile strength measurement method, capable of measuring the force needed to
separate both surfaces and compare it between different formulas, maintaining the measurement
conditions equal for all the samples.

Key words

Termosensible gel, Abdominal surgery, Postoperative pain management, Bioadhesion, Local delivery
system.

1. Introduction

The continuous administration of local anesthetics (LA) in the optimal anatomical side during the
first 24 - 48 hours after abdominal surgery minimizes systemic side effects and improves
postoperative pain management (Dunn and Durieux, 2017; Jha and Jha, 2017; Patel et al., 2017;
Polanco-Garc\#a et al., 2017; W, 2017). Amongst the different local anesthetics available in the
market, lidocaine is wide used in clinics because of its good efficacy and low toxicity
(MedicinesComplete =© Royal Pharmaceutical Society, n.d.). Concomitant administration of a LA
with dexamethasone prolongs the duration of analgesia by decreasing the transmission of nerve
impulses in the C-fibers (Pehora et al., 2017; Zhang et al., 2019). Implants, biodegradable
polymeric matrices and bioerodible films of LA, produced a continuous nerve block, but their use is
limited to surgical procedures where their implantation is possible (Santamaria et al., 2017; Wang et
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al., 2009). Thermosensitive hydrogels are pharmaceutical dosage forms, which are a fluid liquid at
room temperature and gellify when increasing the temperature.

Once the thermosensitve gel was formulated and described elsewhere (Arbelaez-Camargo et al.,
2016), the aim of the study was to improve the bioadhesive profile of the formulation, to achieve an
optimal local delivery system for the correct administration of Lidocaine Hydrochloride (LC) and
Dexamethasone Sodium Phosphate (DSP) in the peritoneum. We studied the effect on the different
rheological and physicochemical parameters when adding another bioadhesive polymers to the
base formula. We also designed an in-vitro method, using pig peritoneum tissue to compare the
bioadhesive capacity confer by adding different bioadhesives polymers to the formula.

According to the classification of the adhesion in biological systems, the adhesion of a hydrogel to
the peritoneum surface would be within the type 3: adhesion of an artificial material to a biological
substrate (Dumitriu and Popa, 2013).

Bioadhesion is of great interest because its application in surgery and drug delivery (Jadhav
Khanderao et al., 2013). Is defined as a complex adhesive phenomenon that occurs between the
excipients or material and a biological surface. As the exact mechanism is not completely
elucidated, but, four main molecular level mechanisms have been described: mechanical
interlocking, chemical adsorption, diffusion theory and electronic theory (Al-Kawaz, n.d.;
Ebnesajjad, 2009). The contribution of each of the mechanisms depends on the type of
bioadhesive, the characteristics of the surface and the characteristics of the environment (Palacio
and Bhushan, 2012).

The mechanical interlocking mechanism explained the adhesion due to the filling of irregularities in
a rough surface by a liquid. These roughnesses increase the surface area available to interact and
thus favour the dissipation energy (Das Neves and Sarmento, 2014).

The chemical adsorption describes an intimate interfacial molecular contact through secondary
chemical interactions such as Van der Waals forces, hydrogen bridges, electrostatic attraction or
hydrophobic and osmotic interactions (Brogly, 2011). The extended DLVO Theory can explain the
intersurface repulsive and attractive forces between live cells and a material (Achinas et al., 2019;
Ghosh, n.d.). It considers the electrostatic double layer force, that dominate at a larger separation
between surfaces and the van der Waals forces that dominate at a smaller separation (R\°th,
2018). For example, hydrogen bridges are the forces prevalent in polymers containing carboxyl
groups, an important fact to take into account, as almost all polymers show in their structure, these
kinds of groups (Adair et al., 2001).

The diffusion theory exposes the existence of an interdiffusion of molecules and/or segments of
polymers of both surfaces through the interface. This process only occurs if the polymers have
enough mobility in their chains and is limited to specific situations (Anil and Sudheer, 2013; Das
Neves and Sarmento, 2014; Giuliano et al., 2018).

The electronic theory is based on the premise that both bioadhesives and biological materials have
opposite electrical charge. Upon contact, there is an electron transfer forming an electronic double
layer that determines the bioadhesive force (Packham, 2018). Important to highlight that any
electrical double layer generated is not enough to observed adhesion.

The wetting theory (R\°th, 2018) implies the development of surface forces as result of the
molecular contact of two materials. The first step is the formation of interfacial forces followed by the
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establishment a continuous contact, called wetting. For an adhesive to wet a surface, it needed to
have lower surface tension than the critical surface tension of the surface (Bonn et al., 2009). A
good wetting occurs on smooth surfaces where there is no creation of air bubbles or solvent that
reduce the contact area, due to the irregularity of the surface (Anil and Sudheer, 2013; Das Neves
and Sarmento, 2014; Giuliano et al., 2018).

Pressure-sensitive adhesives (PSAs) (Benedek and Feldstein, 2009) have and instantaneous
adhesion because of their ability to form bondings of measurable strength consequent to a brief
contact with a surface. Dahlquist criterion (Benedek and Feldstein, 2009) quantify the reological
requirements of a PSA to have a good adhesive behaviour, measuring the stiffness and resistance
of the adhesive. In a broad and generic way; it could be said that the viscoelastic material, will
absorb energy instead of allowing it to propagate and implies that if a polymer is above its glass
transition temperature can be rubbery, or elastic (as our formulation) and therefore it's the elastic
modulus will be below 105 N/m2 (Pa) (Andrady, 2009).

As the temperature rises, thermosensitive gels undergo a phase change that correspond to a
changes in molecular mobility. Comparable situation with pressure-sensitive adhesives in the fact
that the most important transition for behaviour is the glass transition temperature (sometimes
referred to the glass-rubber transition temperature) (A.K.TeotiaH.SamiA.Kumar, 2015). As the name
implies, only if a polymer is above its glass transition temperature, it can be rubbery, or elastic, and
therefore able to meet the requirements of the Dahlquist criterion. This means that the minimum
requirement for pressure-sensitive adhesive behaviour is that the material should have a glass
transition temperature below room temperature.

Different bioadhesive polymers were added to the base formula to study the effect in the different
thermal and physicochemical parameters.

Although there is current interest in the development of products with bioadhesive capacity, there is
no a standardized method to measure bioadhesion or retention at the site of application of different
injectable prolonged release systems. Despite the mentioned lack, there are defined mechanisms
for the evaluation of bioadhesion and researchers have been developing different methods.

Among the mechanism used to measure bioadhesiveness, the measurement of the tensile strength
is widely used. The methods based on these mechanisms, measure the minimum force to cause a
breakage of the interactions between two materials. Du Nouy and Wilhelmy design the most
common indirect methods to measure it (Ebnesajjad and Ebnesajjad, 2006; Rapp and Rapp, 2017).

The measurement of the shear strength is also commonly used. Methods based on this
mechanism, measure the force necessary to slide a surface in a direction parallel to the plan

contact with respect to another surface.

Several authors have described different methods of measurement, both ex vivo and in vitro for the
same purpose (Davidovich-Pinhas and Bianco-Peled, 2010; Kumar et al., 2014).

2. Material and methods
Materials

Kolliphor-4 P 407 manufactured by Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis, USA (Poloxamer
407-PubChem CID: 24751). Hypromellose USP, substitution type 2910 and grade of 615,
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manufactured by Shin-Etsu Chemical Co., Ltd, Japan (Hydroxypropyl methylcellulose-PubChem
CID: 24832095). Povidone K30 USP distributed by Fagron Iberica S.A.U, Spain (Polyvinyl
Pyrrolidone- PubChem CID: 6917). Lidocaine Hydrochloride USP distributed by Fagron Iberica
S.A.U, Spain (PubChem CID: 6314). Dexamethasone sodium phosphate manufactured by
Newchemspa in Milano, distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain (PubChem CID: 16961).
Polyglykol 400 (Polyethylene glycol 400 - PubChem CID: 174) manufactured by Clariant (Sulzbach)
Germany, batch DEG4005530. Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000 - PubChem CID: 174)
manufactured by Panreac AppliChem (Darmstadt) in Germany. Sodium Hyaluronate (PumChem
CID: 53447380) distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain, batch L15070231 - OF- 06185.
Chondroitin Sulphate Sodium (PubChem CID: 24766) donated by SDM (Barcelona) Spain.
Cremophor RH 40 distributed by Fagron Iberica S.A.U in Spain, batch L15080090 - OF - 206712.
Polyvinyl alcohol (Polyvinyl alcohol - PubChem CID: 11199) manufactured by AppliChem GmbH
(Darmstadt) Germany, donated by SDM (Barcelona) Spain.

Methods
Gel Preparation

The gels were prepared by a variation of the "cold method"(Arbelaez-Camargo et al., 2016). The
P407 was added into ~ae parts of pre-cooled water under gentle stirring to avoid foaming and into
an ice bath. When it was completely dissolved each of the other components were added under
continuous agitation until complete dissolution.

Gelation Temperature and de-gelation temperature

A variation of the described method was performed (ALTUNTA=GO and AKDOfGOAN, 2017; Gonjari et
al., 2009) by adding two milliliters of the formula where into a 5 ml vial and then placed it in a water
bath at 25 =C. The temperature of the bath was increased in 2-3 =/C/min to determine the gelation
temperature visually, considering gelation when the formulation did not show movement when the
vial was turned in a 90~/ angle. The de-gelation temperature was measure visually too, but with the
opposite method.

Gelation time

Ten milliliters of the formulation were stirred at a constant speed of 500 rpm. The formation of a
small vortex in the center of the magnetic bar was considered the initiation time of gelation; the
formation of a bead around the magnetic bar or when the bar stopped moving was considered the
complete gelation time.

Viscosity

A Brookfield 23CAP200+L (Brookfield Engineering Laboratories Inc., Stoughton, MA) viscometer
was used to determine the viscosity at 25 =|C (Spindle n=f 04, RT 12's, HT 12's, SR 150 RPM) and
37 -|C (Spindle n=[ 06, RT 12's, HT 20 s, SR 150 RPM).

pH

The pH was determined without dilution of the samples and at a temperature of 22 - 23 -|C with a

CRISON micropH 2001 microprocessor controlled pH-meter (Crison Instruments SA, Alella,
Barcelona, Spain).
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Osmolality

The osmolality of all solutions was measured just after their preparation with an Advanced Model
3320 Micro-Osmometer (Advanced Instruments, Inc., Norwood, MA). The osmolality was
determined by freezing-point method with an Advanced—4A Model 3320 Micro-Osmometer
(Advanced Instruments, Inc. Norwood, MA).

Mucoadhesive test

The mucoadhesive test was performed with a MT-LQ dynamometer, manufactured by Stable Micro
Systems and equipped with a tensile/compression load cell of 5daN. The load cell was calibrated at
the beginning of each test.

For the study, native peritoneal tissue from healthy pigs was coupled by sutures and surgical glue
to a P/0.5R cylinder of 12.7 mm diameter and 40 mm height (without affecting the integrity of the
tissue at the base), that at the same time, was coupled to the load cell.

The thermosensitive hydrogels to test were placed in petri glass dishes and put in a chamber at 37
=[C until the gel gain that temperature.

The cylinder is pressed to the petri glass dish that contained the gel at a speed of 0.1 mm /s until
an impressing force of 0.15 N, the contact was maintained up to 60 s. The cylinder is then
separated at the same speed and the adhesion force (and work) was measured (separation).

Statistical analysis

For the statistical analysis, STATGRAPHICS Plus for Windows 5.1. Professional Edition 1994-2000
(Statpoint Technologies, Inc., 560 Broadview Ave, Suite 201, Warrenton, VA 20186), and IBM
SPSS Statistics version 20.0 (IBM Corp, Armonk, NY) were used.

3. Results and discussion

The base formula was set using different polymers to achieve proper stability, toxicity, rheological
and physicochemical parameters. Because of its thermal properties, the poloxamer 407 (P407) was
used as the main polymer. In this study, its concentration was set at 12.5%, below the usual
concentration (>18%) (Gonjari et al., 2009) in order to avoid hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia (McLain, 2008). The Hidroxypropyl methylcellulose (HPMC) used as
bioadhesive agent was set at 3% and Polyvinyl Pyrrolidone (PVP) was used to modify and adjust the
gelation temperature, set at 0.4%. Lidocaine Hydrochloride (LC) and Dexamethasone Sodium
Phosphate (DSP) were the active principles (PAI's) and were set at 2% and 0.4% respectively.

Table 1. Base formula composition
P407 HPMC PVP LC DSP
Ingredient (w/w%) 12.5 3.0 0.4 20 04

To improve the bioadhesive profile of the formulation and due to the physiological characteristics of
the peritoneum and other non-mucosal tissues (Blackburn and Stanton, 2014), different bioadhesive
polymers were added to the base formula to study how they affect the different critical parameters.
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Table 2. Polymers studied concentrations

Polymer concentration (w/w %)
Zggyethy'e”eg'yco' 05| 1.0 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45
Polyethyleneglycol 05| 1.0 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45
4000
Sodium Hyaluronate 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Chondroitin Sulphate 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Polyvinyl alcohol 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Polyethyleneglycols (PEGs) with a general of formula of HOCH2(CH20CH2)mCH20H, are water
soluble inert polymers, essentially non-irritant to the skin (MedicinesComplete © Royal
Pharmaceutical Society, n.d.). They are classified according to their structural formula and molecular
weight. Within the typical polyethylene glycols with pharmaceutical significance, the polyethylene
glycol 400 (PEG 400) is used in parenteral preparations as a solubilising agent and polyethylene
glycol 4000 (PEG 4000) is used in bowel preparation before colonoscopy, radiological procedures,
or surgery (MedicinesComplete © Royal Pharmaceutical Society, n.d.).

Polyethylene glycol 400 (PEG 400) and Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) were added to the

base formula separately, to study the effect in the different parameters.
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Figure 1. Gel characterization- PEG 400 addition

As seen in Figure 1- A, the gelation temperatures were below body temperature to allow the formation
of a sustained release system. The effect of PEG 400 in the gelation temperature agreed with the
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results reported by different authors. The initial addition of PEG 400 caused a decrease in the gelation
temperature, but the progressive increase of PEG 400 concentration causes a raise in the gelation
temperature through an interference of PEG 400 molecules in the poloxamer micellization process.

The de-gelation temperature, although not reported in previous studies, is affected by the PEG 400
concentration (p-value 0.0068) and it's a measure of the reversibility of gelation.

Viscosity at room temperature (<25 °C) of the different formulations was low enough to easily flow
during the administration by syringe and the body temperature viscosity (37 °C) was high enough to
form a consistent implant (Figure 1-D) The addition of PEG 400 increased the viscosity at 25 °C (p-
value 0.0262). At 37°C, although a tendency can be observed in Figure 1-A, there was no relation
between the PEG 400 concentration and the viscosity (p-value 0.3960).

Additionally, Figure 1-B show that increasing PEG 400 concentration only affects the time to complete
the gelificaction process (p-value 0.0715) but not the time to begin it (p-value 0.4903).

The pH was not affected by PEG 400, it remained between 6.33 and 6.78, values that provide the
API's stability and prevent tissue damage.

Osmolality as security parameter of the formulation to prevent local irritation, pain or endothelial
damage (Arbelaez-Camargo et al., 2018), was studied. The addition of PEG 400 affected
considerable the osmolality (p-value 0.0000) and out of the expected values (<400 mOsm/kg).

Most parameters were within acceptable limits for a parenteral formulation in the range of the studied
PEG 400 concentrations, although the values of osmolality were above the recommended.

The addition of Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) to the base formula, caused a change in the
thermosensitive properties of the gel, therefore, no gelation was observed when increasing the
temperature. At the same time, there was a decrease in the viscosity (Figure 2) when increasing the
temperature and the PEG 4000 concentration. According to statistical analysis, a reciprocal-Y model,
explained the relation between the concentration of PEG 4000 and the viscosity at room temperature.
Since the p-value from the ANOVA test is less than 0.01, there was a statistically significant relation
between the viscosity at 25 °C and the PEG 4000 concentration for a confidence level of 99%.
Furthermore, there was also a statistically significant relation between the viscosity at 37 °C and the
PEG 4000 concentration, but in this case, an X-square root model explains the 91% of relation. These
results confirmed a change in the properties of the gel.

In terms of security of the formulation, the pH and osmolality were studied and the addition of PEG
4000 caused a decrease in the pH of base formulation, but nevertheless, when increasing its
concentration, the pH was not affected (p-value 0.3902) and remained between 6.20 and 6.30, values
that provide API's stability and prevent tissue damage.
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Figure 2. Gel viscosity characterization — PEG 4000 addition

Initial addition of PEG 4000 caused a decrease in osmolality, but when increasing its concentration,
a linear increase in osmolality was observed (linear model explains 96% of the data). There was a
statistically significant relation between the osmolality and the PEG 4000 concentration for a
confidence level of 99%. A significant difference is observed between the theoretical osmolarity and
osmolality experimental.

Sodium Hyaluronate (SH) is the most use form of the Hyaluronic acid (HA), is a high-molecular-weight
polymer formed by d-glucuronic acid and N-acetyl-d-glucosamine disaccharide units with a molecular
weight of 10 000 000—100 000 000 Da (MedicinesComplete © Royal Pharmaceutical Societl, n.d.).
Usually used in ophthalmic and parenteral formulations because of its bioadhesive, therapeutic and
biodegradation properties.

SH is a natural polymer commonly distributed in the body that helps to maintain the mechanical
integrity in connective tissues such as the vitreous humour and cartilage. SH is known as a non-
gelling polysaccharide, although different studies have shown a gel-like behaviour, since it has the
ability to absorb large amounts of water forming a loose hydrated network (Burdick and Stevens,
2005; Ivanova et al., 2014).

Because of the SH's gel-like behaviour (Fujiwara et al., 2000), its addition to the base formula caused
a change in its thermoreversible properties in a dose dependant way. At a concentration below 0.5
% no thermal properties were observed and the viscosities at room temperature were equal to the
viscosities at 37 °C. Above this concentration, thermosreversible properties couldn’t be seen as
shown in Figure 3
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Figure 3. Gel viscosity characterization — HS addition

This phenomenon can be explained by the decrease in the free water available as a result of the
hyaluronic gel formation (Larrafieta et al., 2018), changing the solvation of the Poloxamer POE and
POP blocks that consequently, allows the aggregation phenomena that forms the micelle, which is
the first step of gelation (Bodratti and Alexandridis, 2018).

As SH solutions are highly viscous, with non-Newtonian flow properties (Ahumada et al., 2016), its
addition to the formula caused an increase in the viscosity at room temperature and at 37 °C (tau_b
= 0.802 and 0.607; p<0.001), an important effect to consider when assessing the thermal properties
as it can be a confusion factor.

An increase in the osmolality dependant on the SH concentration (tau_b = 0.795 p<0.001) also was
observed. At concentrations higher of 0.5%, when thermosreversible properties were observed, the
osmolality of the formulations was higher than 550 mOm/kg and possibly when injected, caused
tissue damage. In the other hand, its addition did not affect the pH (p>1).

Like the HS, the Chondroitin Sulphate (CS) is widely used for its therapeutic applications such as:
reactive arthritis, adjunct to ocular surgical procedures and relief of dry eye. It is a linear
glycosaminoglycan formed by disaccharide units of N-acetyl-galactosamine and glucuronic acid
(MedicinesComplete © Royal Pharmaceutical Society, n.d.). Each N-acetyl-galactosamine has a
sulphate groups at carbon 4 or 6 that confers the molecule a global negative charge. This negative
charge facilitates adhesive interactions with cell surface membranes, due to electrostatic repulsive
forces that leads to electron transfer and dipole induction bioadhesive mechanism (Chicatun et al.,
2017; Djerbal et al., 2017).

As HS, the addition of CS to base formula caused disruption in gel formation, probably induce by
solvation changes in the Poloxamer POE and POP blocks and/or steric impediment.

It was not observed that it affected neither the pH nor the osmolality (p=0.301 and p=0.124), but it
affect the viscosity (Figure 4), causing a decrease when increasing the concentration at room
temperature and at 37 °C (tau_b =-0.820 and -0.931; p<0.001).
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Figure 4. Gel viscosity characterization — CS addition
Polyvinyl alcohol (PVA) is a non-ionic water soluble and biodegradable polymer, joined by only

carbon—carbon linkages. Known for its multiple uses in different fields such as textile, plastic and
pharmaceutical industry, in which, it is used in topical and ophthalmic formulation as a viscosity-
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increasing agent, emulsion stabilizing agent and sustained-release agent (MedicinesComplete ©
Royal Pharmaceutical Societl, n.d.; MedicinesComplete © Royal Pharmaceutical Society, n.d.).
Widely known as a mucoadhesive polymer, its main mechanism of bioadhesion is by intimate
interfacial molecular contact through hydrogen bond interactions (Bag and Valenzuela, 2017; Briscoe
and Luckham, 2000).

There is a statistically significant relationship between the concentration of PVA and the thermal
characteristics of the formula as seen in Figure 5.

A significant decreasing trend is observed in the thermal properties, it means, for both temperatures
and time: the gelation temperature (tau_b = -0.877; p <0.001), the de-gelation temperature (tau_b =
-0.857; p<0.001) and gelation time (tau_b = -0.806; p<0.001).

These decreases can be explained by the PVA gelation mechanism, as it is describe by the formation
of semicrystalline structures form through intramolecular hydrogen bonds (Nagarkar and Patel, 2019;
Rudnik, 2019). This intramolecular hydrogen bonds could interfere with the process of micellation and
gelation, given by the high concentration of hydroxyl groups present in the PVA molecule.

Despite a significant increase in the viscosity at room temperature (tau_b = -0.873; p<0.001), the
formulation still sufficiently fluid to be easily injected at all the studied concentrations. Also, a
significant increase in the viscosity at 37 °C (tau_b = -0.838; p<0.001) was observed.

pH was not affected by the addition of PVA at any studied concentration (p=0.519), but the osmolality,
significantly increase (tau_b = 0.865; p<0.001), reaching values higher than the limit value from a
0.5% PVA concentration.
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Figure 5. Gel characterization- PVA addition

138



After the analysis of the addition of the different polymers to the base formula in terms of

physicochemical and thermal characteristics, a bioadhesion study with the addition of PEG 4000,
PEG 400, PVA and CS were carried out.

For each polymer the optimal concentration of it within the base formula was chosen and the

bioadhesion was measured by using dynamometer, the maximum force recorded in the graph (Figure
6) was the adhesion force.
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Figure 6. Dynamometer graphical measurement

The formulations studied are described below in table 3

Table 3. Formulation composition for bioadhesive studies

Formulation Number

Ingredient (%) 1 2 3 4 5 6 7 9
P407 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
HPMC 3.3 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
PVP 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
LC 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
DSP 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
PEG 400 - - 1.5 2.0 - - - -
PEG 4000 - - - - 0.5 - - -
CSs - - - - - - - 0.2
PVA - - - - - 0.1 0.2 -

The maximum force registered, correspond to the force needed to separate both surfaces and equal
to the adhesion force.

The Shapiro-Wilk statistical test was used to know the normality of the data obtained, confirming a
non-normal distribution. Therefore, to determine if the addition of the bioadhesive polymer affects the
bioadhesion of the formula, the non-parametric Kuskal-Wallis statistical test was perfomed.

It is noted that formulations 2 and 5, that correspont to the base formula without any addition of extra
bioadhesive polymer and the PEG4000 formulation, had the lowest value of adhesion. These results

were expected since both formulations were not thermoreversible gels and had low viscosity, that
decreases when heated.
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It also can be said that the results obtained for formulations 9, 1, 7, 4 and 3 were not statistically
significant different from formulations 2 and 5, but, statistically significant different from the formulation
6, which had the highest value of adhesion.

4. Conclusions

The initial formula obtained from the formulation has good physicochemical and bioadhesion
parameters. The addition to the formula of PVA in a concentration up to 0.1%, improves its
bioadhesién and can be used in further studies in the development of the final product.

The method used to measure the adhesion, is able to measure it and compare it between different
formulas, only if the conditions of measurement are equal for all the samples. It can be useful to
measure the adhesion to different surfaces only by modifying the material subject to the cylinder. In
the other hand, the method must be standardized for each test as the data obtained depend on all
the parameters (speed, time of contact and compression force).
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION ADICIONAL

- Capacidad reguladora

El pH es una caracteristica importante a tener en cuenta en el desarrollo, tanto por
su implicacion en la seguridad de la féormula como en la estabilidad de los
componentes. Con este fin se mide el pH de la formulacién cuya temperatura de
gelificacion es lo mas préxima al objetivo (34-362C).

Tabla 12. pH Formulaciones

P407/HPMC/PVP P407/HPMC/PVP
12/3,3/1,2 12,5/3,3/1,2
pH pH
6,55 6,43

El pH de las dos diferentes formulaciones es ligeramente acido con respecto al pH
fisiologico, que es aproximadamente de 7,4 (228). El pH de las formulaciones esta
dentro de los margenes aceptados y tolerables para la administracion parenteral por
la capacidad tampon de los propios fluidos biologicos y del organismo en si (229).

Por razén de estabilidad y solubilidad, no siempre se puede ajustar el pH a un pH
fisiologico. En este caso, el pH de la formulacidn permite la correcta disolucién y
estabilidad de ambos principios activos, siendo uno de ellos de caracter acido y el

otro de caracter basico.

Se decide comprobar la capacidad tampdén de las formulaciones, es decir la
resistencia a la variacion del pH al afiadir iones (H +) y (OH-). Para ello, se parte de
un volumen de solucion problema de 50 ml, a la cual, se le afiade una solucion de
HCI 0,1 N de a 2,5 ml en 2,5 ml, hasta haber consumido aproximadamente 10 6 25

mil.
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Los resultados de las pruebas de la determinacion de la capacidad reguladora se

detallan a continuacion:

Tabla 13. Capacidad Reguladora sin solucion tampoén

Formulacion P407/HPMC/PVP 12/3,3/1,2
Volumen HCI 0,1N pH B
0 6,55 -
2,5 6,02 1,0E-02
5 2,97 2,8E-03
7,5 2,36 3,6E-03
10 2,12 4,5E-03
Formulacion P407/HPMC/PVP 12,5 /3,3/1,2
Volumen HCI 0,1N pH B
0 6,43 -
2,5 5,98 1,1E-02
5,0 2,69 2,7E-03
7,5 2,26 3,6E-03
10,0 2,04 4,6E-03

Durante la determinacion de la capacidad reguladora, se observd que cuando las
formulaciones llegan a un pH inferior a 2,5 aproximadamente, se formaba un
precipitado que corresponde probablemente a la Dexametasona, la cual es

insoluble a pH acidos.

Teniendo en cuenta que una solucidn tiene buena capacidad reguladora con un
valor de > 5E-02, mediana entre 5E-02 y 5E-3, mala entre 5E-03 y 5E-4; y sin
capacidad amortiguadora < 5E-04; se observa que las formulaciones tienen una

mala capacidad amortiguadora.

Con el fin de mejorar la resistencia a cambios en el pH, se decide usar un solucién
reguladora de fosfatos de Sorensen (Na2HPO, KH2PO4) en la formulacion. Se
escoge este tampon ya que el pH deseado esta dentro del rango de su capacidad
reguladora (5,8 — 8), imita ciertos componentes de fluidos extracelulares, no es
toxico para las células y el pH cambia poco con la temperatura.
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Tabla 14. Capacidad Reguladora con solucion tampon

Formulacion P407/HPMC/PVP 12/3,3/1,2
Volumen HCI 0,1N pH B
0 7,00
2,5 6,90 5,1E-02
50 6,81 5,2E-02
7,5 6,65 4,3E-02
10,0 6,46 3,7E-02
12,5 6,28 3,4E-02
15,0 6,05 3,2E-02
17,5 5,62 2,6E-02
20,0 4,40 1,7E-02
22,5 3,31 1,2E-02
25,0 2,92 1,2E-02
Formulacion P407/HPMC/PVP 12,5 /3,3/1,2
Volumen HCI 0,1N pH B
0 6,91
2,5 6,78 4,8E-02
5,0 6,63 4,2E-02
7,5 6,43 3,6E-02
10,0 6,23 3,3E-02
12,5 5,87 2,7E-02
15,0 4,97 1,7E-02
17,5 3,30 1,1E-02
20,0 2,88 1,1E-02
22,5 2,66 1,2E-02

El uso de solucion reguladora en la féormula permite la adicion de un mayor volumen
de solucion de acido clorhidrico 0,1 N. De este modo se puede llegar al punto
deseado, que consiste en la mitad del volumen de la solucion problema (25 ml), sin
observar la formacion de ningun precipitado. Al comparar la capacidad reguladora
de la formulacién sin tampdn y con tampdn, se observa una mejoria en dicho

parametro, siendo ahora de mediana capacidad.

Por otra parte, como se comentd en el articulo 1 (punto 4.1), la adicion de solucidn

tampdén a la férmula no es viable ya que provoca un aumento drastico de la
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temperatura de gelificacion, imposibilitando asi su administracion a temperatura

ambiente mediante una jeringa.

- Estudio de bioadhesion

Para mejorar el perfil bioadhesivo de la formulacién y debido a las caracteristicas
fisiologicas del peritoneo y otros tejidos no mucosos (12), se agregaron diferentes
polimeros bioadhesivos a la formula base para estudiar como afectan los diferentes

parametros criticos.

Tabla 15. Concentracion de los polimeros estudiados

Polymer concentration (w/w %)

Eg(')yethy'e”eg'yco' 05 10 15 20 25 30 35 40 45
o nyteneglycol 05 10 15 20 25 30 35 40 45
Sodium Hyaluronate 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Chondroitin Sulphate 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Polyvinyl alcohol 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

El Polietilenglicol 400 (PEG 400) y Polietilenglicol 4000 (PEG 4000) se agregaron a
la formula base por separado, para estudiar el efecto en los diferentes parametros.

Como se ve en la Figura 28, las temperaturas de gelificacién fueron inferiores a la

temperatura corporal impidiendo ser administradas y servir como sistema de

liberacion sostenida.
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FIGURA 28 CARACTERIZACION DEL GEL AL ANADIR PEG 400

El efecto de la adicion de PEG 400 en la temperatura de gelificacion fue consistente
con los resultados reportados por diferentes autores (230,231). La adicién inicial de
PEG 400 causo una disminucion en la temperatura de gelificacion, pero el aumento
progresivo de la concentracion de PEG 400 provocd un aumento en la temperatura
de gelificacion, a través de una interferencia de las moléculas de PEG 400 en el
proceso de micelizacion del poloxamero. También se observa que al aumentar la
concentracion de PEG 400 se modificé el tiempo gelificacion total (valor p 0,0715)

pero no el tiempo de iniciacion de este (valor p 0,903).
La temperatura de desgelificacion, que es una medida de la reversibilidad de la

gelificacion y la cual no se ha reportado en estudios anteriores, se vio afectada por
la concentracion de PEG 400 (valor p 0,0068).
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La viscosidad a temperatura ambiente (<25 °C) de las diferentes formulaciones
deberia ser lo suficientemente baja como para fluir faciimente durante la
administracion con una jeringa y la viscosidad a temperatura corporal (37 °C), lo
suficientemente alta como para formar un implante consistente. La adicion de PEG
400 aumento significativamente la viscosidad a 25 °C (p 0,0262) pero no a 37°C

(valor p 0,3960), aunque se puede observar una tendencia a aumentarla.

El pH no se vio afectado por la adicién de PEG 400 al formula, permanecié entre
6,33 y 6,78, valores que proporcionan la estabilidad del PA y evitan el dafio tisular.

Se estudio adicionalmente la osmolalidad, como parametro de seguridad de la
formulacién para prevenir la irritacidn local, el dolor o el dafio endotelial. La adicién
de PEG 400 afecté considerablemente la osmolalidad (valor p 0,0000) con

mediciones fuera de valores seguros (<400 mOsm / kg).

La mayoria de los parametros estaban dentro de los limites aceptables para una
formulacion parenteral en el rango de las concentraciones de PEG 400 estudiadas,
aunque los valores de osmolalidad estaban por encima de los recomendados.

La adicion de Polietilenglicol 4000 (PEG 4000) a la férmula base, causé cambios en
las propiedades termosensibles del gel, provocando una disrupcion de la
gelificacion al aumentar la temperatura, es decir, el gel perdié sus propiedades de

gelificacion termorreversible.
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Al mismo tiempo, hubo una disminucion de la viscosidad (Figura 29) al aumentar la
temperatura y la concentracion de PEG 4000. Segun el analisis estadistico, un
modelo Y reciproco explica la relacion entre la concentracion de PEG 4000 y la
viscosidad a temperatura ambiente. Dado que el valor p de la prueba ANOVA es
inferior a 0,01, hay una relacion estadisticamente significativa entre la viscosidad a
25 °C y la concentracion de PEG 4000 con un nivel de confianza del 99%. Ademas,
también hubo una relacién estadisticamente significativa entre la viscosidad a 37 °C
y la concentracion de PEG 4000, pero en este caso, un modelo de raiz cuadrada de
X explica el 91% de la relacion. Estos resultados confirmaron un cambio en las
propiedades del gel.

En términos de seguridad de la formulacién, se estudiaron el pH y la osmolalidad.
La adicion de PEG 4000 causo6 una disminucion inicial del pH de la formulacion
base, pero el aumento de la concentracién no afecto dicho valor base (p = 0,3902)
y se mantuvo alrededor 6,30.

La adicion de PEG 4000 caus6 una disminucion inicial en la osmolalidad, pero al
aumentar su concentracion, se observé un aumento lineal de la misma (el modelo
lineal explica el 96% de los datos). Hubo una relacion estadisticamente significativa

entre la osmolalidad y la concentracion de PEG 4000 con un nivel de confianza del
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99%. Se observo una diferencia significativa entre la osmolalidad teodrica y la

osmolalidad experimental.

La adicion de Hialuronato sédico como agente bioadhesivo caus6 un cambio en sus
propiedades termorreversibles de una manera dependiente de la dosis. Esto es
debido a que el HS se comporta como un gel (232). A una concentracién inferior al
0,5% no se observaron propiedades termoreversibles y las viscosidades a
temperatura ambiente fueron iguales a las viscosidades a 37 °C. Por encima de esta
concentracion, las propiedades termorreversibles no se pudieron demostrar como

se muestra en la Figura 30.
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FIGURA 30 CARACTERIZACION DE LA VISCOSIDAD DEL GEL AL ANADIR HS

Este fendmeno puede explicarse por la disminucion del agua libre disponible como
resultado de la formacion del gel de HS (233), cambiando la solvatacion de los
bloques Poloxamer POE y POP que dificulta el fenomeno de agregacion y formacion
de la micela, primer paso de la gelificacidn (234).

Como las soluciones de HS son altamente viscosas con propiedades de flujo no
newtonianas (235), su adicion a la formula caus6 un aumento de la viscosidad a
temperatura ambiente y a 37 °C (tau_b = 0,802 y 0,607; p <0,001), anulando las
propiedades termorreversibles del gel.
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También se observd un aumento en la osmolalidad dependiente de la concentracion
de HS (tau_b = 0,795 p <0,001). A concentraciones superiores al 0,5%, cuando se
igualaron las curvas de viscosidad a las dos temperaturas estudiadas, la
osmolalidad de la formulacion fue superior a 550 mOm / kg. Por otro lado, su adicién
no afecto el pH (p = 1).

Como el HS, la adicion de la condroitin sulfato a la férmula base caus6 una
interrupcion en la formacion de gel, probablemente inducida tanto por cambios de
solvatacién en los bloques POX y POP del poloxamero como por impedimento
estérico. Su adicion, no afecto el pH ni la osmolalidad (p = 0,301, p = 0,124), pero
si la viscosidad (Figura 31), que disminuyé al aumentar la concentracion
(temperatura ambiente y a 37 °C - tau_b =-0,820 y -0,931; p <0,001).
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FIGURA 31 CARACTERIZACION DE LA VISCOSIDAD DEL GEL AL ANADIR CS

Existe una relacion estadisticamente significativa entre la concentracion de PVA y

las caracteristicas termorreversibles de la formula como se ve en la Figura 32.
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FIGURA 32 CARACTERIZACION DEL GEL AL ANADIR PVA

Se observa una tendencia decreciente significativa en las propiedades
termorreversibles con el aumento de la concentracion de PVA tanto para las
temperaturas de gelificacion (tau_b = -0,877; p <0.001) como para la temperatura
de desgelificacion (tau_b =-0,857; p<0.001); y en el tiempo de gelificacion (tau_b =
-0.806; p<0.001).

Estos resultados pueden ser consecuencia del mecanismo de gelificacion de PVA.
La alta concentracion de grupos hidroxilo presentes en su molécula, favorece la
creacion de estructuras semicristalinas a través de enlaces de hidrogeno
intramoleculares (236,237); los cuales impedirian el proceso de micelizacion y
gelificacion.
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A pesar del aumento significativo en la viscosidad a temperatura ambiente (tau_b =
-0,873; p <0,001), la formulacién aun es lo suficientemente fluida como para ser
facilmente inyectable en todas las concentraciones estudiadas. Ademas, se observo
un aumento significativo en la viscosidad a 37 °C (tau_b =-0,838; p <0.001).

El pH no se vio afectado por la adicién de PVA a ninguna concentracién estudiada
(p = 0,519), pero la osmolalidad aumentd significativamente (tau_b = 0,865; p
<0,001) observandose que a concentraciones de PVA iguales o superiores a 0,5%,
los valores de osmolalidad son superiores al valor limite de seguridad.

Después del analisis de la adicidn de los diferentes polimeros a la formula base en
términos de caracteristicas fisicoquimicas y térmicas, se realizé un estudio de
bioadhesidén. Para cada polimero, se eligidé la concentracion 6ptima dentro de la
formula base y se midi6 la bioadhesion usando un dinamémetro. La fuerza de
adhesion se defini6 como la fuerza maxima registrada en el grafico, la cual

corresponde a la fuerza necesaria para separar ambas superficies.

Las formulaciones estudiadas se describen a continuacion en la tabla 15.

Tabla 16. Composicion de las formulas de los estudios de bioadhesion

Numero de Formulacion

Ingrediente (%) 1 2 3 4 5 6 7 9
P407 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
HPMC b 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
PVP 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
LC 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
DSP 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
PEG 400 - - 1,5 2,0 - - - -
PEG 4000 - - - - 0,5 - - -
CS - - - - - - - 0,2
PVA - - - - - 0,1 0,2 -

La prueba estadistica Shapiro-Wilk se uso para conocer la normalidad de los datos

obtenidos, confirmando una distribucién no normal.
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Por lo tanto, para determinar si la adicion del polimero bioadhesivo afecta la
bioadhesién de la férmula, se realizé la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis de los siguientes datos (resultados obtenidos en cN (gf):

Tabla 17. Resultados de los estudios de bioadhesion

Numero de Formulacion

1 2 3 4 5 6 7 9
1,243 2,855 3,365 4,691 3,161 2,651 3,365 3,161
3,365 3,773 5,200 4,181 3,773 5,200 2,855 3,263
3,059 2,753 4,996 4,691 3,161 5,098 5,608 2,549
2,957 2,243 4,181 2,345 2,855 2,855 4,894 3,977
3,161 2,651 6,016 3,875 3,467 7,342 4,181 3,569
3,263 2,549 5,506 6,016 4,181 3,467 2,447 3,263
3,569 2,753 3,161 4,792 2,243 4,283 5,200 2,447
3,773 3,059 3,365 2,651 2,141 7,342 3,161 3,467
4,079 - 3,059 3,365 2,141 3,467 2,447 3,773

3,467 - - - 2,039 - 4,792 -
Me 3,314 2,753 4,181 4,181 3,008 4,283 3,773 3,263
IQR 3,161 2,600 3,314 3,187 2,141 3,467 2,855 3,085

Se observa que las formulaciones 2 (formula base sin ninguna adicion de polimero
bioadhesivo) y 5 (féormula base mas PEG 4000) tuvieron el menor valor de adhesion.
Estos resultados fueron esperables, dado que ambas formulaciones no presentaban

caracteristicas termorreversibles y tenian baja viscosidad a temperatura corporal.

La férmula base con la adicion de PVA a concentracion de 0,1% (Formulacién 6)
fue la que produjo la mayor fuerza de adhesion, siendo diferente del resto de

formulaciones.

También se observé que los resultados obtenidos para las formulaciones 9, 1, 7, 4
y 3 no fueron diferentes estadisticamente.

La férmula inicial usada como férmula base (Formulacidn 1) tiene parametros
fisicoquimicos y de bioadhesioén adecuados. La adicidn a la formula de PVA en una
concentracion de hasta 0.1%, mejora su bioadhesion y puede usarse en estudios

posteriores durante el desarrollo del producto final.
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5. DISCUSION GENERAL
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La importancia de desarrollar un sistema de liberacion para el control postquirdrgico
del dolor en cirugia abdominal es fundamental ya que el mal control del dolor se
asocia a una estancia hospitalaria y tiempo de recuperacidon prolongado; a un

aumento de la morbilidad y a un aumento en los costes sanitarios.

La formulacion del gel termosensible de lidocaina y dexametasona, contribuiria a
mejorar estos indicadores ya que es de facil aplicacion, con la posibilidad de una

administracion localizada y sostenida en cualquier cirugia abdominal.

Este trabajo aporta un desarrollo novedoso que podria favorecer un nuevo tipo de
anestesia regional, mas segura y precisa que las técnicas actuales; podria disminuir
los efectos adversos de los principios activos al evitar su absorcién erratica por todo
el peritoneo.

Hay varios estudios donde se desarrollan geles termosensibles a base de
poloxamero 407 en combinacion con otros poloxameros, como el 188; también se
describen estudios con el uso de otros polimeros como la hidroxietilcelulosa e
hidroxipropilmetilcelulosa; pero todos ellos, usan poloxamero 407 a contracciones
superiores al 18%, concentracion potencialmente de riesgo para generar
hiperlipidemias (174,238,239).

Al realizar una formulacién a base de poloxamero 407 a una concentracion inferior
a 13%, fue necesaria la combinaciéon de varios polimeros; no combinados con

anterioridad.

La primera aproximacion para la formulacion de un gel termorreversible de
aplicacidon intraperitoneal de Clorhidrato de lidocaina y Fosfato sodico de
dexametasona, como agentes analgésicos; se realizo mediante el uso del
Poloxamer 407 como polimero principal de la formulacién. Basandose en la
bibliografia, la concentracion del poloxamero se fijo a un valor menor de 20% p/p,

siendo esta la concentracion habitual del polimero en diferentes formulaciones
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descritas por varios autores. Se intentd bajar la concentracion durante el desarrollo
a una concentracion por debajo de 15% p/p para poder evitar los efectos adversos

tras la inyeccion intraperitoneal

Con el fin de poder bajar la concentracion y tener las caracteristicas térmicas
deseadas, es necesario afnadir otro polimero para poder ajustar la temperatura de
gelificacion. Con este fin se anade PVP, que a parte de ser un polimero bioadhesivo;
se ha usado con anterioridad en formulaciones termosensibles disminuyendo la
temperatura de gelificacion. Su concentracion se fija a concentraciones bajas por

su accion irritante a altas concentraciones en mucosas y heridas.

Para mejorar el perfil térmico y sobretodo el perfil bioadhesivo, la HPMC es elegido,
por su ya documentado uso en diferentes formulaciones termosensibles. Es una
molécula de la cual es sencillo disponer, es biocompatible en el peritoneo y estable
a condiciones normales de trabajo. La pre-formulacion del gel se lleva a cabo
mediante la variacidn sistematica de la concentracién de los tres polimeros
escogidos, hasta establecer una relacion que permite obtener una temperatura de
gelificacion entre 29 a 33 °C.

Los geles se caracterizan en temperatura de gelificacion, tiempo de gelificacion, pH,
viscosidad a 25 y 37 °C, densidad y osmolalidad.

La viscosidad a temperatura ambiente es determinada con el fin de conocer su
estado durante el almacenamiento y la viabilidad de administracion de la
formulacion. Por otro lado, la viscosidad a temperatura de 37 °C (temperatura
corporal) es determinada para establecer si una vez inyectada la formulacion, ésta

es capaz de formar el gel y actuar como dispositivo de liberacion continuada.
La determinacion de la viscosidad a las dos diferentes temperaturas es un indicador
de la caracteristica térmica de un gel termosensible, ya que, en este tipo de

formulaciones, la viscosidad a temperatura ambiente es significativamente menor

160



que la de 37 °C. Durante el desarrollo, las formulaciones que desde un principio no

presentan dicha diferencia fueron descartadas.

El tiempo de gelificacion es necesario conocerlo ya que indica si la formulacion una
vez inyectada es capaz de formar un “depot” antes de difundirse por todo el
peritoneo. Un tiempo de iniciacién de gelificacidén de un minuto es suficiente para

evitar la su difusion.

Durante el estudio se observo una disminucion de la temperatura de gelificacion al
afnadir y al aumentar la concentracién de hidroxipropilmetilcelulosa. Este proceso
tiene diferentes mecanismos descritos, principalmente, el aumento de la viscosidad
de la formulacién por la disolucidn del polimero y su capacidad de unirse a las
cadenas de polioxietileno de la molécula del poloxamero 407. Esto provoca la
deshidratacion, causando un aumento en el entrelazamiento de las moléculas
adyacentes y aumentando los enlaces de hidrégeno intermolecular, lo que conlleva
a la gelificacion a temperatura mas baja.

La concentracion de polivinilpirrolidona no tiene un efecto estadisticamente
significativo en la temperatura de gelificacion (p-valor 0,6797), pero se observa una
variacion con a distintas concetraciones: a concentraciones < 1 % de PVP, hay un
aumento de la temperatura de gelificacion; entre el 1 al 2%, la temperatura de
gelificacion disminuyo y a concentraciones superiores al 2% no habia proceso de
gelificacion.

Una vez determinada la concentracién adecuada de polimeros para el desarrollo de
la formulacion, se determina la temperatura de gelificacion con la Lidocaina y

Dexametasona en la férmula.
Al determinar la temperatura de gelificacion con la formulacion completa, se observo
que la adicion de los principios activos, los cuales son sales, provocan una

disminucién de la temperatura de gelificacion. Esta tendencia coincide con la serie
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de Hofmeister (240), la cual indica el efecto salting out de los iones, que provoca
una disminucidn de la solubilidad de algunas cadenas de los polimeros, debido a la
competencia que se genera entre los iones agregados y el polimero, por las
moléculas de solvatacion(241).

Para ajustar la temperatura de gelificacién con los activos ya presentes, se parte de
la formulacion con mejores caracteristicas térmicas y se realizan variaciones de la
concentracion de HPMC y/o PVP.

Se observa que, al aumentar la concentracion de PVP, la temperatura de
gelificacion disminuye, pero la temperatura de desgelificacion aumenta. Esto quiere
decir que el gel se forma a temperaturas mas bajas y que se mantiene en forma de
gel hasta temperaturas mas altas. A pesar de esto, no gelifica a temperatura
corporal. Esto puede ser debido a que la PVP promueva las interacciones

hidrofobas entre las cadenas de ambos polimeros, provocando la gelificacion.

Por otra parte, a concentraciones menores de 2,5% de HPMC, no hay formacion de
gel a pesar de aumentar la temperatura. Esto puede ser debido a que a
concentraciones tan bajas de HPMC, la viscosidad no es suficiente para formar un
gel de alta consistencia. El efecto de la adicion de HPMC se confirma, al observar
una disminucion de la temperatura de gelificacion con el aumentar de su

concentracion.

Al estudiar el efecto de ambos polimeros juntos, se observa que aumentando la
concentracion de HPMC se disminuye la temperatura de gelificacion y que al

aumentar la concentracion de PVP se aumenta la temperatura de gelificacion.
La formulacién cuya composicion es: 12,5/3,3/0,4% (P407/ HPMC/PVP), presenta

las mejores caracteristicas térmicas y fisicoquimicas; y se considera como la

féormula de partida para estudios posteriores.
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Debido a que la formulacién tiene como via de administracion la via parenteral, es
necesario que ésta tenga un pH lo mas cercano posible al pH fisiolégico para
prevenir dafo en el tejido y dolor. Para poder controlar el pH y ajustarlo a un pH
adecuado para la estabilidad de los principios activos y las necesidades fisiologicas,
se decide usar una solucion reguladora de fosfatos de Sorensen (Na2HPO,
KH2PO4). La adicién de componentes de caracter ionico, como son las soluciones
amortiguadoras, provocé una disminucion estadisticamente significativa de la
temperatura de gelificacion (p-valor 0,0012). Se desarrollan diferentes
formulaciones con solucion amortiguadora, en las que se varia la concentracion de
los tres polimeros y se determina la temperatura de gelificacion. Se observé que la
temperatura de gelificacion es baja para la mayoria de las formulaciones y la
mayoria de ellas se vuelven liquidas nuevamente al superar los 35-36 °C. Esto

implica que las formulaciones no formarian un gel al ser inyectadas en el cuerpo.

Debido a la dificultad de establecer las concentraciones de los polimeros para lograr
las caracteristicas térmicas deseadas en las formulaciones tamponadas, se estudio
la capacidad reguladora de la formulacion sin tamponar y se compara con la
capacidad reguladora una vez tamponada. Se observo que las formulaciones no

tamponadas tienen una mala capacidad amortiguadora (5E-03 y SE-4).

Al observarse la baja capacidad reguladora de la formula, se realiza el estudio de
estabilidad monitoreando el pH durante un periodo de tiempo (1 mes a 40 °C) para
determinar si es necesario mejorar la capacidad reguladora. En el estudio no hubo
variacion del pH en el tiempo en las formulaciones estudiadas. No se observa
variacion del pH y no hay una relacion estadisticamente significativa (valor p <0.05)

entre el pH y el tiempo en las formulaciones con y sin un sistema tampédn.

Durante el desarrollo del gel de administracion parenteral, la osmolalidad como
parametro fundamental fue estudiada cuidadosamente. Se observaron valores de
osmolalidad experimental para las diferentes formulaciones mas altas de lo

esperadas segun su calculo tedrico.
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La necesidad de determinar experimentalmente la osmolalidad esta establecida
regulatoriamente y se hace midiendo la depresion del punto de congelacién.
Tedricamente, la osmolalidad puede calcularse a partir del valor de cualquier
propiedad coligativa de la solucidn, pero no siempre se conocen y su determinacion

no es regularmente asequible en el campo del desarrollo farmacéutico.

A efectos practicos, la osmolaridad (una cantidad tedrica) expresada en osmoles
por L de una solucién se usa ampliamente y se calcula a partir de la concentracion

w / v utilizando la siguiente ecuacion:

Osmolaridad (mOsm / L) = Concentracion (g / L) x 1/ (Peso molecular) (mol / g) x
numero osmol / mol x 1000mOsm / Osm

Ecuacion 3. Osmolaridad

El numero de osmol / mol es igual a 1 para los no electrolitos y es igual al numero
de iones por molécula para los electrolitos fuertes. Este calculo supone una solucion
ideal y omite factores como la solvatacion, las fuerzas inter-ionicas e interacciones

entre particulas.

Para calcular la osmolalidad a partir de valores tedricos es necesario hacer la
conversiéon mediante la densidad del producto. En nuestro caso se utiliz6 una
densidad de 0,997 g/ ml.

Las diferencias entre la osmolalidad teorica calculada con la ecuacion 3 y la
osmolalidad experimental son debidas, a que la osmolalidad teérica solo tiene
cuenta el peso molecular y la concentracién del soluto y la osmolalidad real esta
representada por la ecuacion virial osmotica (OVE), representada por polinomios de
segundo o mayor orden en concentracion y tiene en cuenta las interacciones entre

los solutos, donde cada soluto tiene un término independiente.
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La osmolalidad de los polimeros depende mas del grado de polimerizacion y la
interaccion entre las cadenas que el numero de particulas activas en solucion

(moléculas o iones).

Con el objetivo de predecir la osmolalidad de forma rapida durante el desarrollo
tedrico de productos parenterales, se determin6 experimentalmente la osmolalidad
de diferentes polimeros a diferentes concentraciones y durante un periodo de
almacenamiento a 40 °C. Posteriormente, se realizo el analisis estadistico de los
valores obtenidos para cada polimero y se obtuvieron ecuaciones predictivas de la

osmolalidad en solucion acuosa dentro del margen de concentraciones estudiadas.

Para los polimeros estudiados, la osmolalidad tedrica difiere de la osmolalidad
experimental debido a su interaccion con las moléculas de agua, factor que afecta
las propiedades coligativas de una solucion.

Con el fin de mejorar la bioadhesividad del gel desarrollado, se afiaden diferentes
polimeros con propiedades bioadhesivas y se analiza su efecto en las
caracteristicas fisicoquimicas y térmicas del gel y se estudia su bioadhesion. La
adicion de un polimero bioadhesivo a la formulacién, tiende a disminuir la
temperatura de gelificacion, por lo que es necesario disminuir el HPMC de la férmula
de partida para poder afadir el bioadhesivo.

La adicion de PEG 400 provoca inicialmente una disminucion de la temperatura de
gelificacion; pero con el aumento progresivo de su concentracion, la temperatura de
gelificacion finalmente se ve incrementada. Estos resultados concuerdan con los ya
observados por diferentes autores. Como era de esperar, la adicion de PEG 400
provoca un aumento de la viscosidad a 25 °C (p-valor 0,0262) pero a 37 °C, a pesar
de no haber relacién estadisticamente significativa (p-valor 0,3960), se observa una
tendencia de aumento de la viscosidad. La osmolalidad se vio considerablemente
afectada por la adicion de PEG 400 (p-valor 0,0000) y fuera de los valores tedricos
esperados a concentraciones tan bajas como 0,5%.
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La adicion de PEG 4000 a la formulacion, provoco un cambio en las caracteristicas
térmicas del gel, revirtiendo la termogelificacion. Se observé una disminucion de la
viscosidad al aumentar la temperatura y la concentracién de PEG 4000, resultados
que confirmaron un cambio en las propiedades del gel. Como parametros de
seguridad para prevenir la irritacion local, dolor o dafio endotelial, la osmolalidad y
el pH fueron estudiados. La osmolalidad se vio afectada por la adicion de PEG 4000,
pero no excediod los valores esperados (< 400 mOsm / kg), por otro lado, el pH no
fue afectado por PEG 4000.

La adicion de polivinilalcohol (PVA), tal como se esperaba, provoco una disminucion
de la temperatura de gelificacion y el tiempo de gelificacion, pero se observo un
aumento de la viscosidad y de la osmolalidad. El pH no se vio afectado por la adicion

del polimero.

La adicion de hialuronato sédico (HS), la sal soluble del acido hialurénico y de
condroitin sulfato (CS), como ya habia pasado con el PEG 4000, provocé un cambio
en las caracteristicas térmicas del gel, observandose la no gelificacion del mismo

con el aumento de la temperatura.

Durante el estudio se observd que la adicion de polimeros aumenté
considerablemente la osmolalidad de la férmula, desviandose de la osmolalidad
tedrica determinada. Con los estudios del efecto de la adicién del polimero
bioadhesivo a la formulacién a nivel fisicoquimico y de las caracteristicas térmicas,
se establece un método de medida de la bioadhesiéon mediante un dinamdmetro
MT-LQ fabricado por la empresa Stable Micro Systems, equipado con celda de
carga de traccion/compresion de 5daN calibrada al inicio de cada ensayo. Para el
ensayo se ha utilizado el cilindro P/0.5R de 12.7 mm de diametro y 40 mm de altura
acoplado a la celda de carga y recubierto con tejido peritoneal de cerdo. Se presiona
el cilindro a una velocidad de 0.1 mm/s hasta conseguir una fuerza de compresion

de 0.15 N manteniendo el contacto durante 60 s. A continuacion, se separa el
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cilindro a la misma velocidad y se mide la fuerza (y el trabajo) de adhesion

(separacion).

Se realiza el analisis estadistico para determinar la normalidad de los datos, se
confirma la no normalidad de su distribucién, por lo cual, se analizan los datos con

el un test no paramétrico.

Los resultados del estudio indican que la formulaciones formula base sin ninguna
adiciéon de polimero bioadhesivo y la férmula base con PEG 4000 tuvieron el menor
valor de adhesion. La formula inicial y la formula base con PVA tienen los mejores
valores de adhesion. Por otra parte, no se observa difrencia significativa entre el
resto de polimeros anadidos.
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6. CONCLUSIONES
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Lo expuesto anteriormente permite concluir que:

1.- Se ha desarrollado un gel inyectable termosensible estable y con bajo potencial
de producir hiperlipidemias para la administracion peritoneal de clorhidrato de
lidocaina y fostato soédico de dexametasona con propiedades bioadhesivas que

deben posibilitar la prolongacién del efecto terapéutico.

Asimismo, de manera especifica se puede inferir que:

2. El aumento de la concentracidn de Poloxamer 407 e Hidroxipropilmetilcelulosa
disminuye la temperatura de gelificacion.

3. La adicion de activos de caracter idnico disminuye la temperatura de gelificacion

4. La concentracion de Polivinilpirrolidona no tiene un efecto estadisticamente
significativo en la temperatura de gelificacion, pero si genera una tendencia clara
de aumento.

5. Laformulacion cuya composicion es 12,5/3,3/0,4% (P407/ HPMC/PVP) presenta
las mejores caracteristicas térmicas y fisicoquimicas por lo cual, fue la formula
de partida para realizar los estudios de bioadhesion.

6. La determinacion tedrica de la osmolalidad basada en el peso molecular como
el unico factor determinante no predice la osmolalidad en formulaciones
complejas, por lo que se desarrollaron ecuaciones matematicas predictivas.

7. La adicion a la férmula base de PVA a una concentracion de hasta 0,1%, mejora
su bioadhesion y puede usarse en estudios posteriores de caracterizacion
biofarmacéutica.

8. Se ha puesto a punto un nuevo método para valorar la caracteristica de

bioadhesidon de geles medicamentosos, que es capaz de procurar mediciones

fiables y repetitivas que permiten la comparacion entre distintas formulaciones.
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Introduction

The continuous administration of local anaesthetics (LA)
in the optimal anatomical side during the first 24 —48
hours after abdominal surgery minimizes systemic side
effects and improves postoperative pain management.
Lidocaine is wide used in clinics because of its good
efficacy and low toxicity. It is frequently combined with
dexamethasone to prolong the duration of analgesia.
Tt iti are ical dosage

forms, which are a fluid liquid at room and

Results and discussion

Poloxamer 407 (P407) was used as the main polymer, its concentration
was set at 12.5%, in order to avoid hypertriglyceridemia and

yp ia. The Hidroxyprop: se (HPMC) used as
bioadhesive agent was set at 3% and Polyvinylpyrrolidone (PVP) was
used to modify and adjust the gelation temperature, setting it at 0.4%.
Lidocaine Hydrochloride (LC) and Dexamethasone Sodium Phosphate
(DSP) were the active principles (PAl's) and were set at 2% and 0.4%
respectively.

To improve the bioadhesive profile of the formulation and due to the

gelify with increasing temperature, allowing its
administration in several abdominal surgical procedures.

Aim

In order to develop a pharmaceutical dosage form that
allows an easy administration and at the same time acts
as a local drug continuous delivery system, we had

P and ized a bif i and
thermosensitive gel of Lidocaine Hydrochloride (LC) and
D Sodium F (DSP); we also
studied the effect of adding Polyethylen Glycol 400 (PEG
400) in the different rheological and physicochemical
parameters.

Experimental and methods

The gels were prepared by a variation of the “cold
method”, where the poloxamer 407 was dissolved into %
parts of pre-cooled water, and then, the other
components were added under continuous agitation until
complete dissolution.

Gelation Temperature and de-gelation temperature
Two millilitres of the formula where put into a 5 ml vial
and then placed in a water bath at 25 °C, where
temperature was increased in 2-3 °C/min. Both
parameters were determine visually, considering gelation
when the formulation did not show movement when the
vial was turned in a 90° angle and de-gelation when it
shows it.

Gelation time

Ten millilitres of the formulation were stirred at constant
speed of 500 rpm. The formation of a small vortex in the
center of the magnetic bar was considered the initiation
time of gelation and the formation of a bead around the
magnetic bar or when the bar stopped moving was
considered the complete gelation time.

Viscosity

A Brookfield 23CAP200+L (Brookfield Engineering
L ies Inc., MA) was used
to determine the viscosity at 25 °C (Spindle n° 04, RT 12
s, HT 12 s, SR 150 RPM) and 37 °C (Spindle n° 06, RT
125, HT 20 s, SR 150 RPM).

pH

was determined without dilution of the samples
te ture of 22 — 23 °C with a CRISON
icroprocessor controlled pH-meter

Alella, Barcelona, Spain).

pl ch istics of the peritoneum and other non-mucosal
tissues, Polyethylene glycol 400 (PEG 400) was added to the base
formula to study the effect in the different parameters.

IFormulation| P2 [ P3| P4| P5 | P6 | P7| P§| P9 (P10

PEG % 10.5{1.0]1.5]12.0|2.5{3.0{3.5]4.0]4.5

Table 1. PEG

The initial addition of PEG 400 caused a decrease in the gelation
temperature, but the progressive increase of PEG 400 concentration
causes a raise in the gelation temperature through an interference of
PEG 400 inthe i process (Figure 1).
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Figure 1. Effect of PEG concentration in the gelation and degelation temperature

The de-gelation temperature, although not reported in previous studies, is
affected by the PEG concentration (p-value 0.0068) and it's a measure of
the reversibility of gelation.

Viscosity at room temperature (<25 °C) of the different formulations was
low enough to easily flow during the administration by syringe and a body
temperature viscosity (37 °C) high enough to form a consistent implant
(Figure 2). The addition of PEG 400 increased the viscosity at 25 °C (p-

value 0.0262). At 37°C, although a tendency was observed, there was not
relation between the PEG 400 concentration and the viscosity (p-value
0,3960).
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Figure 2. Effect of PEG concentration in viscosity

PEG 400 only affects the time to complete the gelificaction process (p-
value 0.0715) but not the time to begin it (p-value 0.4903).

The pH was not affected by PEG 400, it remained between 6.33 and 6.78,
values that provide API's stability and prevent tissue damage.

Osmolality of parenteral formulation should be < 400 mOm/Kg to prevent
local irritation, pain or damage. It affected by the
addition of PEG 400 (p-value 0.0000).
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Figure 3. Effect of PEG concentration in osmolality

Conclusions

Most were within

le limits for a parenteral formulation in the range of the studied PEG 400 concentrations, although the

values of osmolality were above the recommended. The addition of PEG 400 to the base formula decrease the gelation temperature and

increase the viscosity.
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Introduction

New drug delivery systems that allow a
localized inistrati of i

Results and discussion

Poloxamer 407 (P407) main side effects, when administered

agents and provide a prolonged effect is of
great interest in the multimodal
management of postoperative pain.
Moreover, the continuous administration of
(LA) and

in the optimal anatomical space after an
abdominal surgery minimizes the systemic
side effects. In the development of
Poloxamer 407 based thermosensitive
hydrogels, additional excipients must be
carefully selected to keep the thermal
properties that are characteristic of these
formulations.

local ar

Aim

The aim of this study was to study the
effect of the addition of Polyethylene glycol
4000 (PEG 4000), as a bioadhesive

i 1t agent in a i
poloxamer 407 gel.

Experimental and methods

Samples were prepared by a variation of
the "cold method”. Poloxamer 407 was
dissolved into % parts of pre-cooled water.

the other were

added under continuous agitation until
complete dissolution.

Gelation Temperature and de-gelation
temperature

Two millilitres of the formula were put into
a 5 ml vial and then placed in a water bath
at 25 °C, where temperature was
increased in 2-3 °C/min. Both parameters
were determined visually, considering
gelation when the formulation did not
show movement when the vial was turned
in a 90° angle and de-gelation when it
showed movement.

Viscosity
A Brookfield 23CAP200+L (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Stoughton,
MA) vi was used to

p: are a hypertrigly and hyperct ia. To
prevent these undesirable concentration-dependent effects, its
concentration was set at 125%. The concentration of
Hidroxyp llose (HPMC) and Polyvinylp (PVP)
where set to obtained a gelation temperature between 32-35 °C, after
a systematic variation of their concentration. Sistematical Lidocaine
Hydrochloride (LC) and Dexamethasone Sodium Phosphate (DSP)
were the active principles (PAI's) and were set at 2% and 0.4%
respectively.

Due to the physiological characteristics of the peritoneum and other
non-mucosal tissues, Polyethylene glycol 400 (PEG 400) was added
to the base formula to improve the bioadhesive profile.

Formulation P1|P2|P3|P4|P5|P6|P7|P8|P9 PD1
PEG 4000 0.]0.|1.]1. 2|2 |33 |4 45
concTable 1. PEG 4000 corfenttionin thOdiffd@ent forinuatio |

The addition of PEG 4000 to the base formulation caused a change in
the thermal characteristics of the gel, consequently and contrary to

s, increasing causes an decrease in viscosity.
380.0
-Viscosity 25°C
3300 ~=Viscosity 37°C
& 2800
M
£
E 2300
>
2
8 1800
2
5
1300
80.0
05 05 15 25 45
PEG 4000 Concentration (%)
Figure 1. Effect of PEG concentration in the gelation and degelation temperature
As seen in Figure 1 and ing to analysis, recip Y

model explains in a 89% the relationship between the concentration of
PEG 4000 and the viscosity at room temperature.

Since the p-value from the ANOVA test is less than 0.01, there was a
statistically significant relation between the viscosity at 25 °C and the
PEG 4000 concentration for a confidence level of 99%.

Furthermore, there was also a statistically significant relation between
the viscosity at 37 °C and the PEG 4000 concentration, but in this
case, a X-square root model explains the 91% of relation.

In terms of security of the formulation, pH and osmolality were studied
to avoid possible pain or tissue damage when administer into the
peritoneum.

The addition of PEG 4000 caused a decrease in the pH of base
formulation, on the other hand, when increasing it concentration, pH
was not affected by (p-value 0.3902). it remained between 6.20 and
6.30, values that provide API's stability and prevent tissue damage.

6.7
66

6.5

pH

6.2

6.1

0 05 1 15 2 2! 3 35 4 45

5
Figure 2. ERES 8PPRE AT LSHLM Ao in viscosity

Initial addition of PEG 4000 caused a decrease in osmolality, but
when increasing its concentration, a linear increase in osmolality was
observed (linear model explains 96% of the data).

500

~Osmolality
450 Theorethical Osmolality

Osmolality (mOsm/Kg)
@ >
8 53
8 g

250

1(/

o o5 1 15 2 25 3 35 4 45
Figure 3. Efact sl FEC 650 ratettkltion in osmolality

200

There was a statistically significant relation between the osmolality
and the PEG 4000 concentration for a confidence level of 99%.

A significant difference is observed between the theoretical osmolarity
and osmolality experimental.

the viscosity at 25 °C (Spindle n® 04, RT
12's, HT 12 s, SR 150 RPM) and 37 °C
(Spindle n° 06, RT 12's, HT 20 s, SR 150
RPM).

pH
The pH was determined without dilution of
the samples and at a temperature of 22 —
23 °C with a CRISON micropH 2001
roprocessor  controlled pH-meter
nstruments SA, Alella, Barcelona,

Conclusions

+ PEG 4000 addition broke thermoreversible characteristics of the gel.

+ Aninitial decreased of pH was observed and maintained despite the increase in the concentration of PEG 4000
+ There is an increase in osmolality when increasing the PRG 4000 concentration.
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