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RESUM

El proposit del present treball, és I'estudi de I'Gs dels biopolimers alginat i chitosan per a la
formulacié d’hidrogels basats en xarxes polimériques i xarxes polimeriques interpenetrants,
com a matrius per a la microencapsulacié de lisinat d’ibuprofé amb I'objecte de modular les
propietats d’alliberament del farmac en funcié d’estimuls externs com el pH. S’ha caracteritzat
i optimitzat el metode de preparacid, les matrius obtingudes i els parametres que regeixen
I'alliberament del lisinat d’ibuprofe, tant pel que fa al lloc selectiu (intesti) evitant
I'alliberament gastric, aixi com altres funcions de la microencapsulacié que poden resultar
utils, com 'emmascarament del seu sabor o la millora de I'estabilitat.

Els resultats mostren de manera clara la capacitat dels hidrogels d’alginat entrecreuats amb
calci per retenir el lisinat d’ibuprofe de forma efectiva, protegir-lo durant el transit gastric i
propiciar el seu alliberament a pH intestinal. L'estabilitzacié de les matrius amb un policatié
com el chitosan, inicialment no semblava aportar millores significatives a les caracteristiques ni
d’inflament de les matrius, ni d’alliberament, no obstant, amb la modificacié i optimitzacié del
metode de preparacid, s’han obtingut matrius en forma de granes molt resistents al medi
intestinal. Les matrius obtingudes, alliberen el farmac de forma lenta i amb potencial utilitat
per a I'obtencid de formes farmaceutiques destinades a l'alliberament colonic del lisinat
d’ibuprofé i per tant, amb possible aplicacié pel tractament de malalties inflamatories
intestinals o per la prevencié de determinades tipologies de cancer de colon.

Els resultats permeten evidenciar, no només les interaccions entre els biopolimers alginat i
chitosan i la seva influéncia en funcié de les seves proporcions sobre les propietats d’inflament
de les matrius i els perfils d’alliberament del lisinat d’ibuprofe, sind també, com el propi lisinat
d’ibuprofé interacciona amb els biopolimers, esdevenint part estructural de les matrius i un
element més de modulacié de les seves propietats, convertint-se en un ingredient funcional
dins la propia formulacidé, a més del seu paper com a principi actiu.

S’ha demostrat la idoneitat dels biopolimers per a I'encapsulacié del lisinat d’ibuprofé en
granes d’alginat i granes mixtes d’alginat-chitosan d’alliberament modificat i sensibles al pH
del medi.
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SUMMARY

The purpose of the present work, is to study the use of alginate and chitosan biopolymers for
the formulation of hydrogels based on polymeric networks and interpenetrating polymeric
networks, as matrices for the microencapsulation of ibuprofen lysinate, with the aim to
modulate the drug-releasing properties depending on external stimuli such as pH. The
preparation method, the matrices obtained and the parameters that affect the release of
ibuprofen lysinate, have been characterized and optimized, both in terms of selective site
(intestine) avoiding gastric release, as well as, other functions where microencapsulation may
be useful, such as flavour masking or stability improvement.

The results clearly show the ability of alginate-calcium cross-linked hydrogels for an effective
entrapment of ibuprofen lysinate, protecting it across the gastric transit and promoting the
release at intestinal pH. The stabilisation with a polycation such as chitosan, initially did not
seem to significantly contribute to the swelling or release characteristics of the matrixes,
however, with the modification and optimisation of the method of preparation, matrixes in
form of beads highly resistant to the intestinal media have been obtained. The obtained
matrixes, release the drug in a slow way and with potential utility for obtaining pharmaceutical
dosage forms intended for colonic release of Ibuprofen lysinate and therefore, with possible
application in the treatment of inflammatory intestinal disease or the prevention of certain
colorectal cancer typologies.

The results make evident, not only the interaction between the studied biopolymers and the
influence of their different proportions on the swelling properties of the matrixes and the
release profiles of ibuprofen lysinate, but also, how ibuprofen lysinate itself, interacts with the
biopolymers, becoming structural part of the matrixes and one additional element for the
modulation of their properties, acting as a functional ingredient in the formulation beyond its
role as active substance.

The suitability of biopolymers for the encapsulation of ibuprofen lysinate in alginate and mixed
alginate-chitosan beads of modified release and pH sensitive, has been demonstrated.
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1. SISTEMES D’ALLIBERAMENT DE FARMACS (DRUG DELIVERY SYSTEMS)

1.1. Introduccio

Podem definir els sistemes d’alliberament de farmacs, en anglés Drug Delivery Systems (DDS),
com aquelles formulacions o dispositius que permeten la introduccié de substancies
terapeutiques a I'organisme millorant-ne la seva eficacia i seguretat mitjangant el control de la
velocitat, del moment i del lloc en que es produeix I'alliberament del farmac. Aquest procés
inclou I'administracié del producte terapeutic, I'alliberament dels principis actius continguts, i
el posterior transport d’aquests a través de les biomembranes fins el lloc d’accié o diana
terapéeutica. El terme substancia terapéutica inclou també agents com els utilitzats en terapia
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genica que indueixen la produccié “in vivo” dels agents terapeutics actius (Jain, 2008).

El sistema d’alliberament de farmacs és una interfase entre el pacient i el farmac. Pot ser una
formulacié del farmac per a ser administrada amb proposits terapeutics o bé un dispositiu fisic
utilitzat per 'alliberament del farmac.

Si bé aquestes caracteristiques poden ser compartides també pel que anomenem formes
farmaceéutiques convencionals, és a dir, la millora de I'eficacia i la seguretat d’'un determinat
tractament, aixi com un relatiu control sobre la manera com es produeix el transit del farmac
per l'organisme en el procés d’alliberament, absorcid, distribucid, metabolisme i excrecié
(LADME), en el cas dels sistemes d’alliberament de farmacs, la modulacié del procés LADME es
produeix de manera parametritzada i programada des de la concepcié de la formulacié i el seu
disseny esdevé un fi en si mateix en aquest tipus de formulacions.

Els sistemes d’alliberament de farmacs ofereixen d’entrada una série d’avantatges respecte els
sistemes convencionals i tot i no tractar-se d’un concepte nou, el seu estudi dins I'ambit
cientific i més concretament dins I'ambit farmacéutic ha estat en els darrers temps objecte de
gran interées, el que es posa de manifest en I'elevat nombre de treballs que actualment es
publiguen en aquesta area de coneixement.

A banda de les potencials millores terapéutiques que suposa el desenvolupament de sistemes
d’alliberament de farmacs, existeixen altres elements que fan que aquest sigui un camp
d’interés i en constant creixement dins I'ambit de la tecnologia farmaceutica. D’una banda, la
irrupcié de nous tipus de terapies i agents terapeutics, com la immunoterapia amb anticossos
monoclonals, la terapia génica o la terapia cel-lular, han generat la necessitat de dissenyar
noves maneres d’administrar aquests agents terapeutics perqué puguin fer la seva funcié
d’'una manera eficient i adequada en els pacients a qué es destinen. Per altra banda, les
dificultats creixents per trobar noves dianes terapéutiques i per tant, la dificultat de
desenvolupar nous farmacs que representin una innovacié real, juntament amb els elevats
costos que suposa avui dia portar un nou farmac al mercat, han propiciat I'estudi de farmacs ja
existents, amb perfils farmacologics i toxicologics perfectament establerts, per a noves
aplicacions, per millorar-ne significativament la seva eficacia i reduir-ne els efectes secundaris.
En definitiva, es tracta de donar una nova oportunitat a farmacs que ja es troben en el mercat,
en base a una concepcid diferent de la seva utilitzacié. Aquest procés passa sovint per la
utilitzacié d’aquests farmacs mitjangant sistemes d’administracié innovadors i que superen
algunes de les limitacions existents donant com a resultat una major comoditat pel pacient,
una millor adheréncia als tractaments i un millor control de la malaltia a qué es destinen i en
definitiva creant un nou producte d’interés terapeutic a partir d’'un farmac ja existent (Irvine i
col., 2018).
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Entre els avantatges que presenten els sistemes d’alliberament de farmacs podem destacar:

1.- Eviten I'absorcié variable del farmac i la fluctuacié excessiva dels seus nivells plasmatics.

2.- Eviten la interferencia acida de I'estomac protegint el farmac i evitant la seva degradacio.
3.- Faciliten el transit de macromolécules a través de la membrana epitelial del I'intesti prim.
4.- Permeten superar limitacions de solubilitat als diferents pHs del tracte digestiu.

5.- Permeten evitar I'efecte de primer pas i la inactivacio del farmac.

6.- Actuen com a protectors de I'organisme incrementant la tolerancia local i mitigant efectes
no desitjats com la irritacié gastrointestinal.

7.- Facilitacié d’arribada al teixit diana per farmacs dirigits a un organ especific.

8.- Permeten millorar I'adherencia als tractaments al facilitar I'administracié per determinades
vies (p.e. la oral) o reduir el nombre d’aplicacions del tractament (p.e. sistemes implantables).
9.- Permeten la modulacié de l'alliberament del farmac en funcié de determinats estimuls
externs o del propi organisme, com variacions de temperatura, pH, camps electromagnétics i
concentracié de glucosa en sang entre molts altres.

Els materials i estrategies tecnologiques mitjangant les quals es formulen els sistemes
d’alliberament de farmacs, sén multiples i diverses i poden anar des de dispositius fisics fins a
dispositius o composicions de naturalesa fisico-quimica. En aquest sentit, les formulacions
galéniques constituirien un ampli ventall d’estratégies i materials per a la preparacié de
sistemes d’alliberament de farmacs, la descripcié i discussid en profunditat de les quals
s’escapa de I'ambit d’aquest treball. No obstant, per la seva naturalesa, importancia i utilitat
en diferents estratégies d’alliberament de farmacs i matrius, destaquen els hidrogels, com a
materials o estructures base sobre les quals dissenyar un sistema d’alliberament de farmacs i
la microencapsulacié, com a tecnica especifica sobre la que treballar aquests hidrogels en
relacié amb I’'agent terapéutic que han de vehicular.

1.2. Microencapsulacio

El terme microencapsulacié es refereix als processos mitjangant els quals petites gotes o
particules sén envoltades o recobertes per una pel:licula continua d’un material polimeric per
a produir capsules que van des de rangs inferior al micrometre fins a diversos mil-limetres
(Bansode i col., 2010). Simplificant, podem dir que una microcapsula és una petita esfera amb
una paret uniforme que I'envolta. El material intern d’una microcapsula s"anomena nucli, fase
interna o farciment, mentre que la paret exterior s’anomena coberta, recobriment o
membrana.

Tot i que el terme microencapsulacié s’ha utilitzat de manera generica per anomenar
processos que donen com a resultat petites esferes amb un agent encapsulat dins seu sense
precisar molt la mida d’aquestes esferes, la irrupcié de les nanotecnologies i amb elles, Ia
produccid de capsules cada cop més petites ha propiciat I'Us del terme nanoencapsulacié per
referir processos d’encapsulacié amb els que s’obtenen capsules de diametre inferior a 1um. El
rang de mida a escala micro o nano té importancia a nivell de la via d’administracié en qué es
podran utilitzar les capsules obtingudes, en considerar-se les particules de diametre inferior a
1um, és a dir dintre de I'escala nano, com a aptes per a ser administrades per via intravenosa
sense risc d’embolisme ja que els capil-lars més petits de I'organisme tenen un diametre de 4
um (Sheetal i col., 2009).

La microencapsulacid, és una técnica que compren diversos processos pel desenvolupament
de formulacions que incorporen substancies solides, liquides o gasoses mitjangant una matriu
o sistema de recobriment continu que les confina dins d’una estructura o particula com a medi
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de proteccid, 'alliberament de les quals es pot veure modificat amb I'objecte d’actuar en llocs i
moments predeterminats, i/o durant un periode de temps i a una velocitat d’alliberament
establerts (Suave i col. 2006).

La microencapsulacid, és un metode abastament utilitzat en aplicacions farmaceutiques per
I'alliberament controlat de substancies bioactives.

Les microcapsules poden ser tant un solid com un pols fluid, o bé estar suspeses en aigua,
depenent de les aplicacions i I'estabilitat de la propia capsula i dels ingredients encapsulats. La
seva superficie pot ser rugosa o llisa (Bansode i col., 2009). Des d’'un punt de vista de la
distribucié del nucli, la morfologia de les microcapsules pot ser mononuclear, polinuclear o
matricial (Gibbs i col., 1999; Benita, 1996).

1.2.1. Definicions i terminologia emprada a la microencapsulacié

A la literatura cientifica trobem diversos termes referits a les particules resultants dels
processos de microencapsulacié. Aixi, es parla de microparticules, microesferes, microcapsules
o granes (beads) que en molts casos s’utilitzen de manera indistinta per a definir conceptes
gue si bé en un sentit ampli poden ser equivalents, en un sentit més estricte defineixen
estructures conceptualment diferents. Alguns investigadors han fet propostes de classificacié
davant la creixent diversitat de sistemes en els que es pot encapsular un agent. Es per aquest
motiu que s’ha considerat fer una revisié dels diferents criteris utilitzats a la literatura per
definir les particules resultants dels processos de microencapsulacié i unificar-los en una
nomenclatura definida que sera la utilitzada en el context d’aquest treball, ja sigui per definir
el producte resultant dels diferents experiments o bé per situar-lo en relacié altres estructures
similars. Entre els diferents tipus de sistemes d’alliberament i microcapsules existents s’han
seleccionat aquells que guarden una relacid més propera amb el present treball.

Microencapsulacioé : Procediment tecnologic per incloure una entitat quimica o biologica dins
una particula de fins a 2 mm de mida maxima en alguns dels seus eixos.

Microparticula: Particula dins el rang definit com a micro (diametre entre 1 um i 2 mm).

Microcapsula: Capsula d’entre 1 um i 2 mm amb un nucli solid o liquid i un recobriment extern
(Singh i col., 2010). Alguns autors consideren la microcapsula només dins el rang micro és a dir
< 1 mm, mentre que el que supera aquest diametre s’hauria de considerar com a
macrocapsules. Dins I'ambit d’aquest treball considerem adequat parlar de microcapsula
malgrat en alguns casos es superi aquest llindar d’1 mm establert per alguns dels autors.
Aquest criteri I'apliquem degut a qué els processos de microencapsulacié sovint no sén
homogenis en quant al seu resultat i un mateix procés sota diferents condicions, o inclds en un
mateix lot, pot originar capsules amb una dispersié de diametres que poden anar des del rang
del centenar de micrometres fins més d’un miler de micrometres. Considerem, per tant, fer
referencia a microcapsules sempre que siguin el resultat d'un procés tipic de
microencapsulacid i no tant per un limit numeric predeterminat.

Microesfera: Microparticula consistent només en el nucli sense recobriment. En un sentit
estricte el terme microesfera correspondria a particules esfériques buides, no obstant a la
practica, els termes microcapsula i microesfera s’utilitzen sovint com a sinonims (Kumar,
2000). Dins I'ambit d’aquest treball definim les microesferes com a particules esferiques que
van des de 1 um fins a 2 mm de diametre, formades per una matriu amb o sense principi actiu
“encapsulat” i sense recobriment.
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Grana (bead): El terme ‘bead’ és utilitzat amb freqliencia a la literatura cientifica sobretot per
definir microesferes formades amb biopolimers. No s’ha trobat una traduccié de significat
exacte en llengua catalana i s’ha optat per traduir-ho com a ‘grana’ en ser aquesta una
terminologia de significat similar al ‘bead’ anglés. Segons alguns autors, es refereix a una petita
particula esféerica de mida superior al que es considera escala micro. Si la microesfera es
considera fins a 1000 um, el terme grana (bead) serviria per definir aquelles particules
esfériques que superen aquest diametre (Singh i col., 2010).

Dins I'ambit d’aquest treball parlem de microesferes i granes com a sinonims en tant que
I’'escala en que ens mourem inclou esferes de diametres entre els 500 um i els 1700 um.
Alguns autors acoten el terme afegint-hi el prefix micro, aixi tindriem microgranes o
microbeads per diferenciar les granes que es troben en una escala micro.

Nanoparticula: Particula dins I'escala definida com a nano (diametre < 1 um). Alguns autors
parlen també d’escala molecular quan la particula té dimensions dins I'escala de la moléecula
que encapsula, seria el cas de les ciclodextrines, nanotubuls o alguns liposomes.

Nanocapsula: Capsula dins el rang definit com a nano (diametre < 1 um). Formada per un nucli
i una coberta.

Nanoesfera: Nanoparticula dins el rang nano consistent només en un nucli solid sense
recobriment.

Liposoma: Nanoparticula esférica (vesiculosa) de diametre habitualment entre 80 i 300 nm
formada per una membrana fosfolipidica.

Niosoma: Similar a liposoma pero les seves membranes estan formades per moléecules
amfifiliques sintetiques (detergents).

Dendrimers: sén polimers ramificats amb una estructura de tipus fractal o arborescent

Nanotubuls de carboni: Estructures cilindriques formades per grafé que poden incorporar
molecules al seu interior i transportar-les a l'interior de les cel-lules a traves de diversos
mecanismes.

Ciclodextrines: Oligosacarids obtinguts per la degradacié enzimatica del midd i estructura
cristal-lina amb forma toroidal capacos de complexar i per tant encapsular molecules a la seva
cavitat interna. Es parla d’encapsulacié molecular.

Dins I'ambit d’aquest treball el terme grana o microesfera s’han utilitzat indistintament per
descriure les particules esfériques d’alginat obtingudes in situ per gelificacié ionotropica amb
calci sense cap recobriment extern, mentre que el terme microcapsula s’ha reservat per definir
les microesferes amb nucli d’alginat o nucli mixt d’alginat estabilitzat amb un policatié
(chitosan) i a més amb capes de recobriment extern d’aquest nucli.
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Figura 1: Classificacié d’estructures obtingudes per processos de microencapsulacio
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1.2.2. Funcions del procés d’encapsulacio

Moltes de les funcions perseguides en un sistema d’alliberament de farmacs només es poden
assolir si el farmac es confina dintre del sistema fins que arriba al seu lloc d’accié a on sera
alliberat seguint un determinat patré de temps i velocitat d’alliberament i sovint en funcié de
parametres externs que actuin com a activadors i/o moduladors de I'alliberament. Una manera
efectiva d’assolir aguest confinament és mitjancant processos d’encapsulacié.

L'encapsulacio esdevé en aquest context una forma de proteccid de I'agent bioactiu contingut
respecte el medi que I'envolta que pot ser advers i destructiu, mentre que per altra banda ha
de permetre que l'intercanvi sigui efectiu, és a dir, que les molécules bioactives passin de fora
cap a dins i/o de dins cap a fora de la membrana (Gibbs i col., 1999). Alguns farmacs sén
inestables en el medi o bé poden interaccionar amb altres agents quimics coexistents en el
mateix o en la propia formulacid causant efectes no desitjats (Wilson i Shah, 2007).
L'encapsulacié pot millorar el temps de retenci6 del farmac en el medi i permetre
I'alliberament a intervals de temps especifics pre-definits.

Les microcapsules haurien de protegir I'ingredient actiu del medi que I'envolta fins el moment
adequat d’accié o I'estimul d’activacié. Es en aquest moment que el material contingut ha de
poder superar la membrana, i aixd pot succeir mitjangant diversos sistemes que inclouen el
trencament de la capsula, el seu inflament, la seva dissolucié, canvis de pH o de temperatura.
La microencapsulacié obre la porta a un ampli ventall de possibilitats tecnologiques i
d’aplicacions en els sistemes d’alliberament de farmacs, I'estudi de la seva técnica d’obtencid
aixi com els materials que les composen, permet el control sobre aspectes i propietats de les
mateixes que en determinaran la seva funcionalitat i utilitat en un determinat ambit. La
microencapsulacié permet controlar la mida de les capsules, el que aporta versatilitat, control
sobre la resisténcia mecanica, i control sobre la permeabilitat.

S’han encapsulat una gran varietat d’elements de diversa naturalesa i funcions i que anirien
des de saboritzants, colorants, farmacs, enzims, bacteries, llevats o cel-lules.
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A continuacié s’enumeren algunes de les utilitats de la microencapsulacio, tant en formes
farmaceutiques convencionals, com també en els sistemes d’alliberament de farmacs
(Bansode i col, 2009):

1.- Millorar les propietats del material encapsulat, emmascarant les caracteristiques
organoléptiques que poden resultar desagradables com I'olor, sabor o color.

2.- Transformar l'estat fisic de les substancies per millorar la manipulacié del producte
(manipular liquids com a solids o manipulacio sense pols).

3.- Optimitzacid de les formulacions per modular I'alliberament dels farmacs encapsulats.

4.- Estabilitzar la substancia a encapsular allargant-ne aixi la seva vida util evitant la seva
degradacié davant circumstancies adverses del medi que l'envolta tant dins la propia
formulacié, com durant el seu transit fins el lloc d’accié un cop aquesta és administrada.
L'encapsulacié intenta evitar reaccions de degradacio (hidrolisi, oxidacio, fotodegradacié..),
humitat, interaccié amb altres compostos, pH de I'estomac, enzims del tracte gastrointestinal.

5.- Reduir o eliminar efectes adversos provocats per algunes substancies a encapsular i
incrementar la seva tolerancia general i local (per exemple, reduint la irritacié gastrica
provocada pels AINEs).

6.- Modular la biodisponibilitat del farmac.

7.- Impedir la pérdua de substancies p.e. reduint la volatilitat o formacié de pols.

8.- Immobilitzacié de cél-lules, microorganismes o enzims.

9.- Millorar la textura i I'aspecte visual de les formulacions per fer-les més atractives des d’un
punt de vista del marketing.

10.- Optimitzar les caracteristiques i rendiments en processos productius: Millorar la fluidesa
d’ingredients, evitar la formacié de pols durant el procés, pal-liar la higroscopicitat, millorar la
solubilitat i evitar les contaminacions creuades.

11.- Millorar la compatibilitat entre compostos no compatibles fent que puguin estar junts en
una mateixa composicio.
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Els métodes existents de microencapsulacié sén multiples i diversos, i per a la seva seleccié cal
tenir en compte aspectes com la naturalesa del material a encapsular, les seves propietats
fisico-quimiques, aixi com també les caracteristiques de I'agent encapsulant, la finalitat
perseguida amb la microencapsulacid, la mida i textura de les microcapsules a obtenir i el
mecanisme d’alliberament desitjat pel sistema. La disponibilitat de I'agent encapsulant idoni
per un determinat tipus de procés pot resultar una limitacié. També s’ha de considerar a I’hora
de seleccionar un determinat procediment d’encapsulacid, la finalitat del producte, si aquesta
és merament experimental i puntual, o bé es persegueix una produccié industrial per poder-ne
fer una distribucié comercial, en aquest cas, caldra considerar aspectes com la facilitat per
I’escalat industrial, el cost tant dels materials com del procés productiu proposat, aixi com que
el procediment produeixi microcapsules amb una estabilitat adequada i suficientment llarga
com per permetre’n la comercialitzacid.

1.2.3. Métodes de microencapsulacid

Si bé, tal com s’ha esmentat, els metodes de microencapsulacié sén diversos, en general tenen
en comu la utilitzacié d’un agent encapsulant sovint en estat liquid, dissolt o fos i d’altra banda
un agent a encapsular que pot trobar-se en estat liquid formant gotes, en estat solid en forma
de petites particules o fins i tot en forma de gas. El material a encapsular s’ha de disposar en
un medi adequat sobre el que s’addiciona el material encapsulant. Al final del procés es
produeix una solidificacié del sistema originant les microcapsules (Venktesan et al., 2009).

Els meétodes de preparacidé de microcapsules es classifiquen segons la naturalesa del
procediment utilitzat, en general es tracta de procediments fisics o fisico-quimics, tot i que
també se’n utilitzen de quimics com les reaccions de polimeritzacié per produir in situ les
cobertes de les microcapsules o una combinacid de tots dos (Benita, 1996).

S’han preparat microcapsules utilitzant una gran varietat de substancies quimiques incloent els
polimers naturals o biopolimers (Zuidam i Nedovic, 2010).

1.2.3.1. Encapsulacid per métodes quimics i fisico-quimics

Les microcapsules produides mitjancant procediments quimics i fisico-quimics, s’obtenen en
recipients amb liquid sota agitaci6, i es poden classificar en diferents subgrups segons la
técnica encapsulant utilitzada.

Coacervacio

La coacervacié consisteix en la formacié de petites gotes unides per forces hidrofobiques,
riques en polimer, viscoses i solvatades que es diferencien, separant-se de la fase de solvent
pobre en polimer.

Existeixen dos metodes de coacervacid, d’'una banda la coacervacié simple que implica un
agent de desolvatacié per provocar la separacié de fases i d’altra banda la coacervacié per
complexacié que implica la complexacio entre dos polimers de carrega oposada.

Coacervacio simple
La coacervacié simple és un dels metodes més antics de microencapsulacié i es basa en

I'obtencié d’un sistema col-loidal a partir de dues fases liquides immiscibles, una fase de
coacervat, la més concentrada i una fase de solucié d’equilibri. La substancia a encapsular es
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dispersa en el medi i és important que no es dissolgui ni reaccioni amb aquest. La fase amb el
coacervat (recobriment) es presenta com una fase dispersa amb petites gotes que acaben
unint-se per coalescéncia formant una pel-licula continua al voltant de la substancia a
encapsular.

En el cas dels biopolimers catidnics o anionics s’utilitzen com a agents de desolvatacio
modificadors del pH del medi produint la precipitacié mitjancant pH acid quan es tracta de
biopolimers anidnics o bé pH alcali quan es tracta de biopolimers catidonics. Quan la solucié de
polimer entra en contacte amb el medi formen coacervats que es constitueixen en particules
insolubles en el medi (Nishimura i col., 1986).

Coacervacio per complexacio

Aguest metode, també anomenat gelificacié ionotropica, es basa en la capacitat dels polimers
hidrosolubles cationics i anionics per interaccionar amb I'aigua i formar una fase liquida rica en
polimer (coacervat). La separacidé de fases es produeix quan solucions de dos col-loides es
barregen en condicions adequades. El procés transcorre sota agitacié continua en un procés
global que inclou diversos passos (Jyothi i col., 2010). El primer pas, consisteix en dispersar el
material del nucli en la solucid aquosa. El pas seglient implica I'addicié d’un polimer o
substancia que actui com a contraié, un polianié o policatido en funcié del signe idonic de la
substancia previament dispersada. En aquestes condicions i mantenint un pH optim perque els
grups funcionals ionitzables es trobin en la seva forma idonia, es forma el complex coacervat.

Els coacervats poden ser endurits fent-los reaccionar amb altres substancies. Les capsules
obtingudes s’assequen donant lloc a un pols (Benita, 1996).

Les microcapsules obtingudes mitjangant aquesta tecnologia es troben entre 20 i 800 um de
diametre que conté 80-90 % del pes de material del nucli (Gibbs i col., 1999).

Meétode d’incompatibilitat polimer-polimer

Aquest métode es basa en la manca d’afinitat de dos polimers incompatibles que es dissolen
en un solvent comu perd que no es barregen en la solucid resultant, per tant, es formen dues
fases en el recipient, una rica en un dels polimers i I'altra rica en I'altre polimer. Aquest
fenomen pot ser explotat per fer microcapsules mitjangcant I'is d’un dels polimers
incompatibles per actuar com a coberta de la capsula (Benita, 1996). Aquest procés es duu a
terme generalment utilitzant solvents organics i s’utilitza per I'encapsulacié de solids amb un
cert grau de solubilitat en aigua. Un exemple d’aquest procediment és la utilitzacié d’una
solucid d’etil-cel-lulosa en ciclohexa i I'addicié de polietilé de baix pes molecular en el sistema.
El polietilg, és un polimer soluble en ciclohexa calent i incompatible amb etil-cel-lulosa; aixo
indueix la separacié de fases amb la formacié d’una fase rica en etil-cel-lulosa i una fase rica en
polietile, llavors el nucli solid és dispersat en aquest sistema de dues fases.

L’etil-cel-lulosa, que és més polar que el polietile, queda adsorbida en la superficie del nucli
produint un fi recobriment que és solidificat (Benita, 1996).

Mitjancant aquest procediment s’obtenen capsules solides d’un diametre entre 200 i 800 um
qgue poden ser utilitzades per emmascarar sabor o modular l'alliberament de farmacs
administrats per via oral (Lachman i col., 1986).
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La polimeritzacié interfacial consisteix en encapsular diversos materials incloent solucions
aquoses aixi com liquids i solids insolubles en aigua, mitjangant la formacid de la coberta de la
capsula a la interfase de les gotes o particules per polimeritzacié de mondomers reactius.

Meétode de polimeritzacié interfacial

Les reaccions de polimeritzacié que es poden utilitzar per aquesta técnica sén variables. El
procés inclou la dissolucié d’'un monomer multifuncional en material del nucli liquid, la solucié
es dispersa amb la mida de gota desitjada dins una fase aquosa que conté I'agent dispersant,
llavors es produeix una rapida reaccid de polimeritzacid a la interfase que genera la coberta de
la capsula per addicié d’un co-reactiu a la fase aquosa, habitualment una amina multifuncional
(Saladinii col., 2011).

Métode de polimeritzacié “in situ”

Aquest meétode esta relacionat amb la polimeritzacidé interfacial, ja que les capsules es
produeixen degut a la polimeritzacié de monomers afegits al recipient d’encapsulacié. No
obstant, en la polimeritzacid in situ, els agents reactius no s’afegeixen al material del nuclii la
polimeritzacié succeeix a la fase continua, sobre la part de la interfase formada entre el
material del nucli dispersat i la propia fase continua. Quan la polimeritzacié comenca, es
produeix un pre-polimer de baix pes molecular, que incrementa de mida i es diposita a la
superficie del material nuclear que ha de ser encapsulat. A mida que la polimeritzacié va
produint més unions creuades es genera una coberta solida a la microcapsula.

1.2.3.2. Encapsulacid per méetodes fisics

Els metodes fisics d’encapsulacié sén els més estesos i utilitzats per la preparacié de
microcapsules i impliquen la utilitzacié de fendmens mecanics per a produir les microcapsules
amb un contingut determinat en el seu nucli. Els principals medis per a l'obtencié de
microcapsules per metodes fisics son: per for¢a centrifuga, extrusid, co-extrusié, formacié
d'esprais.

‘Spray-drying’

Es tracta d'un dels primers metodes fisics d’encapsulacid que generalment s’efectua
mitjancant I’'emulsié o dispersio del material a encapsular en una solucié concentrada (40-60 %
p/p) de material de recobriment.

Aguest metode consisteix en fer passar la solucié en forma de petites gotes, d’entre 1 i 3 um
de diametre, dins una cambra a la temperatura adient per deshidratar-les de forma rapida
produint les microcapsules ja assecades que quedaran en forma solida al fons de I'equip
utilitzat. Una altra manera de produir microcapsules mitjancant aquest métode consisteix en
atomitzar una mescla liquida a través d’un injector o dispositiu d’atomitzacid cap a un recipient
amb aire o gas calent de manera que el solvent s’evapori de manera instantania, originant les
microcapsules que sedimenten al fons del dispositiu (Zuim i Nedovic, 2010; Burgain, 2011).
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Liofilitzacio

S’utilitza aquest métode quan el material a encapsular és termolabil, p.e. enzims o determinats
microorganismes. En aquest cas es prepara la solucid amb el material a encapsular i
I’encapsulant, es congela i es procedeix a la sublimacié de I'aigua a baixa temperatura aplicant
el buit. Algunes substancies no permeten la congelacid i en aquest cas no es podra dur a terme
la liofilitzacid i per tant, I'eliminacié de I'aigua a través d’un procés de sublimacid, sind que
s’haura de fer I'evaporacié de l'aigua mitjangant aplicacié de buit, en aquest cas, aplicant
temperatures més elevades, dins d’'un rang permés.

‘Spray —cooling’

Les microcapsules obtingudes per aquest métode precisen d’una matriu fosa que conté el
producte a encapsular. Es fa passar el liquid de la matriu per un atomitzador que produeixi
gotes petites sobre un recipient al que s’injecta aire fred de manera que es produeix la
solidificacié de les particules que contenen el material encapsulat. Per aplicar aguest metode
les matrius han de tenir un punt de fusié baix.

Emulsio

La técnica d’emulsié consisteix en preparar una emulsié on I'encapsulant i I'agent a encapsular
es troben formant part de la fase interna dissolts o dispersats en un dissolvent amb solubilitat
limitada a la fase externa. Generalment s’utilitzen dissolvents organics com el diclorometa. Es
important la utilitzacié d’un tensioactiu per donar estabilitat a 'emulsié i evitar fendmens de
coalescéncia o agregacié de particules. El sistema es manté en agitacié mentre es procedeix a
I’evaporacié del solvent organic formant-se les microcapsules insolubles en el medi. Les
emulsions poden ser O/W, W/0O, W/O/W i O/W/O. La velocitat d’agitacié permet modular la
mida de les microcapsules obtingudes (Kailasapathy, 2009).

Extrusio

Per obtenir microcapsules mitjangcant aquest métode és necessari disposar del material a
encapsular en forma liquida on I'agent bioactiu pot trobar-s’hi dissolt o bé en suspensié.
Aquest liquid es fa passar de manera forcada per un tub estret d’'un diametre adequat al
diametre de la mida de la microcapsula que es vol obtenir. El liquid extruit es trenca formant
gotes que en introduir-se dins el liquid amb el material de recobriment queden envoltades per
aquest, configurant aixi la coberta externa quan es solidifica un cop evaporat el solvent a on es
troba dissolta (Benita, 1996; Zuian i Nedovic, 2010; Vidhyalakshmi i col., 2009; Burgain i col.,
2011).

1.2.4. Caracteritzacid de microcapsules

La caracteritzacié de les microcapsules obtingudes es pot dur a terme des de diferents
perspectives, d’una banda la mera caracteritzacié morfologica, recorrent per exemple a
técniques con la microscopia electronica per determinar el tipus de superficie i la seva
porositat, determinacié de la distribucié i mida de les particules aixi com les seves
caracteristiques reologiques.

Per altra banda es fa una caracteritzacio més funcional, que inclou I'avaluacié de la capacitat
del procés per encapsular el farmac, s’avalua per tant la eficiencia d’encapsulament i la
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quantitat de farmac encapsulada, la caracteritzacié del perfil d’alliberament de les substancies
encapsulades i la modulacié d’aquest en funcié de diferents estimuls o condicions del medi,
com canvis de pH, canvis de temperatura, etc... associats també a I’avaluacié de canvis
estructurals de la membrana com pot ser el grau d’inflament o la contraccié d’aquesta
(Venkata i col., 2010).

Taula 1: Parametres utilitzats per la caracteritzacié
de microcapsules

PARAMETRES A DETERMINAR

Mida mitja de les microcapsules
Distribucié de mides
Morfologia de la superficie
Estructura interna
Concentracié de farmac
Eficiencia d’encapsulament
Perfil d’'inflament

Perfil d’alliberament

Estabilitat de les microcapsules
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2. ELS HIDROGELS
2.1. Introduccio

Els hidrogels sén estructures tridimensionals en forma de xarxa constituida per matrius
polimériques, aigua i un agent de reticulacidé. Per definicid, es tracta de xarxes polimeriques
amb propietats hidrofiles, el que permet que puguin imbuir aigua a la seva estructura (Peppas i
col.,, 2000). La hidrofilia de la xarxa ve donada per les propietats també hidrofiles dels
monomers que composen els polimers, no obstant, es poden utilitzar monomers lipofils amb la
finalitat de regular les propietats de I'hidrogel per a algunes aplicacions especifiques. Els
hidrogels poden ser dissenyats per donar lloc a un ampli ventall de permeabilitats (Gehrke i
col.,, 1997) i en consequéncia, han estat des de fa temps utilitzats com a vehicles
d’alliberament de farmacs pel control i I'extensié de I'accié d’agents terapeutics.

Els hidrogels constitueixen un dels camps de recerca farmacéutica i biomédica més importants
a l'actualitat per les aplicacions potencials que se’n deriven, entre les que destaquen els
sistemes d’alliberament de farmacs, els aposits pel tractament de ferides, les lents de
contacte, els organs bioartificials, els bioreactors, les membranes per biosensors i materials
per a pells artificials.

Els hidrogels es caracteritzen per la seva capacitat de retenir elevades quantitats d’aigua a la
seva estructura reticular, no es dissolen en el medi aquds i en general sén resistents a la
temperatura i pHs fisiologics. Els hidrogels presenten compatibilitat termodinamica amb
I'aigua, el que els hi permet inflar-se en el medi aquds. Degut a la seva consistencia suau i
I’elevat contingut en aigua, els hidrogels sén estructures que presenten més similituds amb els
teixits naturals que altres materials sintétics (Peppas i col., 2000), el que ha permes
encapsular-hi i immobilitzar-hi de forma exitosa enzims i ceél-lules vives per fer bioreactors que
actuin com a organs bioartificials.

Per la formacié d’un hidrogel és suficient la formacié d’una xarxa de polimers entrecreuats
d’alguna manera que es produeixi una estructura elastica. Per tant, qualsevol técnica capag de
propiciar I’'entrecreuament d’un polimer pot ser utilitzada per formar un hidrogel.

Els polimers lineals poden entrecreuar-se per formar hidrogels de diverses maneres:
1.- Unint les seves cadenes polimeériques per reaccions quimiques.

2.- Utilitzant radiacié ionitzant per generar radicals lliures que poden recombinar-se com a
unions creuades entre cadenes.

3.- Mitjangant interaccions fisiques de formacid cristal-lina, enxarxament o interaccions
electrostatiques com forces de Van der waals o ponts d’hidrogen.

La naturalesa dels hidrogels pot ser sintetica, natural o mixta en funcié de I'origen dels
polimers que els composen. L'estructura de la xarxa i la naturalesa termodinamica dels
components d’aquestes xarxes juguen un paper clau en el comportament difusional, canvis de
mida de la malla molecular, aixi com en I'estabilitat molecular dels agents bioactius incorporats
(Peppas i col., 2000). Aixi, els hidrogels sén xarxes polimeriques que poden preparar-se a partir
de polimers sintétics i/o bé a partir de polimers naturals denominats biopolimers. Els polimers
sintetics son generalment de naturalesa hidrofobica i d’estructura forta quan es comparen
amb els biopolimers i la seva resistencia mecanica déna com a resultat estructures de
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degradacidé lenta i per tant, més duradores. En canvi les propietats fisiques dels hidrogels
bipolimeérics sén similars a les dels teixits biologics, originant estructures de consisténcia
similar que a banda de poder absorbir elevades quantitats d’aigua, sén biocompatibles i
biodegradables, el que permet implantar-los sense una extraccié quirdrgica posterior.

Un dels atractius dels hidrogels i objecte d’estudi en nombroses investigacions en els darrers
anys, és el seu potencial per patir determinats canvis estructurals i de propietats fisiques en
funcié de les condicions del medi on es troben. Aixo és degut a la propietat que tenen els gels
d’experimentar canvis de transicié de fase com a resposta a condicions externes com el pH, la
forca ionica, la preséncia de determinats ions o biomolécules, la temperatura, la llum, camps
eléctrics, etc... La composicié polimerica del gel és la que determinara la resposta a un o altres
estimuls. Aquets gels polimerics capagos de respondre a determinats estimuls externs es
coneixen com a polimers intel-ligents “smart-polymers”.

Aquest és un camp que encara té recorregut d’exploracié des de I'ambit cientific per les
nombroses possibilitats que ofereix en la modulacié de I'alliberament de farmacs en funcié de
determinats estimuls o canvis fisiologics, pero sobretot, pels inconvenients i reptes encara per
resoldre a I’hora de donar una aplicacié practica a aquest tipus de gels com pot ser entre molts
d’altres, determinats casos de toxicitat, temps de resposta del polimer excessivament lents,
manca de biodegradacié i acumulacié a I'organisme. Aixi, a I'actualitat ja s’han desenvolupat
gels que podrien ser capagos de modular I'alliberament d’insulina en funcié de la presencia de
glucosa al medi, mimetitzant el que succeiria en una situacié fisioldgica normal i aportant
noves perspectives al control de la glucémia en pacients diabetics. Altres tipus de gels donen
resposta a canvis de llum el que permet controlar I'alliberament d’un farmac externament i
localment aplicant radiacié lluminosa des de I'exterior. El major nombre de desenvolupaments,
no obstant, s’han fet per aquells gels capagos de respondre davant estimuls de temperatura i
pH. Els gels polimérics que responen a la temperatura s’han desenvolupat per facilitar
I'administracié, implantacié o arribada a un punt determinat i modular des del lloc
d’implantacié I'alliberament del farmac. De manera general es tracta de sistemes que es
troben en forma liquida abans de ser administrats i el gel es forma in situ al entrar en contacte
amb l'organisme. Actualment s’investiguen composicions per formar gels capacos de donar
resposta a petites variacions de temperatura pel tractament antitumoral (Almeida i col., 2012;
Steichen i col., 2013).

Els gels polimérics que responen a canvis de pH, han estat tradicionalment desenvolupats per
modular I'alliberament de farmacs al llarg del tracte gastrointestinal o bé per protegir el
farmac davant I'atac d’agents externs del medi, acids gastrics, enzims digestius o bé per
facilitar I'alliberament a un determinat lloc d’accid, és el cas de tractaments que requereixen
I’alliberament colonic (Moo-Huh i col. 2012; Chen i col., 2014).

2.2. Arquitectura dels hidrogels

Els hidrogels parteixen d’una estructura polimérica que ha d’adoptar una forma reticular
tridimensional, el que necessariament implica la imbricacié o entrecreuament de les
estructures polimériques, inicialment lineals, mitjangant la utilitzacié d’agents de reticulacié
que dependran de la propia naturalesa del polimer i de les possibilitats que aquest tingui per
formar estructures amb altres cadenes, ja sigui del mateix polimer o de polimers o substancies
d’unidé diferents. En alguns casos, 'alteracié del pH sera suficient per ionitzar fraccions de la
cadena polimeérica i propiciar aixi la unid intercatenaria. En altres ocasions, sera necessari
I’adicié de substancies que actuin com a pont d’unié entre les diferents cadenes o polimers
diferents que juntament amb els primers formin estructures heteropolimeriques, donant lloc a
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policomplexes constituits per I'associacié no covalent de polimers que tenen afinitat entre ells
o bé al que es coneix com a xarxes polimeriques interpenetrants, consistents en estructures on
almenys un component és polimeritzat i/o entrellagat en preséncia de I'altre.

La idoneitat d’un hidrogel per ser utilitzat com a sistema d’alliberament de farmacs depén en
gran mesura de la seva estructura basica. Els parametres més importants utilitzats per a
caracteritzar I'estructura dels hidrogels és el volum de la fraccié de polimer en estat inflat
(v2), el pes molecular de la cadena de polimer entre dos punts d’entrecreuament (M) i la
corresponent mida de malla ( €).

El volum de la fraccid6 de polimer en estat inflat és una mesura de la quantitat de fluid
d’imbibicié retinguda per I'hidrogel, el pes molecular entre dos entrecreuaments consecutius,
siguin fisics o quimics, és una mesura del grau d’enxarxament del polimer, no obstant aquest
valor és sempre aproximat degut al grau d’aleatorietat dels entrecreuaments que impedeix el
calcul d’un valor exacte per cadascun d’ells. La distancia de correlaciéd que hi ha entre dos
entrecreuaments ( € ) és una mesura de I'espai disponible entre cadenes macromoleculars
disponibles per la difusié del farmac, aquest valor també s’ha d’expressar com a valor mig.
Aquests valors que es troben relacionats els uns amb els altres poden ser calculats de manera
teorica o mitjangant una série de tecniques encaminades a la el-lucidacié de I'estructura dels
hidrogels (Caldorera-Moore i Peppas 2009).

2.2.1. Estructures polimériques - Xarxes polimeriques interpenetrants (IPNs)

Les xarxes polimeriques interpenetrants (IPNs) per hidrogels han atret I'atencié de diverses
investigacions (Ray i col., 2010). Es tracta d’una combinacié d’un minim de dues cadenes
polimériques en forma de xarxa, de les quals almenys una és sintetitzada i/o entrecreuada en
la immediata preséncia de les altres sense cap enlla¢g covalent entre elles. Les propietats
d’imbibicié d’aigua de la IPN respon no només a l'arquitectura quimica de les matrius
macromoleculars, sind també a les condicions que I'envolten com el pH, la temperatura, la
forga ionica, els camps magnétics, llum ultravioleta entre altres. Aquestes xarxes també s’han
anomenat polimers intel-ligents. Algunes de les aplicacions de les IPNs sén els implants
artificials, membranes de dialisi i els sistemes d’alliberacié de farmacs.

Una xarxa polimerica interpenetrant (IPN), és un polimer que comprén almenys dues xarxes
entrellacades a escala polimeérica, pero no unides covalentment I'una a I'altra. Les dues o més
xarxes que constitueixen la IPN es preveu que puguin ser enredades d’'una manera que sigui
concatenada, pero no lligada a I’altra per cap unié quimica (Shivashankar i Mandal, 2012). En el
context del present treball, les xarxes polimériques interpenetrants es produiran per la
interaccio de cadenes de polimers de signe ionic contrari, concretament per I'entrecreuament
de cadenes d’alginat amb cadenes de chitosan.

2.2.1.1. Classificacio de les IPNs

Les IPNs es poden classificar en funcié del tipus d’unié quimica o bé de la forma en qué
s’organitzen les xarxes, és a dir, de la seva estructura.

Des d’un punt de vista del procés quimic de formacié poden ser seqliencials o simultanies.
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Xarxes polimeériques interpenetrants seqliencials

Es tracta de xarxes formades per la polimeritzacio inicial d’una barreja de monomer, un agent
de reticulacié i un iniciador o catalitzador que conformen una primera xarxa bidimensional que
és a continuacio inflada amb una segona combinacié de mondomer i d’agent de reticulacié. El
resultat final d’aquest procés és una xarxa interpolimérica interpenetrant. Es a dir, la segona
xarxa polimerica que composa la IPN es polimeritzada un cop s’ha completat la polimeritzacié
de la primera xarxa.

Xarxes polimeériques interpenetrants simultanies

Soén xarxes interpenetrants conformades per la polimeritzacié aparellada en un sol pas de dos
monomers diferents i un agent de reticulacié. La clau d’aquest procés resideix en quée les
reaccions de polimeritzacié no interfereixin les unes amb les altres. La polimeritzacié de les
dues xarxes que composen la IPN succeeix de forma concomitant.

Des d’un punt de vista de I'estructura de la IPN, aquestes es poden classificar en:

Xarxes polimeériques interpenetrants totals (IPNs totals): Dues xarxes juxtaposades entre les
gue es produeixen nombrosos embolicaments i interaccions.

Homo- Xarxes polimériques interpenetrants (Homo-IPNs ): S&n un cas particular de les totals i
consisteixen en xarxes tridimensionals on els dos polimers que han de formar I'estructura
tridimensional sén el mateix.

Semi o pseudo IPNs: Es tracta d’estructures on un dels components de la xarxa és lineal en
comptes de tenir estructura reticular.

Latex IPNs: Estan formades per polimeritzacid per emulsié. La seva morfologia dependra de
com es polimeritzen els seus components.

IPNs termoplastiques: Almenys un dels seus components és un copolimer, sén moldejables i
poden ser extruides.
2.2.1.2 Propietats de les IPNs
- Les IPNs presenten propietats elastiques i mecaniques incrementades quan es mesura
el comportament de tensié-deformacié i es comparen els moduls elastics i punts de
trencament.
- Presenten memoria de forma. Poden ser deformades i fixades a una forma temporal i
recuperar la forma original permanent quan s’exposen a estimuls externs (Debdatta i

Karger-Kocsis, 2011).

- Les IPNs poden inflarse en un solvent sense ser dissoltes. El contingut d’aigua dels
hidrogels s’avalua en termes del pes relatiu del gel inflat i del gel sec.

- Bona permeabilitat a I'oxigen.

- Els sistemes basats en IPNs presenten una major estabilitat de fase del producte final
(Lipatov, 2002).
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- La incompatibilitat termodinamica es pot superar mitjangant el bloqueig permanent
entre segments de la xarxa.

- Elevada termoestabilitat.

- Bones propietats dieléctriques.

- Permeable als nutrients.

- Claredat optica (transmitancies del 90% i index de refraccio de 1,35).

Les IPNs es presenten amb multiples usos en diverses aplicacions biomédiques degut a les
seves propietats genuines de capacitat d’inflament, resisténcia mecanica, permeabilitat a
I'oxigen i nutrients, durada a I'interior del cos i sensibilitat davant determinats estimuls.

2.3. Factors que afecten I'inflament dels hidrogels

La proporcié d’entrecreuaments, és un dels factors més importants que afecten I'inflament
dels hidrogels. Es defineix com la relacié entre mols d’agent reticulat i de mols d’unitats de
polimer que es repeteixen. Com més elevada és la proporcié d’entrecreuaments, major és la
quantitat d’agent de reticulacid que incorpora el gel. Els hidrogels amb una elevat grau
d’entrecreuament presenten una estructura més rigida i per tant una menor capacitat
d’inflament quan es comparen amb els mateixos hidrogels amb un grau d’entrecreuament
menor. Els entrecreuaments limiten la mobilitat de les cadenes polimériques, disminuint aixi el
grau d’inflament.

L'estructura quimica dels hidrogels pot afectar també el seu grau d’inflament. Aixi, els
hidrogels que contenen grups hidrofils s’inflen fins un grau més elevat comparat amb els que
contenen grups hidrofobics. Els grups hidrofobics es col-lapsen en preséncia d’aigua,
minimitzant aixi la seva exposicido a la molécula d’aigua. Com a resultat, aquests hidrogels
s’inflaran molt menys en comparacié amb els que contenen grups hidrofils.

L'inflament dels hidrogels es pot veure afectat per diferents estimuls del medi com canvis de
temperatura, pH, forga idnica. Sanomena a aquests, hidrogels sensibles al medi.

La cinetica d’inflament dels hidrogels pot ser classificada com a controlada per difusié
(difussion controlled) (Fickian) i controlada per relaxacid (relaxation controlled). Quan la difusid
d’aigua succeeix dins de I’hidrogel més rapidament que la relaxacid de les cadenes
polimeériques, la cinética és controlada per difusio (Peppas i col., 2000).

2.4. Propietats mecaniques dels hidrogels

Les propietats mecaniques dels hidrogels sén rellevants per les seves aplicacions
farmaceéutiques. Per exemple, la integritat dels dispositius o sistemes d’alliberament de
farmacs durant el temps de vida de l'aplicaci6 és molt important a I’'hora d’obtenir
autoritzacions de comercialitzacié per part de les autoritats regulatories, a no ser que el
dispositiu sigui biodegradable.
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Un sistema d’alliberament de farmacs dissenyat per exemple per protegir un agent terapéeutic
com una proteina ha de mantenir la seva integritat per ser capa¢ de protegir la proteina fins
qgue s’ha alliberat completament del sistema.

Les variacions en el grau d’entrecreuament s’han utilitzat per aconseguir les propietats
mecaniques desitjades de I’hidrogel. En la mesura que s’incrementa el grau d’entrecreuament
del sistema, aquest dona com a resultat un gel més fort. No obstant, un elevat grau
d’entrecreuament crea una estructura més rigida i trencadissa, aixi doncs hi ha un grau
d’entrecreuament que resulta optim per tal d’aconseguir un gel prou fort pero suficientment
elastic. La co-polimeritzacié és una de les estrategies més emprades per dotar de les propietats
mecaniques desitjades en un hidrogel, per exemple mitjangant la incorporacié d’un co-
monomer que contribuira a les unions per ponts d’hidrogen incrementant aixi la fortalesa del

gel.

2.5. Perfils i sistemes d’alliberament de farmacs a partir d’hidrogels

Els sistemes d’alliberament de farmacs basats en hidrogels resulten d’utilitat quan es
persegueixen els segilients objectius:

1.- Concentracions plasmatiques constants de farmac amb fluctuacions minimes.

2.- Alliberament de quantitats de farmac reproduibles i predictibles durant llargs periodes de
temps.

3.- Proteccid d’agents bioactius que tenen una semi-vida curta.

4.- Eliminacié d’efectes colaterals, evitar la dosificacié freqlient i el malbaratament de farmac,
el que resulta en una terapia optimitzada i una millor adheréncia als tractaments.

6.- Solucid dels problemes d’estabilitat del farmac.

Des d’un punt de vista de la manera en que es produeix I'alliberament del farmac, els 5 perfils
més rellevants que trobem en els sistemes d’alliberament de farmacs sén els segiients
(Graham, 1992):

Perfil | : Retard convencional pero amb alliberament no constant.

Perfil 1l: Alliberament constant o d’ordre zero. Els polimers sintétics o bombes alliberen el
farmac de forma constant de tal manera que la concentracié de farmac es manté a un nivell
d’eficacia Optima en el torrent sanguini. Aquests son referits sovint com sistemes
d’alliberament de farmacs d’ordre zero i estan essent comercialitzats per alliberar un nombre
de farmacs diversos. Els sistemes comercials actuals presenten sistemes d’alliberament amb
perfil 1 o 11,

Perfil 1l : Alliberament substancialment retardat seguit per un alliberament constant del
farmac. Aquests sistemes sén més utils per I'alliberament d’agents actius que comencen en
algun moment durant la nit.

Perfil IV: Alliberament retardat seguit de polsos d’alliberament de farmac. Permet un
alliberament nocturn o l'alliberament d’una hormona que sovint requereixen alliberament

pulsatil en comptes de constant.

Perfil V: Multiples polsos a periodes especificats.
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Els perfils d’ordre zero sén els més utilitzats i poden aconseguir-se mitjangant diversos
sistemes. Se sap que les concentracions plasmatiques de farmac depenen de la quantitat de
farmac alliberada del sistema d’alliberament degut a que I'absorcié ve determinada per la
solubilitat del farmac en els teixits i la disponibilitat de flux sanguini local en el teixit. Inclus
guan les concentracions plasmatiques han d’estar raonablement constants, s’observen
fluctuacions petites i de curta durada degudes a factors com I'activitat fisica, I'estres
emocional, I'alimentacié o el repos.

Les vies d’administracio de les formulacions basades en hidrogels inclouen la via nasal, oral,
parenteral o transdermica.

2.6. Mecanismes que controlen I'alliberament de farmacs en els hidrogels

Els sistemes d’alliberament de farmacs es poden classificar en funcié del mecanisme que
controla l'alliberament (Peppas i Khare, 1993):

Sistemes controlats per difusié
Reservori (sistemes de membrana)
Matriu (sistemes matricials monolitics)
Sistemes controlats quimicament
Sistemes biodegradables i bioerosionables
Sistemes de cadena penjant
Sistemes activats per solvent
Sistemes controlats osmoticament
Sistemes controlats per inflament
Sistemes d’alliberament modulat

2.6.1. Sistemes controlats per difusié

En els sistemes controlats per difusid, I'alliberament de farmacs es produeix a través del
polimer, aquest, pot patir biodegradacié posterior a I'exhauriment del farmac. L'exemple més
simple d’un sistema de difusio és aquell en qué el farmac esta inclos en un reservori (nucli) a
partir del qual pot difondre. En la mesura que el farmac es manté dins del nucli en un estat
saturat, 'alliberament que es produeix segueix una cinética d’ordre zero fins que esta a punt
d’exhaurir-se. En I'alliberament de farmacs s’han utilitzat dos tipus de dispositius controlats
per difusid: a) Dispositius de reservori (o dispositius de matriu laminada) i dispositius de matriu
(sistemes monolitics).

2.6.1.1. Reservori (sistemes de membrana)

Els sistemes reservori son dispositius amb nucli interior de farmac dissolt, dispers, suspés o pur
i envoltat per una membrana polimerica.

En aquests dispositius, el nucli de farmac s’encapsula en una membrana polimerica. La difusié
del farmac que es produeix a través de la membrana és limitada i aixi permet controlar la
velocitat d’alliberament global. Una concentracié saturada del farmac dintre el reservori és
essencial per a mantenir un gradient constant a través de la membrana. El mecanisme de
transport del farmac a través de la membrana és habitualment un mecanisme de solucio-
difusio (Korsmeyer i col., 1983). El transport del farmac succeeix en primer lloc per la dissolucid
d’aquest a una banda de la membrana seguit per la difusié a través d’aquesta i la desorcié des
de l'altre costat de la mateixa (Gunder i col., 1995).
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2.6.1.2. Matriu (sistemes matricials monolitics)

En els sistemes matricials, el farmac es dissol o bé es dispersa uniformement. Un inconvenient
d’aquests sistemes és que presenten una cinética d’alliberament d’ordre 1 amb un
comportament de continua disminucio de la porcié alliberada (Kormeyer i col., 1983). Aixo0 és
degut a I'increment de longitud de la via de difusié i la disminucié de I'area del front de difusié
penetrant aixi que l'alliberament de la matriu es va produint. Un dispositiu matricial (o
monolit) és facil de formular i proporciona un elevat grau d’alliberament inicial, major que els
dispositius reservori que permeten un alliberament a velocitat gairebé constant. Un dispositiu
de solucid monolitica conté solucié de farmac dins del polimer, mentre que una dispersié
monolitica conté farmac solid dispersat en una matriu de polimer que en limita la velocitat.

2.6.2. Sistemes controlats quimicament

Sistemes biodegradables i bioerosionables
Sistemes de cadena penjant

En els sistemes d’alliberament de farmacs controlats quimicament, I'alliberament d’un farmac
es produeix habitualment en un medi aquds mitjangant un o més dels seglients mecanismes:

1.- Biodegradacié gradual del sistema polimeric que conté el farmac.

2.- Biodegradacié d’enllagos inestables mitjangant els quals, el farmac s’uneix al sistema
polimeric.

3.- Difusio del farmac a partir de microparticules biodegradables injectades.

2.6.2.1 Sistemes biodegradables i bioerosionables

En aquests sistemes, el polimer s’erosiona degut a la preséncia d’enllagos hidrolitzables o
enzimaticament labils. A mesura que el polimer s’erosiona, el farmac s’allibera al medi.

L'erosio pot ser només de la superficie o de tot el sistema. El principal avantatge d’aquests
sistemes biodegradables és que en la seva eliminacié no cal utilitzar tecniques quirdrgiques.
També sén avantatges la seva mida reduida aixi com el seu baix cost. Tanmateix, tots els
productes biodegradables i els seus metabolits no han de ser toxics, ni carcinogénics aixi com
tampoc teratogenics. Aquests requeriments no sén sempre facils de trobar i cal sotmetre els
sistemes a un escrutini acurat.

Hi ha diversos treballs publicats en els que es presenten sistemes d’aquest tipus basats en la
polimeritzacio d’acrilamida i acid acrilic (Elvira i col., 2002), Polietilenglicol (Lu i Anseth, 2000),
Acid polilactic (Choi i col., 2003) o basats en gelatina modificada amb PEG-dialdehid.
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En aquests sistemes, la molecula de farmac s’uneix quimicament a la cadena polimérica i
s’allibera mitjangant trencament hidrolitic o enzimatic. La velocitat d’alliberament del farmac
és controlada per la velocitat d’hidrolisi. Aquesta proposta suposa una oportunitat per dirigir
el farmac cap a un determinat tipus de cel-lula o teixit diana. Els biopolimers com el chitosan,
mido, alginat.. han estat utilitzats com a transportadors de farmac en aquests sistemes, aixi
com també polimers i copolimers sintétics. La velocitat d’hidrolisi s’accelera per dissolucid.
Com a resultat, la cinetica d’alliberament obtinguda pot ser d’ordre zero o en un perfil en
forma sigmoidal. En aquest darrer cas, la fase inicial lenta depén de la diferéncia entre la
temperatura experimental i la temperatura inferior d’estat critic.

2.6.2.2. Sistemes de cadena penjant

Aquests sistemes s’utilitzen només en polimers sensitius a la temperatura i resulten d’utilitat
en tractaments d’oncologia, on els farmacs utilitzats sovint sén altament toxics i per tant és
desitjable que s’alliberin de manera selectiva al lloc on han d’actuar amb la finalitat de
millorar-ne la seva tolerancia i evitar els efectes col-laterals derivats de formulacions amb poca
especificitat en la forma i lloc d’alliberament.

2.6.3. Sistemes activats per solvent

Sistemes controlats osmoticament
Sistemes controlats per inflament

2.6.3.1. Sistemes controlats osmoticament

Aquests sistemes permeten I'alliberament dels farmacs mitjancant el procés d’osmosi. El seu
alliberament no depén de les caracteristiques fisiologiques del tracte intestinal (Kumar i
Gupta, 2009; Gupta i col., 2010).

S'utilitza la pressi6 osmotica pel lliurament controlat dels agents actius. En els sistemes
d’alliberament osmotic, I'agent osmotic proporciona la forga motriu per I'alliberament dels
farmacs (Vermai col., 2002).

L'augment de la pressié dins de la forma de dosificacié per la incursié d’aigua fa que el farmac
s’alliberi del sistema (Gupta i col., 2010).

2.6.3.2. Sistemes controlats per inflament

Quan els hidrogels entren en contacte amb solvents termodinamicament compatibles, les
cadenes polimeriques es relaxen (Shukla i col.,, 2003). Aix0 passa quan la temperatura de
transicid de la caracteristica vidre-goma del polimer es troba sota la temperatura dels
experiments. L'inflament, és la evidéncia macroscopica d’aquesta transicié. El farmac dissolt
difon al medi extern receptor, travessant la capa polimeérica inflada formada al voltant de
I’hidrogel. Quan I'hidrogel entra en contacte amb el medi d’alliberament, les molécules d’aigua
envaeixen la superficie de I’'hidrogel de manera que s’observa un front mobil que separa
clarament la regid cristal-lina de polimer no solvatat davant del front creat per la fase
d’hidrogel inflat i elastic darrere d’ell. Just davant del front, la preséncia de solvent plastifica el
polimer i fa que aquest experimenti una transicié de cristall a goma (Davidson i col., 1986).
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En aquest punt les possibilitats son:

1) Si la temperatura de transicié a cristall del polimer es troba per sota la temperatura
experimental, el polimer estara en estat goma i les cadenes polimériques tindran una elevada
mobilitat que permet major facilitat de penetracié del solvent dins de I'hidrogel i subseqlient
alliberament del farmac contingut dintre del medi d’alliberament (Grinsted i col., 1992). Aixo
resulta clarament en una difusido de Fick (Cas |) caracteritzada per velocitats de difusié del
solvent o farmac més lentes que la relaxacié de la cadena polimerica.

2) Si la temperatura experimental es troba per sota de la temperatura de transicid a cristall, en
aquest cas, les cadenes de polimer dels hidrogels no sén suficientment mobils per permetre la
immediata penetracié del solvent dins del nucli del polimer.

Aqguesta darrera situacié déna lloc a un procés de difusidé que no segueix la funcié de Fick i que
inclou el cas Il amb una difusié andmala respectivament, depenent de la velocitat relativa de
difusié ide la relaxacié de la cadena polimerica.

Un dels models empirics utilitzats per descriure el transport per sistemes que s’inflen estan
basats en la seglient expressio (Korsmeyer i col., 1983):

ﬂzkt”
M

[oe]

En aquesta equacid M, és la quantitat total de farmac continguda a la matriu polimeérica i M;
la quantitat alliberada a un temps determinat. El quocient d’aquestes dues variables
representa la fraccié de massa alliberada de la matriu polimérica en funcié del temps en el
context de I'equacié. Les constants de I’ equacié sén k i n. Mentre k és una constant de
proporcionalitat de I'’equacid, el valor de n és depenent de cada tipus de transport, geometria i
polidispersitat.

El cas I, defineix processos Fickians, és a dir, on la difusié és lenta comparat amb el grau
d’inflament o relaxacié del polimer, el que suposa que el factor limitant és la difusié i no Ia
relaxacid de les cadenes de polimer. En aquestes condicions es correlaciona amb un valor de n
= 0,5. Per geometries cilindriques aquesta constant pren valors de 0,45 i per geometries
esferiques de 0,43 (Ritger i Peppas, 1987).

El cas Il suposa processos governats per I'inflament o relaxacié de la matriu polimeérica. En
aquest cas, el component cinétic limitant és el grau d’inflament i per tant, aquesta condicio es
correlaciona amb un valor de n=1.

Quan els sistemes adopten valors de n entre 0,43 i 1 es parla de qué el sistema experimenta un
transport anomal indicant que els mecanismes de difusié i d’inflament tenen una contribucié
proporcionalment similar.

Per aplicar aquest model és crucial fer els ajustaments amb els resultats d’alliberament
corresponents al 60% com a maxim ja que a partir d’aquesta quantitat el model ja no es
compleix (Ritger i Peppas, 1987).
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3. POLIMERS INTEL-LIGENTS (smart polymers)
3.1. Introduccié

S’anomena polimers intel-ligents a aquells polimers o sistemes polimeérics que sén capagos de
produir una resposta o un canvi marcat en les seves propietats fisiques o fisico-quimiques
davant petites variacions del medi en el que es troben i que actuen com a estimul
desencadenant de la resposta, també reben el nom de sistemes estimul-resposta. Un cop
desapareix I'estimul, els sistemes polimérics poden tornar a la seva forma i propietats
originals. Es tracta doncs d’estructures que no presenten una resposta lineal, i que davant de
I'estimul provoquen canvis d’estructura macroscopics amb respostes ben visibles com a
consequencia del canvi.

La terapia biologica i farmacologica sovint ha d’afrontar el repte d’haver de resoldre el transit
de farmacs o agents terapéutics de semi-vida molt curta, inclis abans d’arribar al torrent
sanguini, en tant que poden destruir-se al mateix tracte intestinal, és el cas de determinades
proteines com la insulina. La inestabilitat fisica i quimica o la manca de biodisponibilitat
redueixen el potencial d’Us d’aquests agents terapéutics. La inestabilitat fisica fa que s’alteri
I’estructura de determinades proteines provocant processos no desitjats que en malmeten la
seva eficacia com pot ser la seva desnaturalitzacid, la seva precipitacié o la seva agregacid. En
els farmacs d’origen quimic poden succeir reaccions d’hidrolisi, d’oxidacid, de precipitacio,
d’ionitzacié i racemitzacid, impedint al farmac arribar intacte al lloc d’accié.

Durant les darreres decades s’han desenvolupat membranes que responen a estimuls externs
amb la finalitat d’encapsular substancies que puguin travessar aquestes membranes en funcié
de quina sigui la condicié externa del medi en qué es troben (Stuart i col., 2010; Tokarev i
Minko, 2010; Esser-kahn i col.,, 2011; Liu i col., 2015). Aquestes capsules denominades
intel-ligents, es plantegen amb una estructura de tipus cel-lular (Huang i Void, 2013), és a dir
amb un espai intern buit o de tipus nuclear i una coberta que respon a estimuls. La part interna
d’aquestes capsules pot produir estructures compartimentades amb un volum intern gran i
que son més utils per I'encapsulacio de la substancia (Wang i col 2014). Les cobertes, poden
tenir diferents dissenys com membranes basades en hidrogels intel-ligents, o bé membranes
poroses que utilitzen polimers funcionals en els orificis i que actuarien com a comportes
reguladores d’entrada o bé de sortida.

La utilitzacié de materials intel-ligents permet canvis fisicoquimics en les propietats de la
membrana com a resposta a determinats estimuls, el que déna com a resultat I'alliberament
de les substancies encapsulades al lloc i en el moment oportu en funcié d’un estimul del medi
com la temperatura (Shu i col., 2001; Shu i col., 2002; Liu i col., 2010), el pH (Seki i Okahata,
1984; Kono i col., 1993; Liu i col., 2011; Broaders i col, 2011) presencia d’ions especifics (Shu i
col., 2002; Pi i col., 2010; Liu i col., 2011), molecules especifiques (Okahata i col., 1986; Itoh i
col., 2008; Ochs i col., 2010), la intensitat de la llum (Okahata i col., 1983; Kono i col., 1995;
Radt i col., 2004) la concentracié de glucosa (Shu i col., 2002; Shu i col., 2004; Manna i Patil,
2010), els camps magnetics (Hu icol., 2008; Yang i col., 2008; Wang i col., 2009) i els camps
eléctrics (Mai col., 2006).

Existeixen nombrosos estimuls importants per I'activitat biologica. La temperatura, per
exemple, és un dels parametres del cos que pot ser alterat externament en molts casos
(Fitzpatrick icol., 2012). Els canvis de temperatura poden activar I'alliberament de farmacs. Els
valors de pH sén diferents en parts de I'organisme i en funcié d’estats fisiologics, el cas més
paradigmatic i del que hi ha més estudis és el tracte gastrointestinal a on podem passar de pHs
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acids a I'estémac (pH=2) fins a pHs alcalins a l'intesti (pH=5-8). Aquestes diferéncies poden
utilitzar-se per programar l'alliberament del farmac a un determinat pH i en conseqliencia a un
lloc especific de I'intesti (Schmaljohann, 2006).

Tanmateix, es produeixen canvis subtils entre els diferents teixits. Com a exemple, els fluids
intersticials d’alguns tumors o llocs inflamats en humans, tenen un pH que és
considerablement més baix que els d’un teixit normal (Qu i col., 2006). Les capsules que
responen a pH poden ser assimilades per les cél-lules tumorals per mecanismes d’endocitosi i
alliberar els farmacs per eliminar les cel-lules anormals.

La concentracié d’ié potassi (K*) en el fluid intracel-lular es troba al voltant de 155 mmol L7,
mentre que en el fluid extracel-lular, la concentracié és només de 5 mmol L Aixi, les capsules
dissenyades per respondre a canvis de potassi poden alliberar farmacs en resposta als canvis
de concentracio d’aquest i6 (Fang i col., 2015). També hi ha algunes molecules especifiques
com la glucosa, la concentracié de la qual en sang, és un indicador important de diabetis i
hipoglucemia (Kelley i col., 2013; Liu i col., 2015). Sota aquesta concepcio, la idea de poder
disposar de formes farmacéutiques que continguin insulina i que aquesta pugui ser alliberada
en funcidé dels nivells de glucémia ha estat objecte d’estudi. Tanmateix, es persegueix poder
administrar la insulina de manera efectiva per vies alternatives a la parenteral (Shu, 2005).
Amb la creixent irrupcié de materials intel-ligents capagos de respondre a determinats estimuls
s’obre un ampli ventall pel desenvolupament de capsules i membranes amb comportament
especific davant determinats estimuls del medi (Lendlein i Shastri., 2010; Molina i col., 2015).

En funcid de la seva estructura, les cobertes de les membranes poden ser classificades en dos
categories principals, d’una banda les cobertes poroses amb polimers que responen a estimuls
especifics i que actuin com a portes funcionals i per altra banda, les cobertes basades en
hidrogels continus a tota la capsula que responen a estimuls. Aquestes categories han estat
proposades per diversos models d’alliberament i ajustament de la velocitat i forma
d’alliberament.

3.1.1. Membranes poroses amb polimers que responen a estimuls i actuen com a portes
funcionals

En comparacié amb les capsules tradicionals amb membranes inalterables, és possible
aconseguir permeacié controlada de substancies a través de les membranes de les
microcapsules mitjan¢ant I'adopcié de nous materials funcionals. Mitjangant la incorporacio
fisica i quimica de materials intel-ligents a les membranes en forma de porus com a portes
funcionals, la funcionalitzacié de les microcapsules és d’elevat valor per aconseguir sistemes
d’alliberament de farmacs autoregulats i que responguin a determinats estimuls. Les funcions
de porta reguladora, s’aconsegueixen mitjangant transicions de I'inflament i la contraccioé dels
polimers que responen a estimuls i que es troben incorporats als porus de la membrana
utilitzant tecniques d’injert (Liu i col., 2015). Els metodes d’injert es duen a terme mitjangant
I’activacio dels llocs de polimeritzacio utilitzant técniques quimiques (Wandera i col., 2010),
induccio per UV (Deng i col., 2009), tecniques d’induccié de plasma (Shu i col., 2001; Shu i col.,
2002).

Aixi, els mondomers funcionals sén polimeritzats per formar polimers que actuin com a portes
funcionals dels llocs actius. Alternativament, les cadenes pre-formades de polimer com a
portes funcionals poden ser induides quimica o fisicament sobre la superficie del porus amb
llocs actius pre-tractats mitjancant altres técniques (Okahata i col., 1986; Liu i col., 2015). Els
polimers injertats poden obrir/tancar els porus de membrana en funcié dels estimuls del medi
extern i aquest model és apropiat per I'alliberament controlat on/off.



PART BIBLIOGRAFICA E

3.1.2. Membranes continues basades en hidrogels que responen a estimuls

Els hidrogels polimerics intel-ligents amb un comportament de fase de transicié de volum o de
desintegracié que respon a estimuls, sén abastament utilitzats per la construccié de cobertes
continues per formes d’alliberament controlat (Motornov i col., 2010; Esser-Kahn i col., 2011).
Per exemple les capsules que auto-ajusten la permeabilitat mitjancant canvis
d’inflament/contraccio reversible a la coberta.

Mitjancant el reconeixement dels estimuls del medi, la membrana de la capsula produeix un
inflament significatiu esdevenint per exemple una membrana més porosa degut al canvi de
I’estat contret a I'estat inflat. Com a resultat, la permeabilitat de les substancies que difonen a
través de la xarxa polimérica que constitueix la membrana de la capsula incrementa. Quan
I’estimul cessa, la permeabilitat autoregulada depén de si el canvi conformacional de I’hidrogel
activat per 'estimul previ és reversible o no per un alliberament del tipus “on/off”.

De manera alternativa, quan el material nuclear no es pot comprimir, seria el cas d’un oli i
farmacs solubles en oli (p.e. paclitaxel), durant el procés de contraccido de la membrana és
quan es produeix la sortida del producte contingut a la capsula. La pressid a linterior de la
capsula incrementa gradualment (Liu i col., 2010). Quan la pressiod interna supera el valor critic,
es trenca la membrana, alliberant tot el contingut al medi d’'una manera immediata. En aquest
procés les molécules de farmac sén alliberades de cop amb la fase oliosa que no només suposa
un rapid alliberament sind també complert (Liu i col., 2010).

Un altre exemple d’aquest tipus d’alliberament seria la utilitzacié de técniques que utilitzen
I"activacié del trencament complert de la coberta d’hidrogel davant determinats estimuls que
han mostrat I'alliberacié del contingut davant estimuls com la llum, acid-base i enzims (DeWit i
GiKllies, 2009; Esser-kahn i col., 2011; Liu i col, 2011). Aquests comportaments
d’autodescomposicié sén de tipus irreversible i condueixen a un alliberament rapid del farmac.
Aquest tipus de membranes poden fabricar-se mitjangant diferents meétodes (Esser-kahn i col.,
2011). Moltes capsules compostes per hidrogels es fabriquen per polimeritzacié dels
monomers a la interfase aigua / organica d’emulsions, aixi com la unié capa a capa dels
polielectrolits negatius i positius a la superficie de les particules.

Les emulsions O/W o W/O es produeixen tipicament per diverses técniques d’emulsificacio
com l'agitacié simple i enérgica o la sonicacié d’un liquid bifasic (Esser-kahn i col., 2011),
tecniques d’emulsificacié de membrana (Cheng i col., 2007; Van der Graaf i col., 2005) i
tecniques de microfluids (Wang i col., 2014a; Wang i col., 2014b).

La técnica microfluidica permet la generacié i la manipulacié de gotes d’emulsié monodispersa,
independent del control sobre la seva forma, estructura i composicid, el que suposa una
plataforma potent per una produccié continua, reproduible i escalable de capsules
polimeriques (Wang i col.,, 2014b). Tanmateix, les teécniques de microfluids poden generar
emulsions complexes amb components interns controlats de manera precisa per una
produccié també controlada de capsules monodisperses amb arquitectures internes ben
adaptades.
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3.2. Polimers sensibles a estimuls externs

3.2.1. Polimers sensibles a la temperatura

La capacitat de determinats gels d’inflar-se o desinflar-se en funcié de la temperatura del medi
que els envolta, ha atret I'interes de diverses investigacions en el camp farmacéutic. L’efecte
de la temperatura com a element estimulant, desencadenant o regulador per la resposta de
sistemes polimeérics apel-lant a la seva relativa facil aplicacid i implicacié en processos per
modular I'alliberacié de farmacs, ha estat objecte de diverses investigacions (Gil i Hudson,
2004). Alguns biopolimers com la metil cel-lulosa o el chitosan han estat estudiats per aquest
proposit, aixi, derivats metoxi-substituits de la cel-lulosa han demostrat transicions de solucié a
estat de gel prop del seu LCST (temperatura critica inferior de solucié) (Ruel-Gariepy, 2004).

Aquests materials resulten especialment atractius per la preparacié d’implants, en tant que la
seva termoreversible gelificacié permet una implantacid de preparacions depot solides (Klouda
i Mikos, 2008). En aquests sistemes, el sistema polimeric liquid que conté el farmac s’injecta al
lloc d’'implantacié a temperatura ambient, i aixi que la temperatura corporal va escalfant la
solucié injectada aquesta es gelifica atrapant el farmac dintre de la matriu formada per la xarxa
polimerica.

La difusié del farmac des del gel solid permet formulacions d’alliberament sostingut. El
chitosan modificat amb PEG (PEG-g-Chitosan) s’ha utilitzat per formular preparats d’aquestes
caracteristiques on I'albimina serica bovina (BSA) s’ha utilitzat com a model d’alliberament de
proteines, donant com a resultat preparats capagos de produir un alliberament sostingut de la
proteina de fins a 70 hores aproximadament. Combinant els gels amb genipina poden assolir-
se alliberaments de BSA de fins a 40 dies (Bhattarai i col., 2005).

Els polimers termosensitius produeixen canvis de la seva solubilitat en funcié de petits canvis
del medi. La temperatura corporal es mou dins d’uns rangs estrets, un polimer amb sensibilitat
a la temperatura es capa¢ de produir transicions d’estat liquid-gel o solid-gel modulant
I'alliberament del farmac incorporat mentre manté I'activitat biologica i I’estabilitat quimica de
I"agent incorporat.

El mecanisme mitjancant el qual es poden produir aquestes transicions d’estat dependents de
la temperatura, en general s’expliquen per la composicié de fraccions hidrofiles i lipofiles de la
cadena polimérica.

Una caracteristica comu dels polimers termosensibles és la preséncia de grups hidrofobics
com el metil, I'etil o el propil. Els hidrogels sensibles a la temperatura es classifiquen en
positius i negatius. Els polimers que composen aquests gels presenten dos parametres critics,
la temperatura inferior critica de la solucid i la temperatura superior critica de la solucid. La
primera és la temperatura per sobre de la qual el sistema poliméric monofasic es contrau,
esdevé hidrofobic i insoluble conduint a la separacié de fases, mentre que per sota la
temperatura inferior el polimer és soluble, s’expansiona i s’infla. Els gels positius tenen
temperatura critica de solucid superior i es contrauen a mesura que el sistema es refreda per
sota d’aquesta temperatura, en canvi els hidrogels negatius tenen un baixa temperatura critica
de solucid i es contrauen a mesura que es van escalfant.

Aquests parametres de temperatura critica de la solucié es poden modular amb la composicié
del gel. S’ha vist que la barreja de petites quantitats de copolimers idonics en el gel fa
incrementar la temperatura critica inferior de la solucié.
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En aquests polimers, petites modificacions de temperatura provoquen variacions de I'energia
lliure que en la relacié termodinamica del sistema resulta en un increment de la entropia en
relacié amb I’entalpia. Els sistemes de temperatura critica inferior de solucié, sén en general
preferits als sistemes de temperatura superior degut a problemes d’estabilitat en farmacs
termolabils i biomolecules que es poden produir amb aquests darrers.

Segons la resposta de fase a la temperatura, els polimers es subdivideixen en polimers de tipus
termoreversibles, negativament termosensibles i positivament termosensibles.

Els principals avantatges dels sistemes polimeérics termosensitius és la seva capacitat per
alliberar farmacs hidrofils i lipofils, reduccié d’efectes secundaris, alliberament especific al lloc
d’accié del farmac i propietats d’alliberament perllongat. Tot i aquests avantatges, hi ha
aspectes que es busca resoldre amb aquest tipus de polimers com per exemple un elevat
alliberament inicial del farmac degut a una lenta transicié solucié — gel, que s’ha intentat
solucionar mitjangant I'optimitzacié de la proporcié entre segments hidrofilics i hidrofobics de
la cadena polimérica. Altres aspectes a resoldre sén la baixa resisténcia mecanica dels gels que
poden produir un buidat de la dosi, la manca de biocompatibilitat d’alguns d’aquests sistemes
polimérics, i la progressiva davallada del pH del sistema degut a la degradacié acida.

Tot i que els sistemes d’alliberament de farmacs basats en sistemes polimérics termosensibles
estan ben caracteritzats i s’Tha demostrat la seva utilitat en un ampli ventall d’aplicacions, la
majoria de sistemes polimerics es basen en acrilats, derivats d’acids acrilic i acrilamida,
polimers no degradables hidroliticament i sovint associats a problemes de neurotoxicitat, el
qgue limita els camps d’aplicacié d’aquests sistemes, un dels punts que resulta critic dels usos
potencials dels sistemes polimerics sensibles a estimuls de temperatura.

Existeix una oferta limitada de biopolimers capagos d’originar sistemes termosensibles, tot i
aixi, s’han estudiat els polisacarids com a possibles candidats i en particular el chitosan. La
etosuximida s’ha formulat amb derivats glicerofosfats del chitosan per produir gels injectables
amb finalitats de terapia depot. També aquests derivats del chitosan s’han utilitzat per
incorporar cel-lules mare mesenquimals i desferrioxamina pel tractament de la isquéemia
limbica critica. Aquesta formulacié produeix depot in situ per I'alliberament sostingut de
farmacs que proporciona proteccid i cohesié de les cel-lules mare.

3.2.2. Polimers sensibles al pH

Els polimers sensibles al pH sén aquells que en solucié aquosa poden canviar de conformacié
segons el pH del medi. Aquesta propietat resulta molt interessant donat que en I'organisme hi
ha diferencies en els valors de pH, especialment en el tracte gastrointestinal on I’'estomac té un
pH de 2, l'intesti prim de 6,2 a 7,5. També els teixits inflamats tenen valors de pH diferents, aixi
com els tumors on es produeixen valors de pH acids.

El mecanisme mitjancant el qual funciona aquest tipus de polimer consisteix en la seva
capacitat per intercanviar protons amb el medi, o bé acceptant-los, o bé alliberant-los, en
funcié del pH extern, el que acaba traduint-se en una distribucié de carregues determinada a la
cadena polimeérica, produint canvis en la seva estructura molecular i en definitiva en la
conformaciod a que la cadena acaba adoptant per un efecte d’atraccié i repulsié segons quedin
distribuides les carregues. Es produeix una transicid cap a estats expandits mediats per la
pressid osmotica exercida pels contraions neutralitzats per les carregues de la xarxa.
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Sén bons candidats per aquest tipus de resposta els polimers amb un elevat nombre de grups
ionitzables dins la seva estructura catenaria, és a dir els polielectrolits dividits en dues
categories, en funcié de si accepten o cedeixen protons, polibases i poliacids respectivament.
La naturalesa acida o basica i el pH als quals respondran aquests polimers ve determinada pel
seu pKa /pKb dels seus grups ionitzables.

Els gels anionics sén xarxes de polimers amb grups funcionals com I’acid carboxilic o I'acid
sulfonic (Peppas i col., 2000) que mostren canvis sobtats o graduals en els seu comportament
d’inflament dinamic i d’equilibri com a resultat de variacions externes de pH.

En aquests gels, la ionitzacié succeeix quan el pH del medi es troba per sobre els valors de pK,
(Katchalsky, 1949; Katchalsky i Michaeli, 1955; Ricka i Tanaka, 1984, Skouri i col. 1995; Yu i col.,
1997; Peppas i col., 2000) del grup ionitzable. A mesura que incrementa el pH, també
incrementa el nombre de carregues del sistema, causant la repulsidé entre les cadenes de la
xarxa polimeérica fent que l'estructura s’expansioni, a la vegada que també incrementa el
nombre de grups hidrofils facilitant la captacié d’aigua pel sistema i que el grau d’inflament
sigui superior.

Contrariament, els polimers que constitueixen els sistemes cationics, contenen grups
funcionals capacos de captar protons com les amines (Katchalsky, 1949 Katchalsky i Michaeli,
1955; Ricka i Tanaka, 1984, Firestone i col., 1988; Siegel i Firestone, 1988; Skouri i col. 1995;
Cornejo-Bravo i Siegel 1996; Yu i col., 1997). La ionitzacid d’aquests grups es produeix a
mesura que el pH va davallant i es troba per sota del seu valor de pK, de les espécies
ionitzables. Quan els valors de pH disminueixen, el gel s’ionitza, produint I'efecte de repulsié
de carregues, expansié de l'estructura reticular, hidrofilia del sistema i captacié d’aigua i
inflament d’igual manera com succeeix amb els gels anionics, perd en aquest cas amb la
disminucié del pH.

3.2.2.1. Influéncia de la forca ionica

El grau d’inflament dels gels polielectrolitics es veu significativament afectada per la forga
ionica de I'agent inflant (Katchalsky, 1949 Katchalsky i Michaeli, 1955; Ricka i Tanaka, 1984,
Firestone i col., 1988; Siegel i Firestone, 1988; Skouri i col. 1995; Cornejo-Bravo i Siegel 1996;
Yuicol.,, 1997). A mesura que incrementa la forca ionica del medi, la concentracié d’ions dintre
del gel també ha d’incrementar per tal de satisfer I'equilibri de Donnan. La forga d’inflament es
redueix degut a I'increment d’interaccions del contraid i la disminucié de les forces d’inflament
osmotic.

Entre els biopolimers sensitius al pH s’hi inclouen el chitosan i els alginats. Com ja ha estat
descrit en apartats anteriors el chitosan és un polielectrolit de naturalesa policationica que
presenta una separacio de fase a pHs propers a la neutralitat.

Un dels problemes del chitosan és la seva feblesa estructural que origina gels amb insuficient
estabilitat mecanica i que cal incrementar mitjancant la unié a altres molécules o polimers en
barreges que formin xarxes polimeriques interpenetrants.

Per la seva banda I'alginat té un pH de transicié a pHs acids, a banda de tenir una naturalesa
polianidnica polibasica.
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Mentre que a pHs acids el chitosan protona els grups amino i esdevé soluble degut a que
queda completament ionitzat amb una carrega neta positiva, I'alginat capta els protons del
medi en els seus grups carboxil quedant la forma insoluble no ionitzada.

Aqguesta tan diferent resposta de I'alginat i el chitosan al pH, és el que pot fer interessant les
xarxes inter-polimériques formades per aquest dos tipus de biopolimers i la seva utilitzat en
formes d’alliberament lloc-especific.

Taula 2 : Monomers i polimers que son sensibles al pH (Moo Huh i col., 2012)

Tipus Mondmer/polimer

Anionic Acid acrilic, acid metacrilic, acid propionic, acid 2-acrilmido-s-metilpropilsulfénic, acid 2-
metacriloxietilsufdnic, acid 3-metacriloxi-2-hidroxipropilsulfénic, acid etilensulfonic, acid
estirensulfonic, sulfoxietil metacrilat.

Polimers anionics de fonts naturals, acid hialuronic, acid alginic, carboximetilcel-lulosa,
carboximetil dextra, acid poliaspartic, heparina, etc.

Cationic Acrilamida, aminoetil metacrilat, N, N’-dimetilaminometilacrilamida, N, N’-
dimetilaminoetil metacrilat, N, N’-dimetilaminopropil metacrilat, N, N’-dietilaminoetil
metacrilat, clorur de dialildimetilamoni.

Polimers cationics de fonts naturals, polilisina, polihistidina, chitosan, etc.

3.2.3. Polimers activats per solvents
L’alliberacié del farmac es controla per la penetracié d’un dissolvent, existint 2 varietats:

* Sistemes controlats per I'inflament
* Sistemes controlats per osmosi

Els sistemes controlats per inflament sén els hidrogels i es tracta d’'un mecanisme de difusié
controlat per I'inflament que es déna en el polimer.

Pel que fa als sistemes controlats per osmosi es produeixen canvis en la pressié que
condueixen a I'alliberament del farmac.
3.2.4. Polimers sensibles als potencials redox

Soén polimers que en la seva estructura presenten enllagos labils susceptibles de patir reaccions
de reduccié i oxidacio.

Destacar els seglients polimers:
- Polianhidrids

- Poly (acid glicolic/lactic)
- Poly (esters R-amino)
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3.2.5. Polimers sensibles a la [lum

Es tracta de sistemes polimeérics en els que es produeix una transicio de fase quan estan
exposats a la llum. Els polimers sensibles a la llum sén en general biocompatibles i
biodegradables, a banda de presentar solubilitat a I'aigua i de tenir una resposta immediata
davant I'estimul lluminds, el que els converteix en bons candidats per aplicacions biomediques,
tot i algunes limitacions encara per resoldre, com respostes incoherents degut a I'alliberament
dels cromofors durant la contraccié-inflament del sistema. Aquests sistemes polimeérics poden
ser activats mitjancant la irradiacio amb una font lluminosa externa de I’ organisme on es
troben implantats i produir I'alliberament del farmac encapsulat en funcié d’aquest estimul
extern.

Els polimers sensibles a la llum es classifiquen en funcié de I'espectre lluminés al qual sén
capacos de respondre, aixi poden ser sensibles a la radiacié ultravioleta, i sistemes sensibles a
la llum visible. Aquests segons sén els preferits per la seva disponibilitat, seguretat i facilitat
d’Us (Takeda i col., 2004; Klouda i Mikos, 2008; Jones i col., 2008).

Els sistemes polimeérics sensibles a la llum visible es basen en polimers que sén termosensibles,
de manera que la radiaciéd lluminosa a una determinada longitud d’ona produeix un
alliberament d’energia que indueix canvis de transicié solucid-gel del polimer, fent que aquest
s’infli o es contragui i modulant aixi I'alliberament del farmac encapsulat. La energia alliberada
i per tant els increments de temperatura sén directament proporcionals a la concentracié de
cromofor present a la formulacié. Aquest absorbeix la llum i la dissipa localment en forma
d’energia calorifica. Un dels cromofors utilitzats per aquests sistemes és la sal trisodica de la
clorofil-lina de coure.

S’han proposat també sistemes sensibles a la llum que no utilitzen cromofors. Aquest s’activen
mitjan¢ant radiacid infraroja. Els hidrogels sén irradiats per llum infraroja laser de CO, el que
produeix alteracions en el volum de la fase de transicié juntament amb la curvatura del gel.
Després de la irradiacid, el gel torna a la seva posicié original.

3.2.6. Polimers sensibles als camps electromagneétics

Es tracta de sistemes polimeérics capacos de canviar les seves propietats fisigues com a
resposta a petits canvis de corrent eléctric.

Els alginats i el chitosan sén polimers dels més utilitzats per construir sistemes polimeérics
sensibles a estimuls eléctrics degut a la seva naturalesa polielectrolitica. En aquests sistemes,
I’estimul electric provoca canvis de pH que condueix a la disrupcié de les unions per ponts
d’hidrogen entre les cadenes polimeriques, causant la degradacié o curvatura de la cadena
polimerica que resulta en I'alliberament del farmac. Els mecanismes principals implicats en
I'alliberament del farmac a partir d’un sistema poliméric electroestimulant és la difusio,
electroforesi del farmac carregat, conveccié for¢ada del farmac a I'exterior del gel, juntament
amb la sineresi de I'aigua i alliberament del farmac. La curvatura del gel deguda a I'estimul
eléctric depén de diversos factors com la pressié osmotica, la posicié del gel en relacié als
eléectrodes. Cal tenir present en aquests sistemes, un potencial eléctric suficient per estimular
el sistema pero a la vegada prou feble com per no estimular les terminacions nervioses dels
teixits circumdants.
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A banda de biopolimers com I'alginat, el chitosan o I'acid hialuronic, també s’han utilitzat amb
aquest proposit polimers sintétics com I'acid metacrilic, I'acid vinilacrilic, I'alcohol vinilic o
I"acrilonitril. També han estat utilitzades barreges de bipolimers i polimers sintétics.

Molts dels polimers sensibles als camps eléectrics sén polielectrolits que es deformen sota els
efectes d’'un camp eléectric degut a I'inflament o desinflament anisotropic, aixi que els ions es
van movent del catode cap a I'anode. El major estrés succeeix a la regié que envolta I'anode i
un estres inferior és el que es produeix prop del catode. Aquest gradent d’estres és el que
contribueix a la deformacié anisotropica del gel sota un camp electric. (Tanaka i col., 1982;
Kwon i col.,, 1991; Gong i col., 1994; Murdan, 2003; Lee i Tae, 2007).

3.2.7. Polimers sensibles als ions

Es defineixen com a polimers que tenen a la seva cadena llocs de reconeixement d’ions, la
pressid osmotica i les repulsions electrostatiques generades per la complexacid, expandeix
significativament les xarxes que conformen els gels, produint-se una associacio dels ions de les
cadenes polimériques i el seu col-lapse com a conseqiiéncia del seu entrecreuament fisic. A
banda d’aquests efectes dels gels polimerics, el reconeixement d’ions es tradueix en canvis de
volum, indicant que el disseny supramolecular esta relacionat amb el disseny del material.

En funcid del tipus idnic que actua sobre el polimer podem trobar estimuls anionics i estimuls
cationics :

Els compostos macrociclics com els esters en corona i els calixarens han atret forca interés com
a receptors moleculars, i els polimers que contenen compostos macrociclics han estat
preparats i investigats per la seva aplicacié com a materials de separacié i extraccid especifica
de metalls. La complexacié dels metalls amb els polimers han conduit al disseny de gels
polimeérics que responen a grans canvis de volum induits per la preséncia d’ions metal-lics (Pi i
col., 2010).

3.2.8. Polimers sensibles als ultrasons

Sén polimers que responen a l'exposicié als ultrasons, de tal manera que els ultrasons
produeixen una pertorbacié del les cadenes de metil i el posterior alliberament de la insulina
(Kashyop i col., 2005).

Altres autors han desenvolupat diferents tipus de polimers que per les seves caracteristiques
alliberen la insulina després de la irradiacid per ultrasons (Traitel i col., 2008; Miyasaki i col.,
1998).

3.2.9. Polimers sensibles a la glucosa

Alguns sistemes d’alliberament de farmacs precisen de funcions avancades per poder alliberar
els farmacs d’una manera controlada en base a models on/off amb la finalitat d’aconseguir
alliberaments eficients amb els minims efectes adversos (Bawua i col., 2009). Un exemple seria
els pacients amb diabetis mellitus que precisen d’'una aportacié sostinguda d’insulina per
mimetitzar al maxim el patré fisiologic normal d’alliberament d’insulina amb la finalitat de
millorar la qualitat de vida. No obstant, la curta semi-vida plasmatica de la insulina in vivo, la
limitada biodisponibilitat oral i la manca de vies d’administracié alternatives, fa que a
I"actualitat, la insulina requereixi d’injeccions Uniques o multiples al llarg del dia amb la finalitat
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d’aconseguir els efectes terapéutics i de regulacié de la glucémia desitjats, el que no deixa de
redundar en una seérie d’inconvenients pel pacient i que pot resultar en un control o
compliment insuficient del pacient, especialment en pacients d’edat més avancada que
requereixen d’una supervisid per garantir el compliment adequat del tractament (Silva i col.,
2006). Una de les maneres amb les que es pot incrementar I'eficiencia terapeutica de la
insulina, consisteix en encapsular-la en una forma de dosificacié sostinguda capag d’alliberar-la
continuament i amb una velocitat determinada (Silva i col.,, 2006). No obstant, els sistemes
preferits i perseguits actualment en els desenvolupaments de terapies per la diabetis, sdn
aquells que permeten adaptar el flux d’insulina com a resposta de les concentracions de
glucosa en sang, de tal manera que es mantinguin els nivells d’aquesta dintre dels rangs
adequats, mimetitzant aixi la resposta fisiologica.

Per exemple, en alguns sistemes o membranes que responen a la glucosa, quan la
concentracié de glucosa in vitro varia de 0 a 0,2 mol/L, la quantitat d’insulina que s’allibera és
9,4 vegades superior i el coeficient de difusié incrementa de 0,79 cm?/s fins a 7,4 cm?/s (Chui
col., 2013). Els resultats mostren una interessant permeacié a la insulina autoregulada en
funcié dels nivells de glucosa.

Es tracta doncs, de la utilitzaciéd de polimers que sén capacos de variar la seva resposta en
funcié de la glucosa present en el medi. La seva utilitat és en el desenvolupament de sistemes
pel control de la glucémia capagos de mimetitzar la secrecié d’insulina que es produeix a
I'organisme en situacio fisiologica. Aquest tipus de sistema poliméric, ha rebut atencié
considerable degut al seu Us potencial en el tractament de la diabetis i en la millora i
estabilitzacié de la glucémia que pot suposar, no obstant, perqué aquests sistemes siguin una
realitat terapéutica encara han de poder resoldre algunes de les seves principals limitacions
com la seva manca de biocompatibilitat i el seu temps de resposta.

El mecanisme d’accié d’aquests sistemes polimerics esta fonamentat en diverses estrateégies:
1.- L'oxidacié enzimatica de la glucosa per una glucosa-oxidasa

La glucosa oxidasa, oxida glucosa resultant de la formacié d’acid gluconic i peroxid d’hidrogen.
Aixi, a mesura que la glucosa del medi incrementa, aquesta és convertida en acid gluconic que
causa la reduccié del pH i la protonacié de fraccions carboxilades facilitant I'alliberament
d’insulina. Aquest sistema resulta interessant en tant que mimetitza el patré d’alliberament
endogen d’insulina (Takemoto i col., 2010; Yin i col., 2012).

Una manera de preparar microcapsules que responen a la glucosa consisteix en la utilitzacié de
recobriments de poliamida porosa amb cadenes d’acid poliacril-lic i unions covalents d’enzims
glucosa oxidasa als porus de la membrana que es comporten com a portes de pas funcionals. A
pH neutre, en absencia de glucosa, els grups carbonil de les cadenes poliacril-liques es
dissocien quedant amb carrega negativa, en aquesta disposicid els porus a la membrana de la
microcapsula queden tancats degut a les repulsions que es produeixen entre les carregues
negatives i que fan estendre les cadenes poliacril-liques. Quan les concentracions de glucosa
incrementen, la glucosa oxidasa catalitza I'oxidacié de la glucosa a acid gluconic, disminuint aixi
el pH local, fent que es protonin els grups carboxilat de les cadenes poliacril-liques. Com a
resultat, les cadenes es contrauen degut a la disminucid de la repulsié electrostatica entre elles
i els porus s’obren (Ito i col., 1989; Webber i Anderson, 2015).
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Aquests sistemes es preparen sota la base de les propietats Uniques de la lectina per unir-se
als carbohidrats. Les lectines sén proteines multivalents i hi ha nombrosos materials sensitius a
la glucosa obtinguts a partir d’aquesta capacitat d’unié a la glucosa. La resposta d’aquests
sistemes és especifica per la glucosa i la manosa, mentre que davant altres sucres no hi ha
resposta. La Concanavalina A és una lectina que presenta quatre llocs d’unié a la glucosa i que
ha estat utilitzada sovint en sistemes d’alliberament d’insulina. En aquests sistemes, les
fraccions d’insulina sén modificades quimicament, introduint un grup funcional (o molécula de
glucosa) unida a un transportador o suport a través d’interaccions especifiques que només
poden ser interrompudes per la mateixa glucosa. El complex insulina-glicosilada-lectina
explota la unié competitiva de la lectina amb la insulina glicosilada. Les molecules de glucosa
[liure causen el desplagament dels conjugats glicosilats de lectina-insulina bioactius dintre dels
teixits circumdants (Sadashiv i col., 2015).

2.- Sistemes basats en la unié de la lectina a la glucosa

3.- Formacié d’enllagos covalents reversibles amb fraccions d’acid fenilboronic.

Aqguest sistema es basa en la utilitzacié de polimers amb grups fenilboronic i polimers polidlics
que formen un gel a través de la formacidé de complexes entre grups fenilboronic i hidroxil
penjants. En comptes de polimers polidlics, s’han utilitzat moléecules curtes com la
diglucosilhexadiamina. A mesura que la concentracid de glucosa incrementa, la densitat
d’entrecreuaments del gel disminueix donant com a resultat I'alliberament d’insulina. La
reaccio d’intercanvi de glucosa és reversible i es produeix una reforma del gel com a resultat
de la unié amb el poliol. La principal limitacié d’aquest sistema és la baixa especificitat dels
polimers.

Aquest tipus de sistema poliméric es classifica dintre del que sén els polimers sensibles a
estimuls biologics.

Aixi doncs, els sistemes d’alliberacié de farmacs autoregulats que tenen la capacitat d’adaptar
la quantitat d’insulina que s’allibera com a resposta als canvis de concentracié de glucosa i
amb la finalitat de mantenir els nivells de glucosa dintre del rang fisiologic son els preferits per
la terapia de la diabetis.
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4.- ELS BIOPOLIMERS
4.1. Introduccio

Els biopolimers sén un tipus de substancies quimiques d’origen natural caracteritzades per
tenir unitats estructurals repetitives i una estesa distribucié a la natura. El creixent interes per
aquest compostos ha originat un elevat nombre de treballs cientifics, no només pel seu baix
cost, biocompatibilitat, biodegradabilitat i facil disponibilitat, sinéd també per la seva potencial
utilitat en I'obtencidé de sistemes d’alliberament de farmacs.

Els progressos en els sistemes moderns d’alliberament de farmacs tenen la seva base en I'Us de
matrius polimeériques per obtenir un alliberament d’entitats terapeutiques dins un marc espai-
temporal tant en sistemes de dosificacid multiple com en sistemes implantables de dosi Unica.
Si bé s’han produit avencos importants en el camp dels sistemes I'alliberament de farmacs
convencionals, la irrupcié dins I'escenari terapéutic de noves estratégies, aixi com terapies
biologiques potents i especifiques, han provocat la necessitat de dissenyar i desenvolupar nous
sistemes d’alliberament de farmacs adaptats a aquestes noves necessitats. Per les seves
caracteristiques, els biopolimers s’erigeixen com un grup d’excipients amb bones perspectives
de cara a la participacidé d’aquestes estrategies en els nous sistemes d’alliberament de farmacs.

Diversos polimers naturals han estat estudiats com a materials polimerics per ser utilitzats en
sistemes d’alliberacié de farmacs, no obstant, per poder ser considerats candidats apropiats
per I'alliberament de farmacs s’han de complir diversos requisits, entre els que cal destacar
una bona biocompatibilitat i que de la seva degradaciéo no se’n derivin productes toxics o
immunogenics, una estabilitat adequada en el temps i durant el processat necessari per la
preparacio de les formulacions, sén també indispensables.

Entre els polimers naturals més estudiats destaquen la cel-lulosa i els seus derivats (Kamel i
col., 2008), el chitosan (Singh i col., 2010), I'alginat, I'albimina, la gelatina, K-carragenina, el
glucomana, acid pectinic, el midd, alguns derivats del midé com les ciclodextrines i els
polilactics (Jalil i Nixon 1990), I'acid hialuronic, esclerogluca, el pullulan, gellan, tots ells es
troben facilment a la natura i representen una classe important de biopolimers susceptibles de
ser emprats per la immobilitzacié tant d’entitats quimiques com biologiques, el que permet la
seva utilitzacié en un nombre important d’aplicacions en el camp biomeédic incloent preparacié
de bioreactors o d’organs bioartificials.

Algunes de les caracteristiques inherents o derivades dels biopolimers i que poden afectar la
seva biocompatibilitat, biodegradacié, encapsulacié del farmac i alliberament, aixi com el
processat durant la formulacié, inclouen I'estructura cristal-lina, I'estructura quimica, el pes
molecular, la solubilitat, el coeficient de repartiment, la capacitat d’absorcié d’aigua, els
mecanismes de degradacidé i erosid. Les interaccions, afinitat i influéncia del farmac pel
material poliméric juga un paper important en la formulacié del sistema d’alliberament de
farmacs i en la seva funcionalitat.

Thomes i Kleinenbude (2006) han utilitzat la K-carragenina per formular pellets amb un
alliberament rapid, aixi la utilitzaci6 d’aquest polimer resulta util en formulacions que
contenen farmacs de baixa solubilitat.
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4.2. Els Alginats

4.2.1. Definicio i obtencid

L'alginat sodic és un dels polimers particularment atractius amb un espectre ampli
d’aplicacions en el camp biomeédic. L’alginat és un copolimer lineal no ramificat de naturalesa
polisacarida compost per unitats d’acid B-D- manuronic (Bloc -M) i d’acid a-L-guluronic (Bloc-
G), que es poden trobar en composicid i seqiiencies variades. La composicid i seqliencia dels
blocs aixi com el pes molecular dels alginats sén importants en tant que aquests factors
determinen les propietats fisiques dels gels formats a partir de l'alginat i per tant les
aplicacions especifiques a que es poden destinar.

Els alginats es troben a la natura principalment en forma de sals calciques, magnésiques i
sodiques, no obstant, del processat del material natural en resulta acid alginic a partir del qual
se’n obté la seva sal sodica (alginat sodic) que és un polimer hidrosoluble. Si bé, I'acid alginic
pot ser obtingut a partir de microorganismes dels géneres Azobacter i Pseudomonas, (Sengha i
col., 1989; Clementi i col.,, 1999) la seva obtencid comercial més important procedeix de
I’extraccié primaria d’algues marines de la familia dels feofits (algues brunes) com la Laminaria
hiperborea, Ascophyllum nodosum, Macrocystis piriferea, Laminaria japonica, Laminaria
digitata, Escklonia maxima, Lesonia nigrescens, Durvillaea antarctica i Sargassum spp.,
(Gombotz i Wee, 1998).

Figura 2: Diagrama de flux del procés d’obtencié d’alginats
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Com a productes d’origen natural, els alginats presenten variabilitat molecular (variabilitat en
la proporcié i distribucid de blocs-G i de blocs-M) en funcié de la font de I'espécie d’on
s’obtenen, el teixit d’'una mateixa planta del qual s’extreuen i també I'época en qué s’efectua
la recol-leccié (Sengha i col., 1989; Clementi i col., 1999). A les algues, els alginats hi fan una
funcié esquelética, conferint més o menys flexibilitat i resisténcia als teixits on es troben, aixi
els teixits més nous i les parts toves tenen un contingut més elevat de blocs-M, igual que les
fulles, mentre que les estructures més antigues son més riques en blocs-G (Sengha i col., 1989;
Clementi i col., 1999).

Una de les propietats que fan I'alginat util en aplicacions biomédiques és la seva capacitat per
formar gels molt estables mitjangant processos de gelificacid ionotropica consistents en
bescanvi dels ions sodi (en el cas de I'alginat sodic) dels blocs-G per cations divalents com ca”,
Ba’*, Sr**, zn*", que es dipositen en cavitats electronegatives, unint els blocs-G per formar una
estructura tridimensional en forma “d’ouera” coneguda a la literatura cientifica com a (egg-
box model), obtenint una membrana gruixuda pero permeable a les molécules petites i els
liquids. Aquesta propietat és la base de diferents aplicacions potencials, tals com sistemes
d’alliberacié de farmacs, preparacié de bioreactors per terapia cel-lular, drgans bioartificials,
immobilitzacié de cél-lules, immobilitzacié d’enzims i immobilitzacié de proteines.

L’4s d’alginats com a sistemes implantables permet, a banda de la seva biocompatibilitat i
manca d’immunogenicitat per l'organisme receptor, actuar també com a immunoaillant
d’aquells elements immobilitzats i que podrien causar una reaccié de rebuig per part de
I'organisme receptor. D’altra banda la seva permeabilitat a macromolecules i als nutrients
permet un intercanvi amb el medi de dintre cap a fora per alliberar elements generats a
I'interior de la matriu d’alginat aixi com un flux de fora cap a dins permetent I'entrada dels
nutrients i altres molecules que poden interaccionar i reaccionar amb el contingut de les
matrius, esdevenint d’aquesta manera elements implantables que acaben actuant com a
vertaders organs o glandules i que acaben alliberant al medi aquells principis que produeixen.

El cas més paradigmatic i en el que s’han dipositat més expectatives i que ha motivat un
nombre molt elevat d’estudis és la creacidé de pancrees artificials, amb la immobilitzacié de
cel-lules de Langerhans productores d’insulina, no obstant, altres possibilitats com la
immobilitzacié d’hibridomes per la secrecié de determinats anticossos monoclonals també ha
estat objecte d’alguns estudis experimentals.

D’altra banda, la gelificacié ionotropica de les molécules d’alginat es presenta com un procés
flexible i facilment controlable per la manipulacié de les caracteristiques de les matrius
obtingudes i que resulten fonamentals pel control de la forma i velocitat d’alliberament dels
farmacs. A banda, els gels d’alginat formats tenen propietats d’inflament sensibles al pH,
especialment interessants per farmacs sensibles al medi acid per tal d’evitar 'atac dels acids
gastrics o bé quan es vol controlar el lloc d’alliberament.

Les propietats dels gels d’alginat poden modificar-se també si es fan reaccionar amb altres
biopolimers, resultant en xarxes interpolimeriques més complexes i de propietats diferents. Un
dels biopolimers utilitzat en les unions amb |'alginat és el chitosan, obtingut a partir de la
quitina de la closca dels crustacis.

Al marge de la seva capacitat per formar gels, els alginats es situen entre els més versatils dels
hidrocol-loids, utilitzats des de fa décades com a excipients funcionals amb un ampli ventall
d’aplicacions en formulacions farmaceutiques, com a estabilitzants, viscositzants, agent
suspensor, aglutinant i desintegrant en comprimits (Handbook of pharmaceutical excipients g
Ed, 2017).
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4.2.2. Estructura quimica

Els alginats son polimers constituits per blocs formats a partir de monomers de sucres derivats
de Il'acid urodnic, les sals de I'acid a-L-gulurdnic i B-D-manuronic. Durant I'extraccié dels
alginats, els acids uronics son convertits a la forma salina guluronat i mitjangant un pas de
neutralitzacié. La sal sodica, alginat sodic, és una de les que té més preséncia comercial i la
més utilitzada per aplicacions farmaceutiques.

Figura 3: Estructures moleculars dels sucres derivats de I'acid uronic que composen els alginats
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L'alginat sodic és un copolimer lineal no ramificat constituit per unitats monomeriques de B-D-
manuronat (M) i a-L-guluronat (G). Aquestes unitats es troben distribuides en llargues regions
homomeriques que anomenem blocs. Els blocs poden estar formats per monomers G (blocs-
G) o per monomers M (blocs-M). Les regions homomeriques es troben separades per regions
d’estructures alternants (blocs-MG). La proporcio, longitud i distribucié d’aquests blocs
determina les propietats fisiques i quimiques de I'alginat.

Figura 4: Blocs homomeérics que composen els alginats

—r ", HO 0
HO 5 o 0 \ — OH HO . 50
HO HO
' ~ /\ 0
0 \ \ /\O HO\ \
¥

oocC
[ele]e3

BLOC-G



PART BIBLIOGRAFICA m

Els blocs G proporcionen capacitat formadora de gel, el blocs M i els alternants MG aporten
flexibilitat.

Figura 5: Gradacio de la flexibilitat de les estructures d’alginat en funcié de la seva composicié
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e ——————————————

4.2.3. Propietats quimiques i fisicoquimiques

Les solucions d’alginat tenen un pH proper a la neutralitat (pH = 7,2 solucié 1% p/v). Es tracta
d’una substancia que es solubilitza en aigua de manera lenta originant una solucié col-loidal
viscosa. En solucions aquoses acides (pH<3) l'alginat és practicament insoluble degut a la
formacié d’acid alginic. No és soluble en dissolvents organics com I'etanol, I'eter o el
cloroform.

Per a moltes aplicacions dels alginats, el pes molecular és un parametre important que
determina la funcionalitat de I'alginat per a una aplicacié especifica. Les solucions aquoses
d’alginat sén viscoses i aquesta viscositat de la solucié depen del pes molecular de I'alginat
utilitzat, de la concentracié d’alginat, de la temperatura i potencialment també de la preséncia
de sals i altres components de la formulacid. La determinacié de la viscositat és utilitzada
sovint com un parametre simple, mesurable dels canvis de pes molecular del polimer i per
tant, pot ser utilitzada com un indicador d’estabilitat.

La despolimeritzacié dels alginats succeeix en solucid i en estat solid degut a una varietat de
mecanismes. Smidsr@gdt i cols. 1963 van observar que la presencia d’oxigen afectava
I'estabilitat dels alginats no purificats quan estaven en solucié degut a la preséncia de
substancies fenodliques reductores que produien despolimeritzacié red-ox causada per radicals
lliures. D’altra banda Holme i cols. (2003 i 2008), han demostrat que els alginats purificats en
estat solid i en solucid, pateixen despolimeritzacid primaria principalment per mecanismes
d’hidrolisi catalitzada per acids i alcalis. L'estabilitat més elevada es va observar dins un
interval de pHs entre 5 8.

L'increment de temperatura, augmenta la velocitat de despolimeritzacié per tots els
mecanismes mencionats (Holme i cols., 2003 i 2008). Les dades in vivo sobre cinetica i
mecanismes de despolimeritzacié dels alginats és escassa. Els mamifers no tenen enzims que
siguin actius sobre els alginats, no obstant, inclis en mamifers es pot esperar mecanismes de
despolimeritzacio aleatoria com els descrits.

Les microparticules d’alginat un cop assecades tenen la capacitat d’absorbir aigua i inflar-se de
manera depenent del pH. Es justament aquest inflament el que resulta Gtil en la modulacié de
I'alliberament del farmac encapsulat.
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4.2.4. Formacié de gels

Una de les propietats que fan dels alginats excipients amb un potencial interessant en el camp
farmaceutic és la seva capacitat per formar hidrogels. Els hidrogels sén xarxes polimeériques
tridimensionals hidrofil-liques unides i entrellacades de manera fisica o quimica i capaces
d’incorporar quantitats importants d’aigua o fluids biologics (Peppas i col., 2000).

Dins de I'important nombre de macromolécules que sén capaces de formar hidrogels els
polisacarids resulten avantatjosos respecte altres polimers sintéetics. La seva biodegradabilitat,
manca de toxicitat, biocompatibilitat i caracteristiques fisicoquimiques peculiars els fan
especialment Gtils en els sistemes d’alliberament de farmacs.

L'alginat presenta una cinética de formacié de gels habitualment molt rapida, originant gels
d’estructura suficientment robusta que els fan apropiats per un gran nombre d’aplicacions
industrials i biomediques.

En el camp farmaceutic, I'alginat s’ha utilitzat com a excipient en la formulacié de comprimits
d’alliberaciéo modificada (T@nnesen i col., 2002; Liew i col., 2006).

Degut a les seves propietats, els gels d’alginat calcic (biocompatibilitat, mucoadhesié, porositat
i facilitat de manipulacio), els gels d’alginat han estat estudiats com a sistemes d’alliberacié de
proteines, encapsulacid de cel-lules i regeneracié de teixits.

La formacié de gels d’alginat majoritariament pot produir-se per dos mecanismes. D’una
banda, la gelificacié per descens de pH, aquesta es produeix per la precipitacié d’acid alginic
qguan el pH del medi s’acidifica.

D’altra banda, la gelificacid dels alginats es produeix per la interaccié amb cations divalents, en
el que es coneix com a gelificacio ionotropica, essent aquesta una de les més estudiades i amb
un major nombre d’aplicacions.

A banda dels gels ionics, els alginats poden formar també gels acids a pH per sota del valor de
pKa dels residus d’acid uronic, mitjangant I'addicié lenta de &-gluconolactona, l'alginat és
acidificat i forma gel d’acid alginic (Draget i col., 1994). Les propietats mecaniques tant dels
gels ionics i dels gels acids depenen de la naturalesa dels alginats.
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Figura 6: Representacid del possibles entrecreuaments entre els ions de calci i les diferents cadenes d’alginat
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4.2.5. Gelificacié ionotropica

La gelificacié ionotropica es produeix de manera instantania en presencia de cations divalents,
per a l'intercanvi dels ions sodi dels blocs-G per cations com Ca**, Ba®*, Sr*, Zzn*, que es
dipositen en cavitats electronegatives, prenent part dels enllagos idnics intercatenaris entre els
blocs de guluronat (Blocs-G) i la cadena de polimer originant una xarxa tridimensional.
Aquestes zones d’enllag entre els blocs-G sovint referides a la literatura com a “oueres” (egg-
box structure) confereixen una estructura al gel gruixuda i forta, pero permeable a liquids i
petites molécules. Quan els enllagos es formen en alginats rics en blocs M, I'estructura del gel
és més fragil i pot tenir també una més baixa porositat degut a una menor forga dels enllagos
formats entre les cadenes de polimer, aixi com I'elevada flexibilitat que adquireixen les
molécules.

A diferéncia d’altres gels a base de polisacarids, els gels d’alginat es poden formar i establir a
temperatura ambient i constant. Aquesta propietat resulta particularment Gtil en aquelles
aplicacions on es vegin implicats materials fragils o amb baixa tolerancia a temperatures
elevades com poden ser cél-lules, teixits, enzims, determinades proteines o farmacs
termolabils.

La gelificacié ionotropica de I'alginat es produeix quan els ions divalents prenen part dels
enllagos ionics intercatenaris entre els blocs d’acid guluronic (Blocs G) i la cadena de polimer
donant lloc a una xarxa tridimensional.

El procés de gelificacié és molt depenent de la capacitat de difusié dels ions involucrats dintre
de la xarxa polimeérica.

Hi ha dos meétodes principals per la preparacié de gels d’alginat: a) el métode de dialisi/difusié i
el métode de gelificacid interna.

En el métode de dialisi/difusio, es deixen difondre els ions dintre de la solucié d’alginat. Aquest
metode s’utilitza freqlientment en aplicacions biotecnologiques per la immobilitzacié de
cel-lules vives en el gel d’alginat.

Una solucié d’alginat també pot ser solidificada mitjangant el metode de gelificacid interna,
com succeeix en la gelificacié in situ. En aquest cas, una sal de calci amb solubilitat limitada o
bé ions de calci complexats, es barregen en una solucié d’alginat dins la qual els ions de calci
s’alliberen, habitualment mitjangant la modificacié del pH acidificant lentament el medi.
Aguest metode és escollit quan el que es pretén és un macrogel d’alginat sinerétic i homogeni
per omplir I'espai d’un determinat contenidor. La principal diferéncia entre la gelificacié
interna i la gelificacié per dialisi/difusio és la cinética de gelificacié i en conseqléncia, la xarxa
de gel sera també diferent.

La preparacid de microesferes d’alginat s’efectua per gelificacié ionotropica utilitzant el
meétode de dialisi/difusid. La solucié d’alginat és extruida sobre un bany amb ions calci a través
d’un dispositiu generador de gotes d’alginat. Quan les gotes d’alginat entren en contacte amb
la solucié de calci es produeix la gelificacié instantania donant lloc a les granes o microesferes,
la gelificacié de les quals, acaba de consolidar-se amb un periode de curat dintre del bany i la
consequent difusié de ions de calci a la part més interna.

Es habitual situar les substancies a encapsular, bé sigui en suspensié o dissoltes en la solucié
d’alginat, aquestes queden atrapades a l'interior de I'estructura d’alginat quan es produeix la
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gelificacié. En alguns casos la substancia a encapsular també es pot dissoldre dins la solucié
gelificant.

La gelificacié dels alginats és un procés reversible en tant que els ions divalents que actuen
com a agents d’unié entre les cadenes polimeériques poden ser desplagats per altres molecules
ioniques donant lloc a un deteriorament de les propietats originals de I'hidrogel. (Le Roux i
col., 1999).

4.2.6. Sensibilitat al pH

Les microcapsules d’alginat tenen la propietat de modificar la seva estructura en funcié del pH
del medi, el que permet la seva utilitzacié en aplicacions que requereixin la modulacié de
I'alliberament en funcié del pH del medi. Quan el pH del medi és acid es produeix una
contraccié o sineresi de I'estructura amb la conseqiient retencié dels farmacs encapsulats, el
que resulta especialment atil en aquells farmacs que poden ser sensibles al pH gastric o que
resulten irritants gastrics. En qualsevol cas, el fet que el farmac transiti protegit d’interaccions
externes fins el seu lloc d’absorcié, és una propietat que fa utils els alginats en aplicacions
farmaceutiques.

El pH fisiologic varia sistematicament a I'organisme, particularment al tracte gastro-intestinal a
on algunes molecules es poden degradar degut als pHs agressius i condicions enzimatiques de
I’estdmac. El pH de I'estdmac pot anar des de valors pH = 1 fins a pH = 2 (estdmac buit) fins a
pH = 5 (després d’ingerir aliments), depenent del tipus i quantitat de I'aliment ingerit. Les
secrecions pancreatiques inicialment neutralitzen I'aliment parcialment digerit aixi que deixa
I'estdmac, resultant un pH de 5 a 6 en el duodeé. En les seccions baixes de l'intesti prim, el pH
incrementa de nou gradualment, la regid ileocecal assoleix valors de pH de 7 o superiors. Al
colon el pH cau a valors entre 6 i 7 degut a la excrecid acidica de les bactéries coloniques.

Hi ha diverses raons per voler evitar I'alliberament de farmacs a I'estémac:

- Per protegir farmacs inestables en acid de la seva desintegracié pels sucs gastrics (p.e.
antibiotics, peptids, enzims, inhibidors de bomba de protons...).

- Per protegir I'estomac de farmacs agressius que irriten la mucosa gastrica (p.e. AINES,
compostos de ferro).

- Alliberament controlat de farmacs depenent de pH per a una absorcié optima.

- Alliberament retardat.

- Alliberament intestinal dintre la finestra d’absorcié (en diferents trams de l'intesti
prim, localitzacié d’efectes).

- Alliberament coldnic tant per tractament local com per a terapies sistemiques.

Per I'aplicacié segura de formulacions gastro-resistents és important que el polimer no es
dissolgui en el medi acid de I'estémac durant el temps que dura el seu transit i que el seu
inflament sigui el menor possible i es mantingui el més impermeable possible. Per particules, el
pas per I'estomac es situa entre 30 i 120 minuts, pero pot variar depenent del tipus i quantitat
d’aliments.



E PART BIBLIOGRAFICA

4.2.7. Aplicacions biomediques i farmacéutiques

A la bibliografia trobem descrites diverses aplicacions de I'alginat.
Pel que fa a I'alginat es descriuen les seglients aplicacions:

* Aplicacions farmaceutiques: espessant, formador de gels, agent estabilitzant. Té un
paper important en el camp de I'alliberacié controlada de farmacs.

* Tractament de ferides.- afavorint una rapida epitelitzacié . Existeixen diferents
marques comercials: Algicell® (Derma Sciences) AlgiSite® M /Smith Nephew), Comfeel®
Plus (Coloplast), Kaltostat® (ConvaTec), Sorbsan® (UDL Laboratories) i Tegagen® (3M
Healthcare).

* Cultius cel-lulars: els gels d’alginat s’utilitzen com a model de cultius cel-lulars per
estudis biomedics.

* Regeneracio tisular amb proteines i cel-lules: els gels d’alginat s’"usen com a vehicle per
transportar proteines o cel-lules per regenerar teixits i organs

* Vasos sanguinis: els gels d’alginat poden promoure la formacié de vasos sanguinis per
la seva capacitat de transportar factors de creixement endotelials vasculars

* Teixit ossi: s’ha demostrat la capacitat dels gels d’alginat en la regeneracié ossia per la
seva capacitat d’alliberar factors osteoinductius, habilitat d’omplir buits...

* Formacié de cartilag: s’ha constatat I'eficacia dels gels d’alginat per transportar
cel-lules condrogeniques que restableixen el cartilag

* Musculs, nervis, pancrees i fetge: també s’han investigat els gels d’alginat i s’ha
comprovat la seva eficacia en la regeneracié d’aquests teixits i organs.

4.2.8. Obtencié de microesferes d’alginat

Les microesferes o granes d’alginat es formen pel mecanisme de gelificacid ionotropica
explicat en apartats anteriors. Es fa degotar una solucié d’alginat sobre un bany de calci de
manera que per cada gota que es submergeix en el bany inicial, es produeix la seva gelificacié
instantania, procés que conclou en uns minuts per donar lloc a la microesfera o grana. Les
concentracions d’alginat en la solucié inicial dependran de diversos factors, pero es veura
limitada per raons de viscositat final i de la capacitat final que pugui tenir la solucié de ser
extruida a través del sistema de degoteig.

Concentracions d’entre 1 i 4 % (p/v) es troben descrites a la literatura com a concentracions
habituals de treball (Pasparakis i Bouropoulos, 2005; Joshi i col., 2012). Pel que fa al bany de
gelificacié aquest es composa per una solucié aquosa que conté ions divalents lliures. Els banys
gelificants basats en el calci sén el més utilitzat i parteixen de solucions de clorur de calci. Un
cop gelificat, I'alginat resultant que és de naturalesa polianionica es pot estabilitzar amb un
policatié com el chitosan (Li, 1996; Gaserod i col., 1999), reduint al mateix temps el diametre
de porus de la capsula i modulant les propietats de la capsula obtinguda en funcié del policatié
i del procediment d’encapsulacioé utilitzat. La combinacié d’alginat amb un policatié pot fer-se
de diferents maneres, in situ o bé per capes, que poden ser d’una sola capa o multiples capes.

Existeixen diversos parametres que es poden controlar durant el procés de formacié de les
microesferes: La velocitat d’agitacid, la velocitat de degoteig i I'algada de degoteig. El control
d’aquests parametres permet que I'obtencié de microcapsules sigui més homogénia tant intra
com inter-lots. Existeixen diversos dispositius comercials que permeten un control acurat del
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procés. Entre aquests dispositius hi ha els sistemes de flux laminar, els sistemes de vibracié, els
sistemes tallants i els sistemes de voltatge electrostatic.

La literatura cientifica utilitza el terme granes d’alginat (alginate beads) o microcapsules
d’alginat. Tot i que en alguns casos s’utilitza indistintament, el terme “grana” (bead) es refereix
a estructures que consisteixen només en el nucli d’alginat mentre que el terme microcapsula
es reserva a les estructures a on el nucli es troba envoltat per una coberta policationica.

4.3. Chitosan
4.3.1. Definicio i obtencid

El terme chitosan no correspon a una Unica entitat quimica definida, i sota aquest terme
s’agrupa una série de polimers obtinguts tots ells per desacetil-lacié de la quitina que poden
variar en pes molecular des de 10000 fins a 2 milions de Daltons (Sanford, 1989) i tenir
diferents graus de desacetil-lacié (entre 60-95%), definits en funcié del percentatge de grups
amino primaris a I'esquelet del polimer. Aquesta variabilitat en la seva definicié ha representat
sovint una dificultat a I'hora d’uniformitzar usos d’'una forma precisa o bé de reproduir
resultats obtinguts en els estudis cientifics.

Es tracta d’un biopolimer lineal, no ramificat de naturalesa polisacarida format per unitats
monomeriques de D-glucosamina (unitat desacetilada; D) i N-acetil-D-glucosamina (unitat
acetilada; A), que és biodegradable, biocompatible, no carcinogenic i de baixa inmunogenicitat
i toxicitat, tant ell mateix com els seus productes de degradacié (Muzzarelli, 1997; Kumar,
2000). El chitosan, té una estructura semi-cristal-lina i el grau de cristal-linitat depén del grau
de desacetilacid. Els chitosans comercials tenen diferents graus de desacetil-lacié que poden
variar del 60 al 100%. El grau de desacetil-laci6 pot determinar-se mitjangant tecniques
d’espectroscopia RMN o valoracions acid base (Czechovska-Biscuk i col., 2012). En esséncia
podem dir que el chitosan és quitina suficientment desacetil-lada com per formar sals solubles
d’amina (Handbook of Pharmaceutical Excipients 8"Ed, 2017).

Per les seves propietats, el chitosan ha esdevingut un biopolimer que ha estat objecte de
nombrosos estudis i aplicacions en el camp farmaceutic i biomedic (lllum, 1998; Senel, 2000;
Singla, 2001) a banda, la seva obtencié es pot fer a partir de fonts naturals que sén abundats i
renovables.

Sinonims:

2-Amino-2-deoxy-(1,4)-b-D-glucopyranan; chitosani hydrochlori- dum; deacetylated chitin;
deacetylchitin; b-1,4-poly-D-glucosamine; poly-D-glucosamine; poly-(1,4-b-D-
glucopyranosamine).

Nom quimic:

Poly-b-(1,4)-2-Amino-2-deoxy-D-glucose

CAS: [9012-76-4]



m PART BIBLIOGRAFICA

Obtencié de chitosan

El chitosan no es troba com a tal a la natura, amb I'excepcié de determinats fongs que sén
capacos de produir-lo en petites quantitats (New i col., 2002), i la seva obtencié comercial es fa
per desacetilacié alcalina de la quitina, el que confereix una reactivitat superior al polimer, ja
qgue aquesta és insoluble en aigua i practicament inert, el chitosan, en canvi presenta grups
hidroxil i amino disponibles per reaccionar i per la formacié de sals (Singla i Chawla., 2001;
Kumar, 2004), a banda de la seva capacitat de retenir aigua per formar hidrogels.

La quitina és el segon polimer més abundant a la natura després de la cel-lulosa (Roberts,
1992) on s’hi troba ampliament distribuida com a component principal de I'exoesquelet a la
closca dels crustacis, mol-luscs, les cuticules dels insectes i també a les parets cel-lulars
d’algunes bacteries i fongs (Kumar i col., 2004; Agnihorti i col., 2004).

La quitina es presenta en tres formes polimorfiques, la a, la B i la y-quitina, fent una aportacié
de duresa o de flexibilitat a les estructures en funcié del polimorf que hi és present, aixi, les
estructures més dures estan formades per a-quitina, mentre que les estructures més flexibles
estan formades per la B i la y-quitina. Quan el grau de desacetilacié de la quitina arriba al 50%
(depenent de I'origen del polimer) esdevé soluble en medi aquds acid i s’Tanomena chitosan.

La industria alimentaria produeix residus abundants procedents dels crustacis que sén
aprofitats per obtenir chitosan d’una manera barata i sostenible. El procés de fabricacié del
chitosan comenca amb I'extraccié i purificacié de la quitina a partir d’aquests residus
mitjancant el tractament del material previament molturat amb solucions alcalines del 3-5%
d’hidroxid sodic per eliminar les proteines, després de neutralitzar el material desproteinitzat
es tracta amb solucions acides del 3-5% d’acid clorhidric per separar minerals com el carbonat
calcic i el fosfat calcic i precipitar la quitina (Kumar, 2000).

Aqguesta quitina després d’assecar-la es pot emmagatzemar a I'espera de ser desacetil-lada per
convertir-la en chitosan. El verdader procés de preparacié de chitosan comenca amb la
hidrolisi alcalina de la quitina que s’aconsegueix amb solucions concentrades (40-45%)
d’hidroxid sodic en calent (1102C). La hidrolisi alcalina produeix la N-desacetilacio de la quitina
deixant lliures i per tant reactius els grups amino.

El precipitat que s’obté es renta amb aigua i es dissol amb acid acetic (2%) per aixi eliminar
impureses insolubles. Un cop filtrada la solucié es neutralitza amb una solucié diluida
d’hidroxid sodic i s’obté el chitosan en forma de precipitat blanc. Es freqient que durant la
precipitacié es formin fibres de chitosan el que li pot donar una aparenca de coté.

El chitosan es presenta en forma de pols o d’escates de color blanc o lleugerament cremds i
sense olor o bé amb una olor caracteristica que recorda als derivats del peix degut
precisament al seu origen majoritari a partir de la closca dels crustacis marins.
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Figura 7: Diagrama de flux del procediment d’obtencié del chitosan
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Variant les condicions de la reaccié durant aquest procés s’altera el grau de desacetil-lacid i el
pes molecular del chitosan. També en funcié de les condicions de preparacid, s’obté chitosan
amorf o bé en forma cristal-lina. Els chitosans obtinguts per métodes convencionals acostumen
a ser amorfs, no obstant, en determinades condicions de produccié s’aconsegueixen chitosans
cristal-lins i formes microcristal-lines que s’han proposat com a adequades per determinats
usos farmaceutics com la compressio directa. Els chitosans microcristal-lins també tenen major
capacitat per retenir aigua, el que suposa major facilitat per formar gels i per tant, una
potencial utilitat superior pel desenvolupament de formes farmacéutiques d’alliberament
modificat (Struszczyk, 1987; Sabnis i col., 1997).

La reactivitat del chitosan ha propiciat I'aparici6 d’'un nombre important de derivats
consistents en la modificaciéd de la cadena lineal inicial amb radicals per obtenir estructures
ramificades amb una reactivitat, propietats mecaniques i biologiques modificades respecte el
material original. Els chitosans modificats sén objecte de nombrosos estudis com a
biomaterials innovadors per a aplicacions farmaceutiques, el que a la vegada resulta
interessant per les possibilitats que ofereixen a I’hora d’obtenir noves patents als seus
descobridors per la novetat que representa I'Us d’aquest materials. Les modificacions
acostumen a anar encaminades a I'obtencié de materials menys rigids i de solubilitat alterada.

El chitosan, és per tant, bioadhesiu i s'uneix a superficies carregades negativament com les
membranes mucoses o polimers anionics com I'alginat. El chitosan propicia el transport de
farmacs polars a través de superficies epitelials.
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4.3.2. Estructura quimica

Figura 8: Estructura molecular del chitosan

Quimicament el chitosan és un copolimer que presenta una estructura molt similar a la de la
cel-lulosa, constituida aquesta per unitats de D-glucosa enllagades per unions $(1-4) amb grups
hidroxil a les posicions C2 dels anells de glucosa. Aixi el chitosan, també presenta unions B (1-
4) pero en aquest cas per unir anells de D-glucosamina (2-amino-2-desoxi-D-glucosa) i N-
acetilglucosamina (2-acetamido-2desoxi-D-glucosa). El chitosan el podem trobar com a base o
en forma de sal com a clorhidrat, glutamat o maleat de chitosan.

4.3.3. Propietats quimiques i fisicoquimiques

El chitosan té una naturalesa alcalina deguda als grups amino presents a la seva estructura. En
medi acid aquests grups es protonen facilitant la solubilitzacié del polimer en medi aquéds,
convertint-lo en un policatid, per tant, que el seu comportament és el d’una base capag de
captar els protons acids del medi. El grup amino del chitosan té un valor de pKa = 6,5, essent
soluble en la majoria de solucions aquoses acides a pH inferior a 6,5, incloent I'acid citric,
tartaric, acetic i formic, no obstant, és insoluble en acid sulfuric i fosforic. (Aysu- Yurdasiper et
al 2010). A pH inferior a 6,5 el chitosan és una poliamina cationica amb elevada densitat de
carrega, el que li confereix la capacitat d’adherir-se a superficies carregades negativament a
més de la capacitat quelant d’ions i la de combinar-se amb materials anionics. Els polisacarids
no acostumen a tenir naturalesa policationica i aixo fa del chitosan un biopolimer amb
propietats interessants en tant que podra interaccionar amb polimers o estructures de
naturalesa anionica. El chitosan presenta les reaccions tipiques de les amines, per exemple
I’acilacié en N o bé les reaccions d’Schiff (Kumar, 2000).

A pH neutre es solubilitza amb dificultats. En general en solucions aquoses de pH > 6,5, la
majoria de molécules de chitosan perden la seva carrega i precipiten. El chitosan, és insoluble
en solvents organics, en acids a elevades concentracions i en bases. La solubilitat del chitosan
es pot veure reduida per la unié amb altres molécules mitjangant enllagos covalents.

El chitosan es troba disponible en un ampli rang de pesos moleculars i graus de desacetilacid,
essent aquests parametres els que afecten la mida de particula, formacié de particules i
I'agregacid. Els diferents graus de desacetilacid dels chitosans representen la proporcio
d’unitats N-acetil-D-glucosamina respecte el total d’unitats, es el que acaba decidint a banda
del pes molecular, les propietats del chitosan en funcié de quina sigui aquesta proporcid.
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Degut al seu elevat pes molecular i estructura lineal, el chitosan és un excel-lent viscositzant en
medis acids. Es tracta d’un material pseudoplastic que disminueix la viscositat amb I’agitacid.
La viscositat incrementa amb la concentracié, i disminueix a mesura que incrementa la
temperatura o amb un increment del grau de desacetilacié, que és un parametre estructural
determinant de les propietats fisico-quimiques tals com el pes molecular, la elongacié fins
ruptura i la forga tensil. (Wang i Xu., 1994). La densitat de carrega variara en funcié de quin
sigui el pH del medi i del grau de desacetilacid.

Taula 3: Valors de viscositat tipica (dinamica) per solucions de chitosan (1% p/v) en diferents acids

Concentracié d’acid

1% 5% 10%
Viscositat pH Viscositat pH Viscositat pH
(mPas) (mPas) (mPas)

Acétic 260 4,1 260 3,3 260 2,9
Adipic 290 4,1 - - - -
Citric 35 3,0 195 2,3 215 2,0
Formic 240 2,6 185 2,0 185 1,7
Lactic 235 3,3 235 2,7 270 2,1
Malic 180 3,3 205 2,3 220 2,1
Malonic 195 2,5 - - - -
Oxalic 12 1,8 100 1,1 100 0,8
Tartaric 52 2,8 135 2,0 160 1,7

(Extret de Handbook of Pharmaceutical Excipients 8" Ed, 2017 )

La temperatura pot produir variacions en les propietats fisiques com la solubilitat o la reologia
i aparenca. Aquest aspecte s’ha de tenir en compte quan s’utilitza el chitosan en processos
tecnologics que impliquin calor, com per exemple I'esterilitzacié. S’ha observat que la hidrofilia
i per tant la solubilitat en aigua es veu reduida després d’un procés d’esterilitzacié per calor
humit (121 2C, durant 30 minuts). La radiacié gamma també provoca canvis en les propietats
fisiques del chitosan, en aquest cas es veu afectada la viscositat que disminueix de forma dosi-
depenent (Lim i col., 1998).

Des d’un punt de vista quimic, el chitosan és una poliamina lineal, amb grups amino reactius,
grups hidroxil que també poden ser reactius i capacitat per a quelar ions metal-lics.

4.3.4. Propietats biologiques

El chitosan és un polimer biocompatible, biodegradable, segur i no toxic que s’uneix fortament
a cél-lules i microorganismes amb propietats antimicrobianes, fungistatiques, espermicides,
antitumorals i inmunoadjuvants. Té propietats hemostatiques, efectes regeneradors del teixit
connectiu iaccelera la formacié d’osteoblasts responsables de la formacié de I’6s.

4.3.5. Formaci6 de gels de chitosan

El chitosan té la capacitat de formar gels espontaniament a pH acid ja que en aquestes
condicions esdevé hidrofil-lic i és capag de retenir aigua formant hidrogels pseudoplastics, és a
dir gels que la seva viscositat davalla a mesura que les forces de cisalla incrementen (Senel i
col., 2000). No obstant, la viscositat dels gels de chitosan també depenen d’altres factors com
el pH del medi, el pes molecular i grau de desacetil-lacié. A mesura que disminueix el pH del
medi, la viscositat del gel augmenta. Tanmateix, a mesura que incrementa el pes molecular o
el grau de desacetil-laciéd, també incrementa la viscositat. Cal tenir present que el grau de
desacetil-lacié és el que determina la quantitat de grups amino reactius i per tant, quants més
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grups amino major sera el caracter policationic del polimer. Justament, a mesura que
incrementa la preséncia de carregues positives a la cadena polimérica, majors sén les forces de
repulsio convertint-la en una estructura més rigida i amb menys capacitat de plegar-se.

La densitat de carrega dels segments de la cadena polimérica és un parametre essencial per a
la formacié de gels i tots els factors que disminueixen aquest parametre afavoreixen el
desinflament i la reversibilitat (Vachoud i col., 2000). Aquestes propietats son les que resulten
utils per I'aplicacié dels chitosans en sistemes d’alliberament de farmacs.

Existeixen diferents procediments per I'obtencié de gels a base de chitosan:
1.- Acilacié

La reaccid entre acetat de chitosan amb carbodiimida produint la restauracié dels grups
acetamido.

N-acetil, N-propionil i N-butiril chitosan es preparen fent reaccionar 10% acid acetic, acid
propionic o acid butiric amb un compost acil anhidre apropiat. Els gels que es formen per N-
acil-lacié no sén reversibles termicament.

Es poden preparar gels de chitosan barrejant a elevades temperatures acetat de chitosan i sal
sodica de acid 1-naftol-4 sulfonic o acid 1-naftilamina-4-sulfonic. Aquests compostos actuen
com contraions organics grans.

També els gels de chitosan es poden preparar en solucions d’aminoacids a pH 9 (Kofuji i col.,
1999).

Per altra banda, es poden formar els hidrogels pH sensibles insertant acid D, L-lactic en els
grups amino del chitosan sense la necessitat d’un catalitzador.

La captacié d’aigua per part dels hidrogels depén de la llargada de la cadena i del grau de
substitucid.

2.- Reaccions enzimatiques

S’obtenen gels a partir de la reaccio de la tirosina gluca (un chitosan modificat obtingut a partir
de la reaccio del chitosan amb I’acid hidroxifenilpiruvic) en presencia de tirosinasa que oxida el
fenol a quinina. També es poden obtenir gels amb 3-hidroxibenzaldehid, 4-hidroxibenzaldehid
y 3,4-dihidroxibenzaldehid (Muzzarellii llari, 1994).

3.- Reaccions amb aldehids

El glutaraldehid es un agent que forma unions creuades amb el chitosan (Monteiro i Airoldi,
1999). Les xarxes de chitosan s’obtenen per reaccié del glutaraldehid en solucié d’acid lactic
(pH 4-5).

4.- Formacid de complexos polielectrolits

La protonacid elevada de les funcions amina del chitosan produeix la formacié de complexes

macromoleculars que son insolubles en aigua i formen hidrogels (Tsuchida y Abe, 1982; Kubota
y Kikuchi 1999).
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Les microsferes de chitosan es preparen per reaccié del chitosan amb quantitats controlades
d’anions multivalents resultant unions de molécules de chitosan. Aquestes unions es poden
produir en medis acids, neutres o basics depenent del metode utilitzat: unions amb anions,
precipitacid, coacervacié, emulsificacié modificada, gelacié ionotropica, unions glutaraldehid,
unions per temperatura (Aysu Yurdasiper i col., 2010).

4.3.6. Aplicacions biomediques i farmaceutiques

Nombrosos sén els estudis en les darreres décades al voltant del chitosan i el seu Us com a
excipient en formulacions farmacéutiques. Les seves propietats fisico-quimiques, la seva baixa
toxicitat, bona tolerancia i bona biocompatibilitat a banda de la seva abundancia i facilitat
d’obtenci6 han fet d’aquest biopolimer un candidat atractiu per molts nous
desenvolupaments. Des de I'any 2002 la seva monografia ja va ser inclosa a la Farmacopea
Europea.

Taula 4: Especificacions de Farmacopea pel chitosan

Assaig Farmacopea Europea (10.V)
Identificacio +
Caracteristiques +
Aspecte de la solucié

Materia insoluble en aigua <0,5%
pH (solucié 1% p/v) 4,0-6,0
Viscositat +

Grau de desacetilacio +
Clorurs 10,0-20,0 %
Metalls pesants <40 ppm
Pérdua per dessecacid <10%
Cendres sulfuriques <1,0%

El chitosan té usos en medicina, industria fotografica, alimentacid i cosmeética (Muzzarellii col.,
1985; Berger, 1983).

Destaca la utilitzacid del chitosan en el recobriment de comprimits (Abletshauser i col., 1993)
aixi com en la formacié de pel-licules sobre ferides evitant infeccions i afavorint la cicatritzacié
(Muzzarelli, 2009).

Per altra banda s’ha utilitzat el chitosan com agent hemostatic utilitzat en forma de pegats i/o
embenats (Burkatovskaya i col., 2006).

L'interes creixent del chitosan en aplicacions farmacéutiques es posa de manifest en el gran
nombre d’estudis publicats, aixi com la diversitat de camps dintre de I'ambit farmacéutic
d’aquests estudis. La idoneitat i el funcionament del chitosan com a excipient de formulacions
farmaceutiques per aplicacions d’alliberament de farmacs s’ha tractat en nombrosos estudis,
entre els que hi ha aplicacions en sistemes d’alliberament de farmacs, Us en formes de
dosificaci6 mucoadhesives, formes d’alliberacié rapida, alliberacié de peptids, sistemes
d’alliberament colonic, Us en terapia génica per alliberament de material genétic. A banda dels
sistemes d’alliberament de farmacs, el chitosan ha estat processat en diferents formes
farmaceutiques incloent gels, films, granes, microesferes, comprimits i cobertes per liposomes.
A banda el chitosan pot ser processat en sistemes d’alliberament de farmacs utilitzant diverses
técniques incloent el spray drying, la coacervacid, compressié directa i els processos de
granulacié convencional. El chitosan s’utilitza en formulacions cosmeétiques i ha estat i
continua essent objecte d’investigacié pel seu Us en formulacions farmaceutiques.
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Les propietats funcionals del chitosan depenen de la densitat i distribucié de carregues, aixi
com de la llargada de la cadena polimérica. La forma salina, el grau de desacetil-lacid i el pes
molecular acabaran determinant com s’utilitza el polimer per les aplicacions farmaceéutiques.
Tal com ja s’ha tractat, la capacitat de formar hidrogels i inflar-se o desinflar-se de forma
reversible és una de les propietats que fa atractiu el chitosan en els sistemes d’alliberament de
farmacs. (Dodane i col. 1998; Singla i col., 2001).

Dintre del camp de la formulacié de formes d’alliberament de farmacs, un dels camps on té
interes el chitosan és en I'alliberament de farmacs en llocs especifics. En aquest sentit, el
chitosan s’ha estudiat com a excipient amb propietats gastroretentives per la capacitat de
retenir els farmacs en condicions gastriques fent que I'alliberament pugui produir-se més avall
del tracte gastrointestinal. La dependéncia del pH que mostren les seves propietats
fisicoquimiques, com la capacitat de retenir aigua, la viscositat i la solubilitat, fan que sigui un
candidat adequat per aquest tipus de formes farmaceutiques. S’ha vist que el chitosan
disminueix la proporcié d’alliberament de farmacs formulats en forma de comprimit a pH acid
o lleugerament acid (Kawashima i col, 1985; Acartlirk, 1989). Altres autors han trobat que a
pHs superiors, al voltant de pH 7,4, aquesta capacitat retentiva es perd i el chitosan no és
capa¢ de modificar I'alliberament dels farmacs. La formaciéo de gels erosionables i amb
capacitat d’inflar-se ha estat objecte de nombrosos estudis (Chen i col., 1999; Gupta i col.,
2018) i s’ha vist que els chitosans presenten els mecanismes tipics dels sistemes d’alliberament
modificat que es basen en hidrogels (difusi6 no fickiana) (Ritger i Peppas, 1987 b). Les
cinetiques d’alliberament acostumen a ser d’ordre zero. El resultats també han mostrat que la
hidratacié i formacié de gels pel chitosan es produeix de forma més rapida a pHs acids (pH 1,2)
gue a pHs neutres. Aixo pot ser explicat per la naturalesa catidonica del chitosan.

Variables que afecten l'alliberament de farmacs:

La proporcié de farmac alliberada de les matrius hidrofil-liques de chitosan depenen de la
guantitat de chitosan present i també de la naturalesa del farmac. A mesura que incrementem
la quantitat de chitosan en els comprimits o en els granuls, disminueix la proporcié que
s’allibera. L’alliberacié lenta s’ha aconseguit amb farmacs lleugerament solubles. Formulacions
a base de farmacs molt solubles han requerit la preséncia d’altres excipients a banda del
chitosan. Diversos autors han estudiat amb detall els efectes sobre les propietats fisico-
quimiques de farmacs en formulacions amb sals de chitosan (en forma de malat). Han trobat
que els farmacs amb solubilitat baixa en aigua i / 0 amb elevat pes molecular s’alliberen més
lentament.

El grau d’acetilacié del chitosan s’ha vist que també té un efecte sobre I'alliberament del
farmac, pero, els efectes de les propietats fisico-quimiques del chitosan no han estat massa
avaluades. Els efectes d’alterar el pes molecular o el grau de desacetil-lacié han estat discutits
en algunes publicacions. L'alliberament del farmac s’ha vist que disminueix també a mesura
gue incrementa el pes molecular. Els efectes d’alterar el pes molecular del chitosan, s’han
considerat que estan relacionats amb I'increment de la viscositat que es produeix en els gels
formats pel chitosan.

Alguns autors (Zhou i col., 2008; Yang i Hon, 2010) han demostrat que la velocitat
d’alliberament de farmacs depén del grau de desacetil-laciéd del chitosan. La proporcié de
farmac alliberat disminueix a mesura que incrementa el grau de desacetil-lacié en probes de
dissolucié a pH 1,2. S’ha conclds que la proporcié de solvent adquirida per la matriu polimeérica
incrementa a mesura que augmenta el nombre de grups amino ionitzables del chitosan
(increment del grau de desacetil-lacid), el que resulta en un increment de la barrera que forma
el gel de chitosan.



PART BIBLIOGRAFICA E

El chitosan esdevé soluble a pHs acids (inferiors al seu pKa ca 6,2), en els quals es donen les
condicions de protonacid dels grups —NH, que resulta en la seva solubilitzacié. Després de la
protonacid, el chitosan adquireix una superficie de carrega positiva on les seves unitats
repetitives de D-glucosamina el fan esdevenir I'Unic biopolimer pseudo natural de caracter
cationic. L'alliberament de farmacs depen del pH en qué les microcapsules s’han format aixi
com el tipus de grup acil introduits en el chitosan quan aquest és modificat.

Tanmateix s’han realitzat molts estudis de I'efecte del chitosan en la millora de I’'absorcié de
farmacs peptidics a traves de les mucoses, destacant I'estudi realitzat per lllum i col., (1994)
realitzat en rates i ovelles del transport de I'insulina a través de la mucosa nasal.

4.4. Aplicacions dels gels mixtes d’alginat i chitosan

La combinacio de l'alginat i el chitosan per formar estructures mixtes condueix a un ampli rang
d’aplicacions. D’'una banda, el comportament com a polianié de I'alginat i el comportament
com a policatié fa que es formin estructures combinades de propietats diferents a les que
tindrien les estructures formades per cadascun d’aquests biopolimers de manera individual.

Lucinda-Silva col. (2010), varen preparar multiparticules d’alginat i chitosan amb triamcinolona
per ser alliberada al colon pel meétode de coacervacié/gelificacié ionotropica. Els resultats
obtinguts varen mostrar un més rapid alliberament en I’entorn enteric (pH 7,5) que en I’'entorn
gastric (pH 1,2). Wang i col. (2011), van preparar granes de chitosan-alginat amb albendazol
per ser alliberades a I'’estomac, mentre que Lira i col. (2009), varen preparar microparticules de
chitosan-alginats amb trans-acid retinoic per ser alliberat a la pell. En ambdds casos es va
aconseguir I'alliberament selectiu al lloc desitjat. També s’han realitzat diferents estudis per
combatre infeccions produides per Helicobacter pylori.

Ishak i col. (2007), varen encapsular metronidazol en granes de chitosan-alginat pel métode de
gelificacié ionotropica i es va constatar l'eficacia d’aquestes granes en I'erradicacié de
Helicobacter pylori administrades per via oral en rates.

Chang i col (2010), varen formular nanoparticules de chitosan/acid poly (glutamic)
incorporades en hidrogels d’alginat/Ca™. La capa d’alginat feia de proteccid de les
nanoparticules en I'espai gastric i d’aquesta manera facilitava la interaccié de I'amoxicil-lina
amb els espais intracel-lulars on resideix la infeccid per H. pylori.

Taula 5: Caracteristiques i aplicacions farmaceutiques de |’alginat i el chitosan (Skaugrud i col., 1999)

Caracteristica Aplicacié Alginat Chitosan
Solubilitat Control dissolucio tracte gastrointestinal +++ +++
Gel Agent d’immobilitzacio per sistema d’alliberament +++ +
Electrolits Agent bioadhesiu per sistema d’alliberament - +++
Inflament Disgregacioé de comprimits. Matriu per I'alliberament +++ ++
Film Tractament de ferides. Agent d’encapsulacio. +++ +++
Quelacié Unié a cations ++ +
Viscositat Suspensions ++ -
Biologica Resposta immune +++ +

Microbiologica Efecte antimicrobia - +++
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5. ANTIINFLAMATORIS NO ESTEROIDALS (AINEs)
5.1. Introduccié

Els farmacs analgesics i antiinflamatoris tenen els seus origens en la utilitzacié d’extractes de
plantes amb contingut en acid salicilic, especialment els obtinguts de I'escorca del salze (Salix
alba i altres membres del genere Salix), pel tractament de la febre, el dolor i la inflamacid
(Rainsford, 2004). Aquests tractaments eren utilitzats als diferents continents, aixi existeixen
dades de la seva utilitzacié a la cultura Xinesa, la Indu, I’Africana, I’Americana i tanmateix es
troben descrits amb forga detall en textos de les autoritats médiques Gregues i Romanes.

Entre els segles XVII a XIX, la popularitat d’aquests extractes, com a antipiretics, creix de
manera notable arrel de les publicacions d’assajos clinics efectuats pel Reverend Edward
Stone. Durant el segle XIX els avengos en quimica van permetre l'aillament de components
actius salicilats a partir d’aquests extractes que condueixen a la sintesi d’acid salicilic i acid
acetilsalicilic, essent aquest darrer, comercialitzat posteriorment per Bayer® com a Aspirina®
fins a dia d’avui (Rainsford, 2004).

L’acid acetilsalicilic, va esdevenir el farmac pioner d’una nova familia de farmacs batejada amb
el nom d’antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) de la qual els primers nous desenvolupaments
van ser la fenilbutazona (Geigy®, 1945) i la indometacina (Merck® & Co, 1960), utilitzades
durant decades pel tractament d’alteracions inflamatories doloroses com I’artritis. De fet, la
indometacina encara continua vigent per tractar aquest tipus d’afectacions inflamatories. No
obstant, tot i la seva eficacia i poténcia antiinflamatoria, aquests farmacs també presenten
efectes no desitjats com propiciar la formacié d’ulceres gastriques.

Durant la década dels anys 60 i vinculat a la comprensié dels conceptes de patogenesi dels
processos inflamatoris i I'accid terapéutica dels agents utilitzats en aquell temps, es va
desenvolupar l'ibuprofé (Dr. Steward Adams, The Boots Pure Drug Company Ltd, Nottingam
UK), establint-ne un perfil de seguretat favorable a dosis analgesiques i antipirétiques eficaces
de fins a 1200 mg diaris.

Amb posterioritat, cap als anys 80 i un cop conegut perfectament el seu perfil farmacologic,
toxicologic i després de I'avaluacié de la seva seguretat per les decades d’Us, I'ibuprofe va ser
aprovat al Regne Unit com a medicament OTC esdevenint aixi el primer antiinflamatori de no-
prescripcio després de I'aspirina (Rainsford 1999c).

La industria farmacéutica ha desenvolupat i comercialitzat un nombre elevat d’antiinflamatoris
inclosos dins la categoria dels AINEs i agrupats en diverses families (taula 6).
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Taula 6: Classificacio dels AINEs

GRUP QUIMIC FAMILIA AINE
Acids Carboxilics salicilats Acid acetilsalicilic
Diflunisal
Fenamats Acid Flufenamic

Acid Mefenamic
Acid Meclofenamic
Acid Tolfenamic

Indolacetics Indometacina
Sulindac

Fenilacetats Aceclofenac
Diclofenac
Etodolac
Ketorolac

Propionats Dexibuprofe
Dexketoprofe
Flurbiprofe
Ketoprofe
lbuprofe
Naproxe
Acid tiaprofénic
Carboxamides o Oxicams
Piroxicam
Meloxicam
Lornoxicam
Tenoxicam

Sulfonanilides Nimesulida

Diaril substituits Coxibs Celecoxib

Pirazols /furanones Parecoxib
Etoricoxib
Rofecoxib (retirat)
Valdecoxib (retirat)

5.2. Mecanisme d’accié

El principal mecanisme d’accié dels AINEs radica en el bloqueig de la sintesis de
prostaglandines derivades de I'acid araquidonic, per inhibicié de I'enzim ciclooxigenasa en les
seves isoformes (COX-1, COX-2 i/o COX-3).

L'enzim ciclooxigenasa (COX) també anomenat prostaglandinsintasa participa a la cascada de
I'acid araquidonic, utilitzant-lo com a substrat per originar les diferents prostaglandines. Les
prostaglandines sén sintetitzades a partir de I'acid araquidonic que actua com a precursor, en
determinats estats fisiologics habituals del nostre organisme, perd també en processos
patologics, donant com a resposta en aquest darrer cas prostaglandines causants de la
inflamacid, de processos algics o de processos piréetics.
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El fet de trobar prostaglandines i per tant, la intervencié de I'enzim COX participant
habitualment en processos fisiologics beneficiosos per I'organisme, con la citoproteccié
gastrica mitjangada per la (PGE2) i amb resultat asimptomatic en el que es refereix a processos
inflamatoris, va portar a pensar en la possibilitat de I'existéncia de formes diferents del mateix
enzim que afavoririen la produccié d’'una o altra prostaglandina en funcié de determinats
estimuls.

Aquests enzims idéntics en tot, excepte en petites variacions del lloc actiu s"anomenen
isoenzims i en aquest cas la primera proposta aniria a considerar I'existéncia de dues formes
isoenzimatiques: la COX-1 i la COX-2, essent aquesta darrera, la COX-2 una forma induible
causant de les prostaglandines que participen en els processos inflamatoris.

Posteriorment, per poder explicar alguns efectes i sobretot I'accié d’alguns farmacs com el
paracetamol amb molt poca afinitat pels isoenzims COX-1 i COX-2, amb poca potéencia
antiinflamatoria, perdo marcat efecte analgésic i antipirétic, es va postular I'existencia d’una
tercera isoforma, la COX-3, de la que actualment ja es disposa d’evidéncies experimentals de la
seva existencia.

Figura 9: Esquema dels derivats de I'acid araquidonic produits per accié enzimatica de les cicloxigenases

CASCADA DE L’ACID ARAQUIDONIC

Fosfolipids de membrana

Fosfolipassa A, ¢

Acid araquidonic

\/

COX-1 Prostaglandina G,
COX-2

COX-3 &

Prostaglandina H,

Sintases cel-lulars especifiques

v \’ \’ \’ v
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Vasoconstriccié VRl . Natriuresi Inhibicié d’acids gastrics 4 Contracci6
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Si habitualment hi ha ciclooxigenases al nostre organisme, perquée no sempre es produeixen
prostaglandines no desitjades?. Per resoldre aquesta pregunta es va plantejar la possibilitat de
que una de les isoformes, concretament la COX-1 existis en estats fisiologics normals al
contrari de la COX-2 que o bé no existiria o existiria en proporcions molt baixes i la seva
expressidé s’induiria en el decurs i com a resposta a situacions singulars o patologiques de
I'organisme. Per aquest fet també s’"anomena a la COX-2 ‘forma induible’ de la ciclooxigenasa.

Des del seu descobriment, aquesta segona isoforma ha atret I'atencié de nombrosos estudis
durant les darreres décades, per caracteritzar-la i clarificar-ne el seu paper en la inflamacio,
aixi com en els diferents processos patologics en els que s’hi troba involucrada, i també ha
estat estudiada com a una nova diana farmacologica capag¢ d’aportar major especificitat als
tractaments, major potencia i menor incidencia d’efectes no desitjats.

Les possibilitats que ofereix aquest descobriment d’abordar el tractament de la inflamacié amb
noves eines terapeutiques, ha conduit a la industria farmacéutica a interessar-se per
desenvolupar antiinflamatoris dirigits especificament a la COX-2, originant un subgrup de
farmacs, una nova familia dins els AINEs coneguda com a coxibs i que presenten una inhibicid
selectiva per la COX-2 en front de la COX-1, el que teoricament contribuiria a no inhibir les
prostaglandines fisiologiques i per tant, no inhibir els seus efectes beneficiosos per
I'organisme, reduint per tant, els efectes no desitjats que se’n poden derivar d’aquesta
inhibicié per I'Us d’antiinflamatoris. En canvi, aquest grup de farmacs, si que actuaria sobre les
prostaglandines produides per la isoforma COX-2 que s’indueix en determinats estats
patologics.

Tot i I'expectativa inicial, els resultats no han estat excessivament encoratjadors ja que alguns
d’aquests COX-2 selectius com el Robecoxib van demostrar no tenir avantatges significatives
sobre els AINEs no selectius ja existents i al contrari, podien tenir efectes adversos importants
gue deixaven en entredit el binomi risc-benefici, fent que els riscos associats a I'Us terapeutic
d’aquest farmac superés els seus potencials beneficis, fet que va portar a la seva retirada del
mercat.

Aixi, tot i I'expectativa que inicialment havia suscitat el seu descobriment, i la possibilitat d’un
Us massiu en substitucio dels AINEs convencionals no selectius, la realitat terapeutica és que
els coxibs només s’utilitzen en determinats tractaments i en general a la practica clinica no s’ha
acabat imposant una diferéncia substancial de millora respecte els AINEs convencionals, és a
dir, els AINEs no selectius que continuen aclaparant I'escenari terapeutic, quedant els coxibs
relegats a usos especialitzats, en pacients i terapies concretes prescrites habitualment per
especialistes en traumatologia i reumatologia.

No obstant, I'aprofundiment en I’estudi de la COX-2 ha conduit a troballes interessants i usos
potencials en altres malalties no directament relacionades amb les indicacions tradicionals dels
AINEs. S’ha observat una expressié augmentada de la COX-2 en malalties com el cancer, el que
ha fet plantejar pels AINEs en general, una potencial utilitat terapéutica en aquestes malalties,
fent reviure linterés pels coxibs com a inhibidors selectius de la COX-2 en vistes a
aproximacions terapéutiques innovadores en la prevencié i tractament del cancer.

Amb posterioritat s’ha postulat I'existéncia d’una tercera isoforma, la COX-3 de distribucid en
determinats organs i a la que se li atribueix la formacié d’endopirdgens promotors de les
reaccions piretiques de I'organisme. El que va portar a intuir I'existencia d’aquesta tercera
isoforma és la manca d’explicacié del perque el paracetamol, una molécula que malgrat estar
classificada dintre de la familia dels AINEs, resulta estructuralment atipica dins d’aquesta
familia de farmacs, amb efectes col-laterals diferents de la resta d’antiinflamatoris, amb baixa
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capacitat d’inhibir la COX-1 i la COX-2, i un baix poder antiinflamatori, en canvi, actuava com a
potent antipirétic i analgésic. El mateix succeia amb la manca d’explicacié en les correlacions
entre la poténcia antiinflamatoria dels diferents AINEs i el seu poder antipirétic. L'explicacié
podia situar-se al voltant de I'existéncia d’una tercera isoforma de COX, la COX-3, confirmada
mitjancant I'aillament de la seqliencia genetica que la codifica i que en realitat es tractaria
d’una variant de la COX-1.

La COX-3 seria I’enzim responsable de produir mediadors del dolor i de la febre a partir de
I’acid araquidonic, perd no mediadors de la inflamacid, el que explicaria les correlacions entre
I’afinitat dels diferents AINEs per les cadascuna de les formes COX i els seus perfils analgeésics,
antipiretics o antiinflamatoris.

Taula 7: Valors de Cls, del AINEs sobre les diferents isoformes de COX (Chandraskharan i col., 2002)

1C5o uM
Farmac COX-1 COX-2 COX-3
Paracetamol >1000 >1000 460
Aminopirina >1000 >1000 688
Antipirina >1000 >1000 863
Aspirina 10 >1000 3,1
Diclofenac 0,035 0,041 0,008
lbuprofe 2,4 5,7 0,24
Indometacina 0,010 0,66 0,016
Fenacetina >1000 >1000 102
Cafeina >1000 >1000 >1000
Talidomida >1000 >1000 >1000

Els assajos s’han dut a terme en presencia de 30ul d’acid araquidonic

5.3. Lisinat d’ibuprofeé

L'ibuprofe és un antiinflamatori no esteroidal (AINE) que pertany a la familia dels derivats de
I'acid propionic igual que el ketoprofé i el naproxe. L'ibuprofe té activitat antiinflamatoria,
antipiretica i analgesica. Probablement és la molécula clinicament més estudiada i utilitzada de
tots els AINEs juntament amb I’acid acetilsalicilic.

La forma d’ibuprofé més comu utilitzada a la industria és en la forma acida sense salificar o
ibuprofé base, no obstant, I'ibuprofé pot formar sals amb bases i com a tals amb aminoacids
de caracter alcali com la lisina o I'arginina. S’esta introduint un nombre creixent de sals, esters
i altres complexes que van guanyant significacié a I’escenari terapeutic, com la sal sodica, la sal
de lisina (lisinat d’ibuprofe) és una d’elles juntament amb les sals d’arginina, esters de guaiacol
i piridoxina derivats d’isobutil amoni i meglumina. L'ibuprofe té un centre quiral, i tot i que
acostuma a administrar-se en forma racémica, existeixen especialitats farmaceutiques que
contenen només I'isomer S(+) (dexibuprofe).

El principal avantatge de l'ibuprofé en forma de lisinat, és el seu curt periode d’absorcié a
I'estdmac i I'intesti prim. La seva solubilitat en els fluids gastrointestinals és superior a la de la
forma acida no salificada, i I'absorcié per tant, és significativament més rapida. La lisina
incrementa la solubilitat de I'ibuprofe en aigua i solucions gastriques, el que incrementa la
velocitat d’absorcié i en conseqiiéncia la velocitat de la resposta terapéeutica. L'ibuprofe en
forma de lisina és 100 vegades més soluble que I'ibuprofe base. Aixi, mentre la Cax per la
forma no salificada s’assoleix entre 1 h i 2 h després de I'administracid, pel lisinat d’ibuprofe la
Tmax €s de 30 a 60 minuts. Un inici rapid de I’accié farmacologica pot ser desitjable per a algun
tipus d’afeccidé com les cefalees o altres tipus de dolor agut. Entre els desavantatges del lisinat
d’ibuprofé hi hauria el seu elevat pes molecular, 340 mg de lisinat d’ibuprofée equivalen a un
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pes de 200 mg d’ibuprofe base, el que en limita I'Us per algunes formes farmacéutiques com
els comprimits ja que per assolir les pautes de dosificacié habituals d’entre 400 mg i 600 mg
d’ibuprofé base per dosi, en resultarien comprimits excessivament grans amb un contingut de
lisinat d’ibuprofé de 683 mgi 1225 mg.

Degut al seu efecte antiinflamatori, antipiretic i analgesic el lisinat d’ibuprofe s’utilitza en el
tractament d’afeccions inflamatories com [I'artritis reumatoide, osteoartritis, espodilitis
anquilosant, dolor entre suau i moderat, dismenorrea, cefalees vasculars i febre. Els usos com
a antipiretic i analgésic es fan a dosis baixes (equivalent a 200 - 400 mg de base). Els nivells de
dosificacié pel tractament anti-reumatic se situa entre 1,2 g a 3,2 g al dia d’ibuprofe base per
via oral dividit en tres o quatre dosis individuals.

Des d’un punt de vista farmacologic, no hi ha diferencies entre el lisinat d’ibuprofe i I'ibuprofe
base. El seu mecanisme d’accié es per inhibicid no selectiva i reversible de la COX. De fet
I'ibuprofe té afinitat d’inhibicio efica¢ de les tres formes de COX, fet que explicaria la seva
activitat antiinflamatoria, antipirética i analgesica.

Les prostaglandines es troben distribuides en diferents teixits i tenen entre d’altres propietats
efectes potents sobre la musculatura llisa.

En el cas d’estimuls inflamatoris o desordres del flux sanguini, les prostaglandines es
sintetitzen en quantitats elevades, fent els teixits sensitius a I'accié d’altres agents tals com la
histamina i les cinines. Com a resultat es produeixen simptomes com el dolor i la inflamacié. La
incidéncia de febre és deguda a la influencia de les prostaglandines al centre de regulacié de
temperatura a I’hipotalem, on actua elevant el valor d’ajust de temperatura normalment a un
valor de 372C.

L'efecte inhibitori dels AINEs sobre la sintesi de prostaglandines és el principal responsable
dels seus efectes secundaris.

Les prostaglandines juguen un paper important en les funcions fisiologiques tals com la funcié
protectora mitjangant la sintesi de la secrecié alcalina per les cél-lules de la mucosa gastrica. La
inhibicié de la sintesis de prostaglandines elimina els efectes protectors de la mucosa gastrica
provocant afectacié d’aquesta, dolor abdominal i ulceracions.

De tots els AINEs, I'lbuprofe presenta el millor perfil risc-benefici causant la més baixa
incidéncia de reaccions gastrointestinals adverses.

5.3.1. Caracteristiques generals

Nom quimic

Ibuprofé lisinat 6 p-Isobutilfenil-2-propionat de lisina

Nom IUPAC

(2S)-acid 2,6-diaminohexanoic; 2-[4-(2-metilpropil)fenil ]Jpropanoic acid

Numero CAS

57469-77-9
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Sindnims

2-[4-(2-methylpropil)fenil]propanoic acid lisinat
Acid benzenacétic, a-metil-4-(2-metilpropil) lisinat
p-isobutilhidratropic acid lisinat
2-p-isobutilfenilpropionic acid lisinat

Férmula molecular

C19H3:N,04

Massa molecular

352,48 g/mol

5.3.2. Estructura quimica

Figura 10: Estructura molecular del lisinat d’ibuprofe

CH,

COO-
COO-

H.N+ NH. .+

5.3.3. Propietats quimiques i fisicoquimiques
Aspecte

Pols blanc cristal-li

Punt de ebullicio

319.6 °Ca 760 mmHg

Punt d’ ignicié

216.7 °C

Solubilitat

DMSO < 1 mg/mL

Aigua > 71 mg/mL
Etanol < 1 mg/mL
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5.3.4. Aspectes farmacologics i clinics

5.3.4.1. Farmacodinamica

El principal mecanisme d’accié de libuprofe radica en el bloqueig de la sintesis de
prostaglandines per inhibici6 no selectiva i reversible de les isoformes de I'enzim
ciclooxigenasa 1, 2 i 3 (COX-1, COX-2 i COX-3).

Tal com s’ha descrit anteriorment, els antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) son un grup de
farmacs que presenten propietats analgesiques, antitermiques i antiinflamatories. El seu
mecanisme d’accid és la inhibicid de la sintesis de prostaglandines.

Des d’un punt de vista farmacodinamic, no s’observen diferéncies entre el lisinat d’ibuprofée i
I'ibuprofe base donat que la forma activa és la forma acida de l'ibuprofé i per tant, el
mecanisme d’accié per ambdds productes suposa la inhibicid reversible del enzim
ciclooxigenasa (COX) responsable de la biosintesis de les prostaglandines (PGs) a partir de
I’acid araquidonic a la membrana cel-lular.

L'ibuprofe té un centre quiral, el que fa que existeixin dos isomers oOptics, dels quals
I’enantiomer de configuracié S (Dexibuprofé) i associat a I'enantiomer (+), presenta una
activitat inhibidora de la COX-1 100 vegades més potent que la forma R (Kumaresan, 2010). No
obstant, els preparats comercials habitualment es presenten i s’utilitzen en la forma racemica.
Si bé I'enantiomer R(-) de I'ibuprofe a la practica pot considerar-se inactiu, I'organisme té
mecanismes per transformar-lo irreversiblement en I'enantiomer actiu S. (Geisslinger i col.,
1989). Aquesta transformacié succeeix de forma lenta, el que justifica en alguns casos
productes que contenen només I'enantiomer actiu S(+).

L’enantiomer S(+) mostra equipotencia amb la meitat de la dosi del racémic i per tant, les dosis
a prescriure han de ser inferiors quan s’utilitza la forma activa en comptes del racemic
(Kumaresan 2010). L'isomer R presenta una inhibicié de la COX amb una poteéencia de dos
ordres de magnitud menys que el S (Boneberg i col., 1996; Neupert i col., 1997) i tot i que in
vivo, en totes les especies I'isomer R és invertit de manera unidireccional cap a la forma més
activa S, no obstant, la inversié de R-ibuprofé produeix només una tercera part de la AUC
obtinguda després d’administrar I’enantiomer S- pur (Geisslinger i col., 1989b).

L’enantiomer R(-) (distomer) in vivo pateix una bioinversié unidireccional cap a I'enantiomer
actiu S(+) (eutomer), via la formacid del tioéster d’acil CoA del 2-arilpropionat. La proporcid i
magnitud de la inversié varia d’unes especies animals a altres. D’altra banda, s’ha postulat un
comportament farmacocinetic diferent per cadascun dels dos enantiomers (Hutt i Caldwell,
1983; Fournel i Caldwell, 1986; Caldwell i col., 1988).

Els processos d’absorcid, distribucid, unié a teixits, metabolisme i extraccié de farmacs quirals
poden presentar diferéncies estéereoselectives. (Hutt i Caldwell, 1983; Ariens, 1986; Jamali et al
1989; Geisslinger i col., 1989b; Tucker, 1990). Aixi, es fa evident que la interpretacio de la
farmacocinética de I'lbuprofe i altres profens quirals depenen de la esteroselectivitat en la
cinetica de disposicié. Per tant, es fa necessari mesurar els enantiomers de I'lbuprofé en
comptes de la concentracio d’lbuprofé total (Ariens, 1986; Jamali et al 1989). Les diferéncies
existeixen en la definicié dels llocs d’inversié quiral de I'enantiomer R(-) al S(+) si aquests sén
sistemics o pre-sistemics (Jamali i col., 1989 i 1992). Aquests autors, van suggerir que la
inversid quiral pre-sistéemica es produeix a I'intesti, no obstant, no van excloure la possibilitat
d’inversié sistemica. Tanmateix, s’associa els temps d’absorcié superiors a una major magnitud
d’inversié quiral. Una inversié significativa de I'acid 2-fenilpropionic va ser descrita en fetge i
ronyo de rata (Nakamura i Yamaguchi, 1987).
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Jeffrey i col., 1991 van concloure que la inversid de R(-) ibuprofé a I’enantiomer S(+) succeeix
en el fetge perd no succeeix ni en la part mucosal ni en la part serosal de l'intesti de rata. Pels
humans no s’ha proposat una inversié quiral pre-sistémica dels enantiomers de I'lbuprofe.

Fins ara la farmacocinetica dels enantiomers de I'lbuprofe s’ha investigat principalment
després de I'administracié oral (Jamali i col., 1988 i 1992; Geisslinger i col., 1990 i 1993; Hall i
col.,, 1993; Li i col.,, 1993; Fornasini i col.,, 1997) i rarament després de I’administracid
intravenosa (Eller i col., 1989, Hermann i col.,, 1993, Hermann, 1995). Tanmateix, existeix
desacord a la literatura pel que fa a les semivides d’eliminacié dels enantiomers. Alguns
estudis parlen d’una davallada paral-lela de les concentracions plasmatiques dels enantiomers.
(Geisslinger i col., 1990; Rudy i col., 1991; Hall i col., 1993; Jamali i col., 1998), mentre que
altres autors han trobat una eliminacid més rapida de I'enantiomer R (Lee i col., 1985; Cox i
col., 1988; Avgerinos and Hutt, 1990).

5.3.4.2. Farmacocinética

Si bé a nivell farmacodinamic el lisinat d’ibuprofé no presenta diferéncies respecte I'ibuprofe
base, a nivell biofarmaceutic i farmacocinétic si que hi ha diferéncies que es deriven de la
major solubilitat del lisinat respecte I'ibuprofé base.

El lisinat d’ibuprofée és una sal del derivat arilpropionic d’ibuprofe. Presenta uns avantatges
enfront I'ibuprofé base, principalment a nivell farmacocinétic, destacant:

Absorcid: La solubilitat del lisinat d’ibuprofe en aigua és molt més elevada que la de I'ibuprofé
acid. S’absorbeix més rapidament a I'estémac i I'intesti prim. La sal soluble millora la solubilitat
digestiva, aconseguint-se una dispersié més homogenia sobre la superficie gastrica, conduint a
una absorcié més rapida y un efecte menor sobre la mucosa gastrica (Geisslinger i col., 1989a).

L'absorciéo més rapida de la sal de lisina és deguda a la seva major solubilitat a pHs baixos.

Beaver (2003) y Cooper i col. (1994), destaquen que l'absorcié de I'ibuprofé acid es veu
influenciada si aquest compost es troba en forma de sal (amb arginina o en forma de sal de
lisinat o potassica). Per exemple, en cirurgia 400 mg d’ibuprofé en forma de lisinat, produeixen
un efecte analgésic més rapid i potent que I'administracié de comprimits d’ibuprofe acid 400
mg.

Kumudhavalli i col. (2010), també varen demostrar un efecte més rapid del lisinat d’ibuprofe
en comparacié amb l'ibuprofé base. Mentre que Mehlisch i col. (1995), varen demostrar
I’efecte més rapid i superior d’aquesta sal en comparacié en aquest cas amb el paracetamol.

Milles i col. (2018), van fer un estudi farmacocinetic comparatiu d’ibuprofé en forma de sal
(lisina o arginina) versus ibuprofé acid, arribant a la conclusié que amb les sals d’ibuprofe
s’aconsegueix més rapida absorcid i concentracions plasmatiques superiors.

Biodisponibilitat: Els nivells plasmatics maxims del lisinat d’ibuprofe s’assoleixen rapidament
amb una T entre 30-60 minuts, mentre que amb l'ibuprofeé acid la T, es situa entre 60 i 120

minuts, depenent de la forma farmacéutica.

Metabolisme: L'ibuprofée es metabolitza ampliament al fetge.
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Unié a proteines plasmatiques: Pel que fa a la unié amb proteines I'ibuprofe presenta entre un
90% i 99% de capacitat d’unid.

Excrecid: Aquest compost s’excreta pels ronyons essent la seva semivida d’eliminacié de 2
hores.

S’elimina majoritariament per I'orina: un 90% en forma de metabolits inactius conjugats amb
acid glucuronic i un 10% en forma inalterada. Després de 24 hores és eliminat el 100% per
I'orina.

Estudis farmacocinetics comparatius entre ibuprofe base i el lisinat d’ibuprofé demostren que:

e S’absorbeixen en quantitats similars

* S’assoleix una concentracié plasmatica maxima més elevada pel lisinat d’ibuprofe

* Amb el lisinat d’ibuprofé es triga menys temps per arribar a la concentracié maxima
¢ lgual semi-vida d’eliminacié

5.3.4.3. Indicacions
Les indicacions aprovades pel lisinat d’lbuprofe sén:

Per via oral: Tractament simptomatic del dolor d’intensitat lleu a moderada i de processos
inflamatoris no cronics, tals com cefalea, odontalgia, dolor post-operatori, dolor muscul-
esquelétic i dolor menstrual (ref: AGEMED/ CIMA).

Per via intravenosa: Per tancar un ductus arterids persistent clinicament significatiu en nounats
prematurs (< 32 setmanes de gestacid) i pesos entre 500 i 1500 g, quan les estratégies
habituals no resulten efectives. (FDA).

5.3.4.4. Formes Farmacéutiques

Les formes farmaceéutiques i dosificacions més habituals es comercialitzen en forma de
polvores per dispersar en aigua, es presenta habitualment en sobres monodosi que contenen
lisinat d’ibuprofé a raé de: 1025 mg, 683 mg i 342 mg corresponents a dosis d’ibuprofé base de
600 mg, 400 mg i 200 mg respectivament. També es comercialitza en forma de xarops,
suspensions, polvores i comprimits efervescents i en forma de solucid injectable amb una
concentracié de lisinat d’ibuprofé de 17,1 mg/ml (equivalent a 10 mg /ml d’ibuprofé en forma
de base) per ser administrada a nounats prematurs per via intravenosa.

5.3.4.5. Posologia i forma d’administracio

La via d’administracié habitual del lisinat d’ibuprofé és la oral. La posologia, s’adapta a la
intensitat de la simptomatologia i a I’ evolucié del tractament que s’administra repartit en tres
o quatre dosificacions diaries, no obstant, no s’ha d’excedir una dosi total diaria equivalent a
2.400 mg de lbuprofe en adults i 1600 mg en adolescents (edat > 14 anys).

La forma injectable s’administra per via intravenosa a nounats a dosis d’entre entre 5 i 10
mg/kg d’ibuprofe.
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5.3.4.6. Avantatges del lisinat d’ibuprofé

1.- Efecte d’inici més rapid quan es compara amb l'ibuprofé base.

2.- Reduccio del dolor superior, major eficacia i major efecte analgesic (Martindale).

3.- Resposta terapeutica més homogeénia i reproduible.

4.- Quan s’administra amb I'estdmac buit s’obtenen concentracions plasmatiques
significativament més elevades.

5.- Permet ampliar les estrategies galeniques i formes farmaceéutiques, per exemple es pot
formular en forma d’injectable per administracid intravenosa (Neoprofen®).

La gran majoria d’indicacions pel tractament del dolor requereixen d’un inici de I’accié el més
rapid possible. Per I'administracié oral d’un farmac, I'inici desitjat del seu efecte farmacologic
depen de diferents passos successius: la dissolucié de la formulacio, I'arribada al lloc
d’absorcié (habitualment les parts jejunals de I'intesti prim, la permeacié a través de les
membranes biologiques, I'entrada a la circulacié portal (amb el potencial metabolisme enteric
o hepatic de primer pas), la distribucié del plasma al lloc d’accid, i la interaccio amb el
receptor, el que causa una cascada d’esdeveniments que condueixen a la modificacié
farmacologica pretesa. La distribucio a altres teixits, el metabolisme i excrecié d’un principi
actiu, pot també afectar la disponibilitat rapida del farmac al lloc efector. Per a molts farmacs,
la manera com es produeix I'increment inicial de la concentracié plasmatica després de la seva
administracid oral, resulta critic, considerant el temps necessari per l'inici de I'efecte
farmacologic desitjat.

L'ibuprofe presenta una baixa solubilitat en medi aquds acid, no obstant és altament
permeable a través de les membranes biologiques (Bjarnason i col., 2018) degut a la gairebé
complerta absorcid, tot i aixi, I'inici de I'absorcié de I'ibuprofé depén en gran mesura de la
dissolucié i per tant de la formulacié en qué aquest s’administra.

La salificacido en forma de sal de lisina, és una de les estratégies adoptades per millorar la
solubilitat del principi actiu i aconseguir aixi un inici més rapid de I'acci6, pero també s’han
dissenyat formes farmaceutiques que afavoreixen un rapid alliberament de lI'ibuprofe en el
tracte gastrointestinal (Geisslinger i col., 1989a; Miles i col., 2018).

5.4. Nous horitzons terapeéutics pels AINEs
5.4.1. Els AINEs en el tractament de cancer

Diversos estudis clinics, estudis en animals i estudis d’experimentacié en el laboratori han
evidenciat que els AINEs que s’utilitzen habitualment pel tractament del dolor i pel tractament
de la inflamacié tenen també efectes anticarcinogenics sobre alguns tipus de cancer com el de
colon (Thuniicol., 1991; Logan i col., 1993; Giovannucci i col., 1994; Peleg i col., 1994).

Alguns d’aquests estudis han demostrat un increment dels nivells de prostaglandines a les
cél-lules tumorals coloniques (Bennett i col., 1977; Yamguchi i col., 1991; Rigas i col., 1993;
Pugh i Thomas, 1994;). Aix0 esta associat a una expressido incrementada de la forma
isoenzimatica COX-2, pero no de la COX-1 (Eberhart i col., 1994; Kargman i col., 1995; Sano i
col., 1995).
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Diversos treballs han trobat una relacié entre I'administracié de AINEs i la disminucié del
creixement de tumors, no obstant, aquesta no ha anat associada o no s’ha pogut relacionar en
tots els casos directament amb la poténcia antiinflamatoria o la capacitat d’inhibicié COX de
I’AINE en qlestid, postulant una possible induccié d’apoptosi de les cel-lules canceroses per
part d’aquests AINEs.

S’ha observat que fins i tot els enantidmers inactius dels AINES, és a dir, aquells isomers Optics
gue no tenen capacitat o amb capacitat molt reduida per unir-se a I’'enzim COX eren capacos
d’induir apoptosi en linies cel-lulars amb independéncia de I'expressié de COX-2 o de la
produccié de prostaglandines (Hanif i col., 1996).

D’altra banda, els inhibidors selectius de COX-2 com el celecoxib, han mostrat tenir
mecanismes anticarcinogenics tant dependents de COX com independents (Maier i col., 2004;
Grosch i col., 2006).

També l'ibuprofe, ha mostrat inhibir I'inici del tumor i la proliferacid en el cancer de prostata,
cancer de pit i en el cancer de colon (Reddy i col., 1996; Harris i col., 1999 i 2003; Nelson i
Harris, 2000; Andrews i col., 2002; Yao i col., 2005). No obstant, encara es desconeixen en gran
mesura els mecanismes moleculars mitjancant els quals es produeix aquest efecte
farmacologic.

Una revisio realitzada sobre 91 estudis epidemiologics que permetien avaluar la dosi-resposta i
nivell d’ingesta d’AINEs associada al risc relatiu de patir 10 afeccions malignes humanes que
incloien els tipus principals: Cancers de colon, mama, pulmo i prostata, va posar de manifest
una davallada exponencial significativa en el risc de patir-les associat a I'increment d’ingesta
d’AINEs (principalment aspirina o lbuprofe).

La ingesta diaria de AINEs produia reduccions del risc del 63% pel cancer de colon, 39% pel
cancer de mama, 36% pel cancer de pulmé i 39% pel cancer de prostata. Tanmateix, també es
van observar reduccions significatives pel cancer de ovaris (47%), cancer esofagic (73%) i
cancer d’estomac (62%).

Els efectes protectors del consum de AINEs es posa de manifest a partir dels 5 anys i aquests
son més forts en la mesura que s’allarga la durada del tractament. A partir d’aquests estudis
s’observa que aquests efectes es fan més evidents en els processos tumorals gastrointestinals
(esofag, estomac i colon). Alguns d’aquests estudis suggereixen un major efecte anti-
cancerigen per l'ibuprofé que per I'aspirina.

Estudis epidemiologics sobre el melanoma maligne, el imfoma de Hodgkin i leucemia en adults
posen de relleu I'efecte protector dels AINEs també en aquestes malalties.

5.4.2. Mecanisme d’accié antitumoral dels AINEs

Un dels aspectes importants per la instauracio i proliferacié d’un teixit tumoral és la capacitat
d’aquest per formar nous vasos sanguinis dels que nodrir-se a mesura que va creixent. S6n
molts estudis que han mostrat una relacié entre angiogénesi i expressiéo de COX-2 (Xiong i col.,
2003; Rosas i col., 2014). La COX-2 indueix diversos factors proangiogénics (Tsujii i col., 1998;
Lugano i col.,, 2020) a banda de produir prostaglandines que s’ha vist que tenen funcions
autocrines i paracrines en la proliferacié i migracié de cel-lules endotelials in vitro (Tsujii i col.,
1998; Sobolewski i col.,, 2010). A les cél-lules endotelials tumorals activades la COX-2 esta
sobreexpressada, mentre que la COX-1 s’expressa a les cél-lules endotelials normals (Félétow i
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col., 1998). Les prostaglandines derivades de la COX-2 estimulen I'angiogenesi in vivo, i la
inhibicioé de la COX-2 a les cél-lules endotelials tumorals alenteix el creixement del tumor, amb
independéncia de la expressié de la COX-2.

Mitjancant la utilitzacié de models in vitro de co-cultiu de cél-lules endotelials i cel-lules de
carcinoma de colon, s’ha trobat que la COX-2 modula la produccié de factors angiogénics per
les cél-lules tumorals, mentre que la COX-1 fa el mateix pero en les cel-lules endotelials de
teixits normals (Leahy i col., 2000; Goradel i col., 2018). Resultats similars també s’obtenen en
estudis in vivo realitzats en models de cancer de colon en ratolins (Tomosawa i col., 1999;
Sheng i col., 2020).

S’ha establert la hipotesi de dos mecanismes mitjancant els quals els AINES poden mediar la
inhibicié de I'angiogenesi, d’'una banda la inhibicié de la COX-2 que té com a conseqliencia la
down-regulacio dels factors proangiogenics i d’altra banda la inhibicié de I'activitat COX-1 de
les cel-lules endotelials. Altres estudis postulen aquestes dades mitjancant estudis in vivo,
enfocats en el paper del celecoxib en la inhibicié de la formacié de vasos sanguinis, creixement
tumoral i desenvolupament de les metastasis (Jang i col 2002; Klenke i col 2006; Dai i col.,
2012).

Un altre mecanisme mitjancant el qual actuarien els AINEs davant les cel-lules tumorals i que
explicaria perque en alguns casos la poténcia antiinflamatoria o afinitat COX d’alguns farmacs
no es correlaciona amb la seva capacitat quimioprotectiva, és per induccié d’apoptosi de les
cel-lules tumorals. La inhibicié COX pels AINEs impedeix que reaccioni I'acid araquidonic per
donar lloc als eicosanoides derivats. Quan aix0 succeeix |'acid araquidonic en no poder
reaccionar queda en excés i és aquest excés el que indueix el procés apoptotic cel-lular.

5.4.3. Els AINEs i el cancer de colon

Estudis epidemiologics han descrit una reduccié d’entre el 30 i el 50% en la incidéncia de la
malaltia, dels polips adenomatosos i de la mort produida pel cancer colorectal amb I'Us regular
d’aspirina i AINES (Collet i col., 1999; Kuzick i col., 2009; Coghill i col., 2012; Reimers i col.,
2012). La continuitat del tractament i la durada d’aquest esdevenen factors critics (Peleg i col.,
1996; Garcia-Rodriguez i Huerta-Alvarez, 2000; Chan i col., 2005).

S’han publicat estudis prospectius que han demostrat I’eficacia de farmacs com el sulindac o el
celecoxib en la supressid de polips adenomatosos i en la regressiéd de polips existents en
pacients amb poliposi familiar, (Matsuhasi i col., 1997; Steinbach i col., 2000; Bertagnolli i col.,
2006) i per tant, la seva utilitat en el tractament i sobretot prevencié del cancer colorectal. De
fet, el celecoxib va obtenir I'any 1999 l'autoritzacié de la FDA com a terapia preventiva per
pacients amb elevat risc de cancer colorectal. L’Institut Nacional del Cancer NCI (EEUU),
promou i esponsoritza assajos clinics amb coxibs com a quimioprevencié d’altres tipus de
tumor.

La sobreexpressié de COX-2 observada en processos tumorals humans ha estat estudiada i se’n
ha pogut determinar les vies mitjangant les quals es produeix, i els senyals bioquimics que
actuen com a disparadors (Tomosawa i col.,, 1999; Szweda i col., 1999; Dore, 2011),
principalment en els cancers de colon i de fetge, no obstant, es desconeix de moment si els
mecanismes de la seva modulacié sén els mateixos en altres linies cel-lulars tumorals.
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5.4.4. U'lbuprofe per la prevencié del cancer de colon

Des de la seva aprovacid I'any 1969, I'ibuprofe, inicialment desenvolupat pel tractament del
dolor i de la inflamacié, actualment veu com la seva utilitzacié pot tenir un nou horitzé
terapeéutic. Molts estudis prospectius (cas-control) han evidenciat que I'Gs dels AINEs serveix
també per reduir el risc de cancer.

Nelson i Harris I'any 2000 van observar una reduccié del risc de cancer de prostata per I'Us
d’ibuprofé i Harris i col. (2003), van demostrar en un estudi prospectiu que I'Us regular
d’ibuprofé durant anys anava acompanyat d’una disminucio del risc de patir cancer de mama.
L’eficacia dels AINEs en la prevencid del cancer de colon esta suficientment avalada per
diversos estudis (Cheng i col., 1997), no obstant, la implementacié d’aquests tractaments es
mira amb certa reticéncia pels terapeutes degut als efectes colaterals associats a I'Us cronic
dels AINEs, sobretot pel que fa al potencial risc de desenvolupar Ulceres sagnants. En aquest
sentit I’Us d’AINEs amb una millor tolerancia i menor incidéncia d’efectes adversos pot ser una
opcio.

Els inhibidors selectius COX-2 (coxibs) amb baixa toxicitat gastrointestinal podrien ser la
resposta, no obstant, el tractament amb aquest tipus de farmacs s’ha associat a episodis
cardiovasculars adversos inclis en exposicions curtes i esporadiques (Sooriakumaran, 2006;
Patrono, 2016). En conseqiieéncia aquest conjunt d’efectes negatius limita I'aplicacio clinica
dels AINEs en quimioprevencié del cancer colorectal. Existeix per tant un interes renovat en el
desenvolupament de AINEs no selectius per a Us clinic en quimioprevencid, principalment
aquells que evitin els efectes gastrointestinals.

Alguns estudis han apuntat cap a I'lbuprofé com a un dels AINEs seleccionats per la prevencio
del cancer colorectal per la seva bona tolerancia general i baix risc associat al seu consum. Els
AINEs amb capacitat d’inhibir la COX-1 i la COX-2 presenten un historial destacable pel que fa a
la quimioprevencio del cancer colorectal (Ricchi i col., 2003; Wang i col., 2010). Aquests efectes
estan relacionats amb la capacitat d’aquest farmac d’inhibir la produccié de prostaglandines
proliferatives i proinflamatories, principalment la PGE2.

Tradicionalment els efectes anticancerigens dels AINEs s’han justificat per la inhibicié de la
COX, no obstant, en el cas de I'ibuprofe, mentre que I'enantiomer S és un potent inhibidor de
la COX-1 i la COX-2, I'enantidbmer R representa una poténcia d’entre dos i tres ordres de
magnitud menys que I'enantiomer S. Jansen i col. (2008), van estudiar la importancia dels
mecanismes COX en la proteccié del cancer pels AINEs, i més especificament es van interessar
per la influéncia de la isoforma induible COX-2 fent un experiment amb una linia cel-lular de
carcinoma de colon huma que expressava COX-1 i COX-2 i amb una altra linia de carcinoma de
colon deficitaria en COX-2. Es va veure que I'lbuprofe té efectes anticarcinogenics tant en les
cel-lules que expressen COX-2 com a les COX-2 deficients el que suggereix altres mecanismes
implicats en I’efecte anticancerigen a banda de la inhibicié COX.

Diversos autors han proposat altres dianes independents de COX per I'ibuprofe que podrien
tenir efecte en I'accié antitumoral. En aquests mateixos experiments in vivo, I'’enantiomer S
tenia efectes similars a I'enantiomer R el que inicialment podia suggerir un mecanisme d’accié
independent de COX, no obstant, cal tenir present que en els organismes vius I'ibuprofé R es
transforma en el seu enantiomer més actiu S d’'una manera irreversible, el que també podria
explicar algun d’aquests resultats.

Diversos estudis a doble cec i controlats per placebo, han posat de manifest que tant els
inhibidors selectius COX-2 celecoxib i rofecoxib com els no selectius com aspirina i sulindac, sén
efectius en la reduccié de la recurrencia d’adenomes aixi com el risc de cancer colorectal.
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6. SISTEMES D’ALLIBERAMENT DE FARMACS DE LOCALITZACIO ESPECIFICA

6.1. Introduccié

Els sistemes d’alliberament de farmacs especifics per una localitzacid, permeten alliberar el
farmac a un lloc determinat, per exemple dintre del tracte gastrointestinal. L’alliberament és
controlat habitualment per factors de I'entorn en que es troba el sistema d’alliberament del
farmac, tals com diferéncies de pH (Almeida i col.,, 2012) o preséncia d’enzims al tracte
intestinal (Newton i col., 2012; Hua i col., 2015; Lee i col., 2020).

El sistema d’alliberament més senzill, seria una forma de dosificacié amb recobriment entéric
que allibera el farmac immediatament després de la dissolucié de la coberta entérica. El temps
de laténcia abans de I'alliberament depén principalment del nivell de recobriment, del tipus de
polimer enteric i del temps de residéncia a I'estdmac. Es poden aconseguir temps més llargs de
retencid del farmac amb polimers que es dissolen a valors de pH més elevats i amb nivells més
elevats de recobriment. Els temps de laténcia en condicions in vivo, no obstant sén més
variables, especialment amb sistemes de dosi Unica com comprimits o capsules degut a la
variabilitat del temps de residéncia gastric (Streubel i col., 2006; Bagul i col., 2012).

El temps de residéncia gastric es pot situar al voltant dels 40 minuts amb I'estémac buit i al
voltant d’uns 250 minuts després d’un esmorzar de 2200 kJ i fins a més de 9 hores després
d’un apat i ingesta adicional “d’snacks” (Ewe i col. 1991). Una forma de dosificacié Unica
recoberta entéericament després de la seva administracié al mati pot ser retardada fins a la nit.

6.2. Sistemes d’alliberament colonic

El colon és un lloc interessant tant per I'alliberament local com per 'alliberament sistémic de
farmacs. Amb farmacs com la sulfasalacina, la mesalacina o glucocorticoids com la prednisona,
budesonida o la dexametasona s’aconsegueixen terapies locals pel tractament d’alteracions
inflamatories com la malaltia de Crohn o bé la Colitis ulcerosa (Mahadevan, 2004).

El colon pot ser també un lloc potencial d’absorcié per farmacs de naturalesa peptidica degut a
I'elevada permeabilitat de la membrana i la baixa activitat enzimatica en aquesta part del
tracte digestiu. L'alliberacié colonica ha estat investigada per a peéptids com la insulina i la
vasopressina (Saffran i col., 1986; Mahkam i col., 2006).

S’ha trobat insulina intacta absorbida des del colon, aixi com també des del duodé, no obstant,
quan l'absorcié és colonica condueix a nivells d’insulina sanguinis més elevats i més llargs
(Atchison i col., 1989). La via transcitosica s’ha demostrat mitjangant marcatge amb or de la
proteina. La insulina introduida en el lumen del duodé i colon de rata, sembla ser rapidament
internalitzada per les céel-lules epitelials i transferida a través de las via transcitosica.

Es considera que el colon posseeix ‘condicions de compartiment tancat’ (Rubinsteiin i col.,
1997). Un moviment propulsiu lent no només déna com a resultat uns temps d’exposicio més
llarg del farmac als enzims proteolitics, sinéd que també propicia la perllongacié del temps de
residéncia i una lenta dilucié dels potenciadors de I'absorcié o inhibidors de peptidasa.
Aquesta és I'explicacié dels perfils farmacocinétics plans que s’observen.
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6.3. Sistemes d’alliberament colonic controlats per pH

Un farmac dirigit de manera especifica al colon pot ser possible gracies a les diferencies de pH
entre el pH acid de I'estémac i el pH de I'ili (Nugen i col., 2001). Els polimers enterics utilitzats
per a formulacions coldoniques inclouen polimers derivats de I'acid metacrilic com els
EUDRAGITs® Li S, que es dissolen a pH 6 i 7 respectivament (Obeidat i col., 2009). No obstant,
s’han descrit alguns problemes de fallida de les formes recobertes deguts a desintegracié
insuficient (Lee i col., 2020).

Tanmateix, I'alliberament del farmac en el colon no ha estat suficientment reproduible en
alguns dels experiments duts a terme amb aquest tipus de recobriment (Philip i col., 2010). Les
formulacions amb un recobriment de Eudragit® S han mostrat un comportament diferent en
funcié del tipus de solucié reguladora del pH, tot i tenir un pH final idéentic perd concentracions
salines diferents.

En altres assajos de dissolucid que mimetitzaven els extrems de pH més probables durant el
transit de la formulacid al llarg del tracte gastrointestinal, I'alliberament del farmac a partir de
formes farmacéutiques originalment dissenyades per [l'alliberament colonic, tant podia
produir-se en el duodé com no produir-se (Liu i col., 2011).

Un altre motiu per la manca de reproductibilitat in vivo pot ser la caiguda de pH a la unid ileo-
cecal deguda a la presencia d’acids grassos de cadena curta (p.e. I'acid butiric, I'acetic i el
propionic), que sén acids febles amb valors de pK, al voltant de 4,8 produits per la degradacio
microbiologica dels polisacarids no-absorbits, els oligosacarids i els polisacarids (Topping i
Clifton 2001). El pH va caure de 7,4 a 5,7 a l'ili terminal i el colon dret de voluntaris sans. Una
davallada del pH colonic podia ser també relativa a alteracions inflamatories.

S’han descrit pHs de 2,3 a 4,7 a les parts proximals del colon en voluntaris sans (Nugel i col.,
2020), possiblement causats per la colitis ulcerosa. Si el recobriment de la forma farmaceutica
esta dissenyat per dissoldre’s a pHs més alts, el sistema no es desintegraria al lloc especific
desitjat del I'intesti, si es produeix una inesperada caiguda del pH com es descriu més amunt.

Per solventar aquest problema en pacients afectats d’alteracié inflamatoria intestinal s’ha
proposat la utilitzacié de polimers solubles en acid com el copolimer I'Eudragit® E (co-polimer
de poli-dimetilamaminoetil metacrilat - metilmetacrilat-butilmetacrilat) (Naeem i col., 2015), i
aixi aconseguir un sistema que alliberi el farmac al lloc de la inflamacié perdo que no es
dissolgui a pHs més elevats. Aquest sistema seria capag de resistir el pH elevat de I'intesti prim
i de les regions no inflamades del colon. Per protegir el sistema contra el medi acid de
I’estdmac seria necessaria una coberta entérica addicional.

Els biopolimers chitosan i alginat, poden ser excipients adequats per un alliberament especific
a la zona coldnica, d’una banda la naturalesa anionica de I'alginat i la cationica del chitosan
permeten diferents nivells de recobriment en capes superposades. D’altra banda les matrius
d’alginat es contreuen a pHs acids impedint I'alliberament dels farmacs que contenen,
permetent aixi el pas gastric del sistema sense que el farmac sigui alliberat. Les cobertes de
chitosan sén solubles a pHs acids, pero hi pot haver un rang de pHs a on es desfan més
lentament.

Una de les claus pel control de I'alliberament de farmac amb una localitzacié especifica, és la
dissolucié del recobriment d’una forma que depengui del pH, aprofitant que a diferents parts
del tracte gastrointestinal els pHs del medi son molt diferents. Degut a quée la dissolucié del
recobriment es controlat pel pH, o per la permeabilitat graduada, el farmac es alliberat de
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manera precisa en una seccid especifica del tracte digestiu o a temps especifics després de la
ingesta.

L'estomac té un pH de 1 a 2 (estédmac buit) fins 5 (després dels apats), depenent del tipus i
guantitat de la ingesta d’aliment. D’altra banda amb independéencia de la quantitat d’aliment
present, amb la edat, el pH mig de I'estdmac també va incrementant. En el duode es produeix
la neutralitzacié parcial dels aliments digerits procedents de I'estdmac. La secrecid pancreatica
s’encarrega de situar el pH a valors de pH =5 - 6 en el duodé. A mesura que avancem per
I'intesti prim, el pH continua incrementant de manera gradual fins a valors superiors a 7. En el
colon el pH cau novament entre 6 i 7 degut a I'excrecidé de la flora colonica.
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7. QUALITAT PER DISSENY (QbD), ESPAIS DE DISSENY | DISSENY d’EXPERIMENTS (DoE)

7.1. Introduccio

El desenvolupament de formulacions de productes farmaceutics ha deixat de ser un camp de
predominanga empirica i d’assaig error per esdevenir un territori eminentment sistematitzat a
on l'abordatge d’una nova formulacié parteix d’'una base de coneixement no només de la
formulacié i les interacciones entre els seus components en una determinada forma
farmaceutica, sind en un sentit ampli de tots els processos implicats en la seva preparacio i
analisi. L'avaluacié previa de les interaccions entre tots els elements que participen en el
procés i que poden conduir a I'exit o al fracas del desenvolupament té un caracter prioritari.

Fases com la pre-formulacié esdevenen essencials a I’hora d’adquirir el coneixement necessari
i definir el territori experimental dintre del qual amb tota probabilitat s’assoliran els objectius
perseguits pel procés de desenvolupament de la formulacid, des de la seleccié de la
composicid fins als millors metodes d’avaluacié de la mateixa, passant pel procés productiu
optim i que ofereixi més garanties de qualitat. La sistematitzacié del procés de
desenvolupament i posterior avaluacio és possible gracies a les eines d’analisi i calcul estadistic
gue tenim a I'abast i que simplifiquen aquest procés fent-lo viable i efectiu.

El coneixement de les variables i com aquestes afecten a una determinada formulacié o procés
farmaceutic permet establir el que es coneix com a espais de disseny. El concepte d’espai de
disseny consisteix en disposar d’uns rangs de treball per a determinades variables critiques
dintre dels quals es compliran els requisits preestablerts de la formulacié o procés, es a dir
sempre que les variables es trobin dintre dels valors que delimita I'espai de disseny, el
producte estara dintre de les especificacions previament definides (ICH Q8).

Els espais de disseny es defineixen sobre una base de resultats experimentals que permet
delimitar-los mitjangant el tractament matematic. Aixi la qualitat per disseny (Quality by
design) consisteix en una aproximacid sistematica al desenvolupament farmaceutic que
comenga amb objectius predefinits, emfatitza la comprensié del producte i del procés aixi com
el seu control sota una base cientifica solida, mitjangant la gestidé de riscos de qualitat i I'us
d’eines estadistiques (Wu i White, 2011) .

En el camp del desenvolupament farmacéutic podem associar el terme qualitat a I'obtencié
d’'una formulacié, procés o producte que compleixi unes determinades especificacions
predefinides amb independéncia de si es tracta de productes i processos definitius o
experimentals. L'espai de disseny esdevé en aquest cas la regié de I'espai experimental a on
succeeix la combinacié multidimensional i interaccié de les variables a estudiar i parametres de
procés que han demostrat tenir una influéncia en el resultat desitjat (ICH Q8).

Més enlla de les connotacions practiques a nivell experimental i d’assegurament de qualitat en
els processos farmaceutics, els espais de disseny tenen implicacions regulatories pel que fa a
les autoritzacions de comercialitzacid i a les condicions i processos aprovats per la fabricacié
d’'un medicament. En aquest sentit quan les variables i parametres dels processos es mouen
dintre de I'espai de disseny es considera que el resultat sera el desitjat i per tant no implica la
consideracié de canvi, no obstant, quan no és aixi, quan queden fora de I'espai de disseny, cal
iniciar un procediment regulatori de canvi post-aprovacid. En aquest ambit I'espai de disseny
es proposat pel sol-licitant i ha de ser avaluat i aprovat per I'autoritat regulatoria competent.
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La qualitat per disseny requereix determinar com les variables de la formulacié i del procés
influencien la qualitat del producte. Per aquest motiu resulta imprescindible la comprensid
dels factors i dels seus efectes d’interaccié mitjangant un conjunt d’experiments. La Qualitat
pel disseny es nodreix de I'aplicacié d’eines com: Atributs critics de qualitat (CQAs); disseny
experimental (DoE); avaluacié i gestidé de riscos de qualitat (QRM) i tecnologia analitica de
procés (PAT) pel desenvolupament de productes farmaceutics. Les directrius de la
International Conference on Harmonization (ICH Q8) il-lustren els principis i les eines per
implementar la Qualitat per disseny.

7.2. Elements i eines que utilitza la QbD
7.2.1. Atributs critics de qualitat (CQAs)

Els atributs critics de qualitat sén propietats fisiques, quimiques, biologiques o
microbioldgiques que haurien de trobar-se dintre d’uns limits adequats, rang o distribucié per
tal d’assegurar la qualitat desitjada del producte. Aquests atributs s’associen generalment al
principi actiu, els excipients, els productes intermedis (materials en procés) i el producte
acabat.

El nombre i tipologia d’atributs es defineixen en funcié de la forma farmacéutica i dels
processos implicats. Aixi, mentre per formulacions solides orals es referiria a aquells que
poden afectar per exemple la puresa, 'alliberament, la potencia i I'estabilitat, per altres tipus
de formulacié es poden anar afegint altres atributs com serien les propietats aerodinamiques
per productes inhalats, I’ esterilitat per productes parenterals, la mida de particula per
suspensions o la densitat aparent per pélvores.

El atributs critics de qualitat poden anar variant a mida que es disposa de més coneixement i
experiéncia en els materials i processos involucrats i el seu comportament.

7.2.2. Avaluacié i gestié de riscos de qualitat (QRM)

La gestio de riscos de qualitat s’utilitza amb I'objecte de donar un ordre de prioritats a la llista
de potencials atributs critics de qualitat, la seva avaluacié i mitigacid. Els atributs critics de
qualitat poden ser identificats mitjangant processos interactius de gestid de riscos de qualitat i
experimentacié que avaluin les magnituds en les que I'alteracié d’aquests atributs poden tenir
un impacte en la qualitat del medicament.

La gestid de riscos de qualitat farmaceutica és un procés sistematic per I'avaluacié, control
comunicacié i revisié de riscos per la qualitat del medicament al llarg del seu cicle de vida. (ICH
Q9).

El resultat d’una avaluacié de riscos és o bé una estimacié quantitativa del risc o una descripcié
qualitativa del rang o interval de risc. Quan el risc s’expressa de forma quantitativa, s’utilitza la
probabilitat numerica. De forma alternativa es poden utilitzar descriptors qualitatius tals com
molt baix, baix, moderat, alt o molt alt, que haurien de ser definits amb el maxim detall
possible.

Es molt habitual, no obstant, utilitzar un sistema de puntuacié que permeti situar els riscos en
un sistema de ranking. En aquest cas l‘analisi de riscos consisteix en objectivitat
guantitativament un determinat descriptor del risc mitjangant una puntuacié numeérica, el que
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permet ordenar-lo dintre d’un sistema de prioritats i de rellevancia, situar-lo en importancia
dintre del global del procediment i gestionar-lo d’una forma o altra en funcié del lloc que ocupi

en el ranking establert.

La puntuacié final associada a I'avaluacio del risc, surt d’aplicar el producte de les puntuacions
parcials de la Severitat (S), la Probabilitat (P) i la Detectabilitat (D). A les taules 8, 9i 10, podem
veure com es pot fer I'assignacié de puntuacio als descriptors per la severitat, la probabilitat i
la detectabilitat respectivament. Aquestes taules sén una adaptacié de la NTP 679: Andlisis
modal de fallos i efectos (AMFE) del INSHT.

Taula 8: Classificacié del defecte segons la repercussio en el sistema i/o usuari. Severitat (S)

SEVERITAT CRITERI VALOR
Molt baixa No és d’esperar que aquest defecte de petita importancia 1
(repercussions imperceptibles) origini un efecte real sobre el rendiment del sistema,
probablement passi desapercebut pel client.
2-3
Baixa El tipus de defecte originaria una petita inconveniéncia pel
(repercussions irrellevants gairebé imperceptibles) ~ sistema.  Probablement  s’observés  un lleuger
deteriorament en el rendiment del sistema sense
importancia. Es facilment subsanable.
4-6
Moderada El defecte produeix un cert disgust o insatisfaccio.
(defectes de relativa importancia) S’observa un deteriorament en el rendiment del sistema.
Alta El defecte pot ser critic i produir la inutilitzacié del sistema. 7-8
(repercussions irrellevants gairebé imperceptibles) ~ Produeix un grau d’insatisfaccié elevat.
Molt alta Defecte molt critic que afecta el funcionament de la 9-10
(repercussions irrellevants gairebé imperceptibles) ~ seguretat del producte i/o procés involucrat seriosament el
compliment de normes reglamentaries. Quan els
incompliments son greus s’aplica 10.
Taula 9: Classificacio de la freqiiencia. Probabilitat de la ocurréncia del defecte (P)
FREQUENCIA CRITERI VALOR
Molt baixa Cap defecte es pot associar a processos identics ni s’han 1
(improbable) produit mai en el passat, malgrat tot sén possibles
Baixa Defectes aillats en processos similars o gairebé idéntics. Es 2-3
poc probable que succeeixi tot i que es raonable esperar-ho
al llarg de la vida del sistema.
Moderada Defectes apareguts ocasionalment en processos similars o 4-5
previs a I'actual. Probablement es produira al llarg de la
vida del sistema.
Alta El defecte s’ha presentat amb certa freqiencia en el passat 6-8
en processos similars o previs que han fallat.
Molt alta El defecte és gairebé inevitable. Es segur que es produira 9-10

amb frequencia.
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Taula 10: Classificacié de la facilitat de deteccid del defecte (D)

DETECTABILITAT CRITERI VALOR

Molt alta El defecte és obvi. Resulta molt improbable que no sigui 1
detectat pels controls existents

Alta El defecte tot i ser obvi i facilment detectable, podria en 2-3
alguna ocasidé escapar a un primer control, tot i que amb
tota seguretat seria detectat a posteriori

Mitjana El defecte és detectable i possiblement no arribi a causar 4-6
problemes al sistema perqué s’hagi detectat abans de
formar-ne part.

Petita El defecte és de tal naturalesa que resulta dificil detectar-lo 7-8
amb els procediments establerts fins el moment.

Improbable El defecte no es pot detectar. Si succeeix gairebé segur que 9-10
passara a formar part del sistema.

Risc(R)=S:-P-D

Amb aquest sistema, el rang de puntuacions de I'avaluacié de risc va de I'1 (minim) al 1000
(maxim).

Les puntuacions assignades durant una analisi de riscos tenen en consideracio la rellevancia i
transcendéncia de I'atribut a avaluar en el procés, la importancia d’'un eventual defecte en
I'atribut, la probabilitat de qué aquest es produeixi i la capacitat del sistema per detectar-lo
sense que passi desapercebut pels mecanismes ordinaris de control. Aixi, les preguntes a les
que cal donar resposta en una avaluacio de riscos sén: a) Qué pot anar malament?, b) quina
probabilitat hi ha de que vagi malament?, c) quines sdn les conseqiiencies (severitat)?, d) en
cas que surti malament quines probabilitats tenim de detectar-ho prematurament
(detectabilitat)?.

7.2.3. Tecnologia Analitica de Procés (PAT)

Es considera la PAT com un sistema per dissenyar, analitzar i controlar la fabricacié a través de
mesures periodiques (p.e durant el procés ) dels atributs critics de qualitat i funcionament dels
materials de partida, dels materials en procés i dels processos, amb la finalitat d’assegurar la
qualitat del producte final, no obstant, cal matissar que el terme analitica s’ha de considerar
en un sentit ampli per incloure I'analisi quimica, fisica, microbiologica, matematica i de riscos
concebuda d’una manera integral. L'objectiu de la PAT és incrementar la comprensié i control
dels processos de fabricacié de manera que sigui coincident amb el sistema de qualitat del
medicament produit. La qualitat no pot ser determinada en els productes, hauria de ser
construida amb ells o formar part ja del seu disseny.

L’aproximacié PAT proporciona una base per identificar i entendre les relacions existents entre
els diversos factors critics de formulacié i de procés. Les dades i informacions per ajudar a la
comprensié d’aquestes relacions es nodreixen de programes de pre-formulacio,
desenvolupament, estudis d’escalat aixi com a la utilitzacié de millores d’analisi de les dades
de fabricacio al llarg del cicle de vida del producte.
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Hi ha moltes eines disponibles que permeten la comprensid del procés pel desenvolupament
cientific i farmaceutic gestionat pel risc, fabricacié i garantia de la qualitat. Aquestes eines,
quan s’utilitzen dintre d’un sistema, poden proveir medis efectius i eficients per adquirir
informacié per facilitar la comprensié del procés, la millora continua i les estratégies de
mitigacid de risc. Dintre del marc de treball PAT, aquestes eines poden categoritzar-se d’acord
amb el segilient: Eines pel disseny multivariant, adquisicié de dades i analisi, analitzadors de
procés, eines de control de procés, millora continua i coneixement de les eines de gestid. Una
combinacié apropiada d’algunes o totes aquestes eines pot ser aplicable per una operacié
d’una sola unitat o bé per un procés de fabricacié complert i I'assegurament de la qualitat.

S’intenta donar suport a la innovacié i eficiencia en el desenvolupament farmaceéutic,
fabricacio i garantia de qualitat. EIl marc de treball es basa en la comprensio del procés per
facilitar la innovacié i les decisions basades en I'avaluacié del risc.

7.3 Disseny d’experiments (DoE)

El disseny d’experiments (DoE), és una de les eines que permet la comprensié sobre com les
variables de la formulacié poden influir la qualitat del producte mitjancant la definicié d’un
“espai de disseny” entesa com a regid de I'espai experimental a on una combinacié
multidimensional, la interaccié de les variables estudiades i els parametres del procés han
demostrat que es garanteix la qualitat (FDA, 2004) i aquesta pot ser descrita en termes de
relacions matematiques. Amb I'ajut del disseny experimental, es poden trobar les relacions
entre les diferents variables independents i el funcionament del sistema, de tal manera que no
es podria assolir aquesta informacié amb els experiments tradicionals d’una sola variable a
cada moment (Singh i col., 2005).

El DoE utilitza les superficies de resposta com una de les metodologies més eficients en tant
implica I'GUs de dissenys experimentals diferents per generar relacions matematiques
polinomials i una associacié de la resposta a un domini experimental per tal de seleccionar els
parametres de procés i de formulacié optims (Montgomery, 1991). La metodologia de les
superficies de resposta permet dur a terme l'optimitzacié sistematica de formulacions o
processos mitjancant la seleccié d’una funcié objectiva, trobant els factors de contribucié més
importants i investigant la relacié entre les respostes (Candioti i col., 2006) per I'optimitzacio
estadistica dels parametres de formulacid.

7.3.1. Dissenys factorials

Els dissenys més utilitzats per establir les superficies de resposta sén els dissenys factorials que
poden ser complerts o fraccionats. Si bé els dissenys factorials poden ser utilitzats per la
determinacié de superficies de resposta simples que sén lineals en tots els factors investigats,
habitualment s’utilitzen per a determinar quins factors experimentals son més interessants
d’investigar i quins factors son els que no afecten significativament el resultat experimental.

Quan la interaccid és negligible, la superficie de resposta és plana. Com més important sigui el
terme d’interacciéd més gran és el grau de plegament de la superficie de resposta plana. Si el
model lineal no és suficient per representar les dades experimentals adequadament es poden
fer més experiments a banda d’aquells del disseny factorial.

El terme disseny factorial es refereix a un disseny experimental que permet avaluar la
influéncia d’una variable independent en conjuncié amb altres variables independents sobre
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un o més efectes a estudiar (variables dependents). També permet avaluar la interaccio que es
produeix entre les diferents variables que actuen simultaniament.

El disseny experimental contempla la realitzacié d’un nombre determinat de repeticions del
I'experiment per poder establir d’'una forma estadisticament representativa i totalment
parametritzada la relacié entre les variables estudiades, I'efecte i les interaccions.

La necessitat d’estudiar conjuntament diversos factors obeeix a la possibilitat de que I'efecte
d’un factor canvii segons els nivells d’altres factors, és a dir que els factors interactuin entre
ells o bé que hi hagi interaccié depenent d’un determinat nivell.

També es fan servir els dissenys factorials quan es vol optimitzar la resposta o variable
depenent, és a dir que el que es vol és trobar la combinacié de nivells dels factors que
produeixin un valor optim de la variable dependent (superficie de resposta). Quan s’investiga
un factor per separat, el resultat pot ser diferent a I'obtingut de I'estudi conjunt i és molt més
dificil descriure el comportament general del procés o trobar-ne I’0ptim.

Els dissenys experimentals basats en el disseny factorial tenen multiples aplicacions dins el
camp de la tecnologia farmacéutica. Dins I'ambit concret del desenvolupament de
formulacions farmaceutiques, els dissenys factorials permeten establir la influencia de
determinats excipients, les interaccions entre ells i les proporcions més idonies per una
composiciéo optima d’acord amb la finalitat perseguida, aixi com el coneixement del paper
d’aquests excipients en el conjunt de la formulacié.

Aixi, quan afrontem formulacions amb diferents possibilitats de components, de
concentracions i de procediments de preparacid, el disseny factorial suposa una eina util per
establir com aquests elements influeixen en el resultat final i delimitar aixi I’espai dins el qual
circumscriure els experiments futurs, orientant aixi el treball experimental cap a les condicions
amb probabilitats més altes d’éxit.

Els avantatges dels experiments basats en dissenys factorials sén:

- Economitzacié de materials utilitzats amb I'experimentacié. S’obté informacié sobre diferents
factors sense haver d’augmentar la mida de I'experiment. Totes les unitats experimentals es
fan servir per a I'avaluacié dels efectes.

- S’amplia la base de la interferéncia en relacié a un factor en tant s’estudia sota les diferents
condicions representades pels nivells d’altres factors. S’amplia el rang de validesa de
I'experiment.

- Permet I'estudi de la interaccio, és a dir, estudiar el grau i la forma en la qual es modifica
I’efecte d’un factor pels nivells dels altres factors.

Un inconvenient dels experiments sota disseny factorial és que es requereix un nombre
d’unitats experimentals elevat si s’assagen molts factors o molts nivells d’alguns factors.
Aquest fet obliga a trobar un equilibri entre factors i nivells que faci viable I'experiment i
permeti establir les interaccions i delimitar I'espai de disseny.
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En el disseny factorial, s’Tanomena disseny de tractaments a la seleccié dels factors a estudiar,
els seus nivells i les combinacions dels mateixos.

7.3.2 Disseny de tractaments

Per realitzar un disseny experimental de tipus factorial, es seleccionen les variables
independents que es volen estudiar (per exemple la concentracié de determinats excipients).
Es seleccionen els nivells d’assaig per cada variable (per exemple una concentracid baixa, una
concentracié mitja i una concentracio alta de cada excipient).

Aixi, el disseny experimental pot ser completament a I’atzar, blocs a I'atzar, blocs al atzar
generalitzats, quadre llati etc... i per a cadascun d’aquests dissenys es pot tenir una
organitzacié factorial dels tractaments, si aquests es formen per la combinacié de nivells de
diversos factors.

En funcidé del nombre de variables i els seus nivells s’estableix un nombre d’experiments a
realitzar i un tipus de tractament dels resultats determinat pel model matematic resultant del
propi disseny.

Quan es tracta d’un disseny factorial, els tractaments es formen combinant els nivells dels
factors en estudi de manera que I'efecte del tractament (Yi) es considera a la vegada composat
dels efectes dels factors i les seves interaccions.

Per exemple si son dos factors (ki l) en estudi el que es té és:

ViV = et Bty

Tractament = factor A + factor B + interaccié AB

A mesura que anem introduint factors, els polinomis implicats es van fent més complexes.
Habitualment els dissenys factorials inclouen un nombre limitat de factors degut a la dificultat
d’analisi i interpretacid que impliquen dissenys experimentals molt complexes en els que
s’utilitzen experiments factorials.

Del tractament de les dades experimentals, en resulta una funcié matematica basada en
polinomis que permet establir un model matematic predictiu sobre la incidéncia de cada
variable estudiada en I'efecte estudiat. Aixi, per exemple davant una composicié no assajada,
entrant la concentracié exacta de cada excipient a la funcié obtinguda del disseny factorial,
podem predir la seva viscositat, estabilitat, grau de coloracid, duresa, etc..
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El proposit del present treball, és I'estudi de I'is de biopolimers per la formulacié d’hidrogels
basats en xarxes polimériques i xarxes polimériques interpenetrants com a matrius per la
microencapsulacié de lisinat d’ibuprofe i aixi modular les propietats d’alliberament d’aquest
farmac en funcié d’estimuls externs com el pH, evitant I'alliberament gastric i orientant aquest
a llocs especifics del tracte gastrointestinal com pot ser el colon. Per aquest objectiu cal
caracteritzar i optimitzar el métode de preparacid, la caracteritzaci6 de les matrius
biopolimériques obtingudes i els parametres que regeixen I'alliberament del I'ibuprofe en
forma de lisinat, tant pel que fa al lloc selectiu d’alliberament, aixi com altres funcions de la
microencapsulacié que poden resultar Utils com I’emmascarament del seu sabor o la millora de
I'estabilitat.

1. HIPOTESI DE TREBALL

L'ibuprofe és un AINE descobert ja fa temps perd totalment vigent i dels més utilitzats a
I"actualitat, I’ opcid de revisar-lo des d’un punt de vista dels sistemes d’alliberament i de noves
activitats farmacologiques pot ser un punt de partida per donar noves oportunitats
terapeutiques a un farmac antic perd molt ben conegut, de baix cost i amb molt bona
tolerancia (Rainsford, 2003; 2013).

El lisinat d’ibuprofé, és una sal d’ibuprofé amb una elevada solubilitat en aigua respecte altres
sals o l'ibuprofé acid, aquesta caracteristica pot ser util per a integrar-se en matrius de
sistemes biopolimerics d’alliberament. El fet d’estar soluble en aquestes matrius ofereix també
la possibilitat de que la interaccié dins la matriu no es redueixi només al mer aspecte
d’atrapament fisic, sind també quimic, en tant la lisina i I'ibuprofé tenen naturalesa ionica, el
que permet interaccionar amb elements estructurals de la matriu de signe contrari i esdevenir
també elements estructurals a la vegada que elements bioactius.

Diversos estudis posen de relleu la possibilitat d’utilitzar els AINEs en general i I'lbuprofe en
particular, per la prevencié / tractament de determinats tipus de cancer colorectal, no obstant,
aquesta possibilitat passa per disposar de formes farmaceutiques d’alliberament especific al
lloc d’accio, en aquest cas el colon i amb la finalitat d’evitar els efectes secundaris derivats de
I'administracié cronica d’'un AINE, necessaria quan el tractament és de caracter preventiu
(Chengicol. 1997).

Per altra banda, els biopolimers, sén entitats amb la capacitat de formar estructures
suficientment estables i consistents com per incorporar un farmac a concentracions elevades i
per actuar de manera diferent en funcié de parametres del medi extern com el pH, permetent
la modulacié de I'alliberament en funcié d’aquest. A banda, es tracta de substancies de baix
cost i elevada tolerancia en els organismes vius. Aquestes caracteristiques i la seva manca de
toxicitat els fan candidats ideals per formes d’administracié en tractaments cronics. En
particular se selecciona un candidat de naturalesa anionica (Alginat) i un candidat de
naturalesa cationica (Chitosan). Aquesta diferent naturalesa ha de permetre la preparacié de
matrius mixtes i la modulacié de les caracteristiques d’alliberament.

L'objectiu del treball és I'estudi de I"Gs de l'alginat i el chitosan com a biopolimers per Ila
formacié d’hidrogels capagos d’encapsular de manera efectiva el lisinat d’ibuprofe amb el
proposit de poder modular el seu alliberament en resposta a estimuls externs com el pH, amb
la finalitat que aquest pugui ser especific d’un lloc o condicions determinades. Els objectius
més especifics sén la caracteritzacié i optimitzaci6 d’'un meétode de preparacié de
microcapsules, aixi com la caracteritzacié de les matrius biopolimeriques obtingudes amb
lisinat d’ibuprofe encapsulat i la manera en queé es produeix l'alliberament del farmac.
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1.1. Diagrama de flux del treball experimental
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2. MATERIALS

2.1. Substancies i reactius

2.1.1. Lisinat d’ibuprofé

LABORATORIS FARDI (Barcelona) Lot 16M179. CAS [57469-77-9]
2-(4-isobutylphenyl)propanoic acid-lysine (1:1)). El seu pes molecular es de 352,48.

CH,

COO-
COO-

H,N+ NH,+

Pols cristal-lina molt fina de color blanc o quasi blanca amb una solubilitat elevada en aigua
destil-lada mentre que la del ibuprofe acid és inferior al 0,1%.

El lisinat d’ibuprofé pertany al grup dels antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) caracteritzat
per ser una sal (lisinat) d’'un derivat arilpropionic que és libuprofé. Presenta activitat
antipiretica, antiinflamatoria i analgésica.

Donat que és una sal, presenta els avantatges de que I'absorcié és més rapida i complerta a
banda d’un menor efecte nociu sobre la mucosa gastrica (Bjarnason i col., 2018).

2.1.2. Alginat sodic

MANUGEL DMB (FMC BioPolymer) Lot 370821 CAS [9005-38-3]

El seu pes molecular es de 198,11.

Na"-00c_Ho

L’alginat sodic és una pols fina, practicament inodora i insipida, de color blanc groguenc.
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Les solucions d’alginat tenen un pH proper a la neutralitat (pH = 7,2 solucié 1% p/v). Es tracta
d’una substancia que es solubilitza en aigua de manera lenta originant una solucié col-loidal
viscosa. En solucions aquoses acides (pH<3), I'alginat és practicament insoluble degut a la
formacié d’acid alginic. No és soluble en dissolvents organics com I'etanol, I'eter o el
cloroform.

L'alginat sodic és un copolimer lineal no ramificat constituit per unitats monomeriques de B-D-
manuronat (M) i a-L-guluronat (G). Aquestes unitats es troben distribuides en llargues regions
homomeériques que anomenem blocs.

Els alginats es troben a la natura principalment en forma de sals calciques, magnésiques i

sodiques, no obstant, del processat del material natural en resulta acid alginic a partir del qual
se’n obté la seva sal sodica (alginat sodic) que és un polimer hidrosoluble.

2.1.3. Clorur de calci dihidrat

CaCl,.2H,0

Fagron Ibérica (Barcelona) CAS [10035-04-8]
Cristalls solids inodors blancs. Soluble en aigua (98 g en 100 mL a 02C) | soluble en etanol, acid

acetic i acetona. Presenta valors de pH de 4,5-6,4 (100 g/L a 209). El seu pes molecular es de
147.

2.1.4. Chitosan

Fagron Ibérica (Barcelona) Lot 0306316. CAS [9012-76-4]

2-Amino-2-deoxy-D glucosamina. El seu pes molecular es de 161,16.

OH

HO

Grau de desacetilacié superior al 85%. El grau de desacetilacié s’ha determinat mitjangant
valoracié acid-base segons metode descrit per Czechovska-Biscuk i col. (2012) (Meétode:
Titration Il1).

El Chitosan es presenta en forma de pols o d’escates de color blanc o lleugerament cremds i
lleuger olor caracteristic.

Quimicament el chitosan és un copolimer que presenta una estructura molt similar a la de la
cel-lulosa constituida aquesta per unitats de D-glucosa enllagades per unions B(1-4) amb grups
hidroxil a les posicions C2 dels anells de glucosa. Aixi el chitosan, també presenta unions B (1-
4) pero en aquest cas per unir anells de D-glucosamina (2-amino-2-desoxi-D-glucosa) i N-
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acetilglucosamina (2-acetamido-2desoxi-D-glucosa). El chitosan el podem trobar com a base o
en forma de sal com a clorhidrat, glutamat o maleat de chitosan.

2.1.5. Lisina

Metapharmaceutical (Barcelona) Lot 0130315. CAS [657-27-2]

HoN
2 OH

NH,

2.1.6. Acid acetic

Panreac® Barcelona CAS [64-19-7]

També anomenat acid etanoic. Es tracta d’un liquid incolor amb una olor molt caracteristica.
H—c—d

I\
H O—H

2.1.7. Dihidrogen Fosfat potassic

KH,POy, .cas [7778-77-0]

Es un compost inorganic soluble en aigua de pes molecular 136,086.

2.1.8. Hidrogen fosfat disodic
Na,HPO, - 12 H,0 ; CcAS [7758-79-4]

El fosfat d’hidrogen de disodi es presenta en forma de cristalls blancs o pols cristal-lina. Es
soluble en aigua i insoluble en etanol amb un pes molecular de 358,10.
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2.2. Solucions reguladores de pH

2.2.1 Solucions utilitzades en els estudis d’inflament i d’alliberament de farmac
2.2.1.1. Simulacié de medi gastric pH = 1,2

Solucié d’acid clorhidric 0,1 M.- per simulacié condicions de pH gastric.

2.2.1.2. Simulacid de medi intestinal pH = 6,8

S’utilitza la dissolucié salina tamponada amb fosfat a pH 6,8 de la Farmacopea USP: SIF
(Simulated intestinal fluid).- per simulacidé condicions de pH intestinal.

KH,P0,4 6,805 g
NaOH 0,896 g
H,0 desionitzada g.s.p 1 Litre

2.2.1.3. Simulacié de medi intestinal pH = 7,4

S’utilitza la solucié reguladora de pH 7,4 (4004600 Eur. Phar.) per simulacié de condicions
coloniques.

KH,PO,4 0,68
NazHPO4 614 g
NaCl 585¢g

H,0 desionitzada q.s.p. 1 Litre

2.2.2. Solucié utilitzada en els estudis d’encapsulament

KH,PO,4 136,1g
NaOH1 M q.s.p. pH =8
H,0 desionitzada g.s.p. 1 Litre

Aquesta solucié s’utilitza pel trencament i dissolucié de les granes.



Part experimental - METODES a

3. METODES



a Part experimental - METODES




Part experimental - METODES ﬂ

3. METODES
3.1 Equips i técniques instrumentals
3.1.1. Espectrofotometre UV-VIS

Espectrofotometre HELWLETT PACKARD® VECTRA 286/12 (8452 A DIODE ARRAY). SOTWARE:
UV-VIS HP 89532A UV-VIS Software Rev. 1.00.00

S’utilitza per determinar el contingut de lisinat d‘ibuprofe a les granes, al bany de coagulacié i
al medi d’alliberament.

3.1.2 Microscopi Electronic de Rastreig (SEM)

Per I'observacié de la morfologia de les mostres solides s’ha utilitzat un microscopi electronic
de rastreig GEOL JSM-7001F amb detectors d’electrons secundaris i retrodispersats.

S’utilitza per la observacié topografica de les granes.

3.1.3. Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Els espectres de ressonancia magnética nuclear s’han obtingut amb un espectrometre BRUKER
AVANCE 300 amb freqliencies de precisié de 300 MHz pel proté i de 75 MHz pel carboni.

S’utilitza per la identificacié dels ingredients utilitzats en la composicié de les granes.

3.1.4. Difraccié per Raigs X

S’ha utilitzat un difractometre PANanalytical X’Pert PRO MDP amb goniometre 0/ © de 240
mm de radi, configuracié de feix convergent amb mirall el-liptic focalitzant i geometria de
transmissio i mostra plena encapsulada entre lamines de material poc absorbent.

Radiaci6 Ka del Cu (A = 1.5418 A)

Potencia de treball 45 kW — 40 mA

Finestres en el feix incident que determina I'alcada del feix a 0,4 mm

Finestres Soller de 0,02 en el feix incident i en el feix difractat

Detector PIXcel amb longitud activa de 3,3472

Escombrat ©/ 20 de 2 a 602 20 amb mida de pas de 0,0262 i temps de mesura de 300 s per
pas.

S'utilitza per la identificacié dels ingredients utilitzats en la composicié de les granes i per
determinar la seva naturalesa cristal-lografica.
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3.1.5. Calorimetria diferencial de rastreig (DSC)

Calorimetre diferencial de rastreig: DSC-822E/400 i DSC-30 (Mettler Toledo®).

Meétode de 30 a 300°2C amb una rampa de 10,002C/min i en atmosfera de nitrogen (50
mL/min).

S'utilitza per la identificacié dels ingredients utilitzats en la composicié de les granes i per
determinar les variacions termodinamiques tipiques durant la transicié d’estats.

3.1.6. Equip de dissolucié

L'aparell de dissolucié utilitzat ha estat un ERWEKA DT80. Aquest consta de 8 vasos de
dissolucié immersos en un bany termostatitzat. Els vasos de dissolucié tenen un volum de 900
mL.

S’utilitza per a dur a terme els estudis d’alliberament de les granes.

3.2. Altres equips i utillatge involucrat a la preparacio de les granes

3.2.1. Balances

Balanga analitica model PCE ABZ200C amb una capacitat de lectura d = 0,0001 g, una
reproductibilitat de 0,00015 g, una linealitat de + 0,00015 g i capacitat maxima de pesada de
200 g.

Granatari COBOS Precision Model CB-junior amb una capacitat de lectura d= 0,1 i capacitat
maxima de pesada de 6000 g.

3.2.2. Micropipetes
Micropipetes model PCE-PIP de volums: 2-20 pL, 100-1000 pL i 1000-5000 pL.

3.2.3. Bany d’ultrasons

Bany d’ultrasons model TRANSONIC DIGITAL S amb una capacitat del tanc de 2.75 L, i una
freqiéncia d’ultrasons de 40 kHZ. Consta d’un sistema calefactor que permet escalfar les
mostres fins a 80°C.

3.2.4. pH-metre

pH-metre digital CRISON GLP21.
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Agitador SELECTA Model Agimatic-N amb sonda per monitoritzacid i regulacié de temperatura
durant el procés d’escalfament i agitacié amb r.p.m. regulables.

3.2.5. Agitador magnetic

3.2.6. Cistells

Cistells d’acer inoxidable amb diametre de malla <0,5 mm compatibles amb aparell de
dissolucié.

3.2.7. Software utilitzat

Paquet STATGRAPHICS®: S’ha utilitzat per configurar les taules de disseny experimental i
posterior analisi del disseny factorial, contrast de variables, regressié no lineal i analisis

multivariant ( Statgraphics® Technologies, VA, USA).

Paquet PRISM™: Per analisi estadistica, tractament grafic de resultats i modelitzacié
mitjancant analisi lineal i no lineal (GraphPad® Software, CA, USA).

Paquet MICROSOFT® EXCEL®: Calculs generals, tractament matematic i estadistica (Microsoft®
Corporation, NM, USA).

App MICRO-MEASUREMENTS: Per mesurar el diametre de les granes a través d’analisi
d’imatges. Fometescu Octavian (Romania).

3.2.8. Dispositiu d’extrusio

El dispositiu emprat per I'extrusié de les solucions de polimer es composa d’un cilindre rigid de
polipropile i un embol amb apéndix de rosca estandard per a fixar-hi una agulla BD Micro-
Fine® de 8 mm de llarg i 0,25 mm de diametre.

Pels experiments que han requerit agulles de diametre superior s’han utilitzat com a dispositiu

d’extrusié xeringues convencionals ICO PLUS 3 de 20 ml amb una agulla de 40 mm de llarg i 0,8
mm de diametre.

3.3. Caracteritzacié dels materials a utilitzar en la preparacié de granes
Els ingredients compleixen els segilients estandards de qualitat:
ALGINAT SODIC.- Monografia Farmacopea Europea 01/2017: 0625
CHITOSAN.- Monografia USP-NF

LISINAT D’IBUPROFE.- El lisinat d’ibuprofé no té monografia de Farmacopea. En aquest cas la
caracteritzacié de puresa i determinacions han estat efectuades per laboratoris FARDI.
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3.4. Avaluacié i posta apunt del métode de preparaciéo de granes d’alginat amb lisinat
d’ibuprofe

3.4.1 Preparaci6 de granes d’alginat (placebo)

Les granes d’alginat (microesferes) es preparen pel metode de gelificacid ionotropica
consistent en I'extrusié del polimer sobre un bany d’una solucié que conté I'ié gelificant o
d’entrecreuament, en aquest cas calci (Ca*). Inicialment, per a la posta a punt de la
metodologia i procediment de preparacié de les microesferes, es preparen granes placebo,
amb la finalitat d’establir els parametres basics del procediment sense la interferéncia del
principi actiu, aixi com la idoneitat del mateix. A banda, les granes obtingudes durant aquesta
fase, s’utilitzaran com a control blanc en els diferents experiments i per la validacié dels
metodes analitics.

Es fa la preparacié de granes d’alginat placebo. Amb aquesta finalitat es parteix d’una
adaptacio del metode descrit per Murata i col. (2003).

3.4.1.1. Solucions de polimer

Es preparen diferents solucions d’alginat a I'1, 2, 3 i 4 % (p/v). Es disposa d’un vas de
precipitats amb aigua sota agitacid al que s’addiciona la quantitat necessaria d’alginat. Un cop
completament dissolt s’enrasa a 100 ml.

3.4.1.2. Solucions de clorur de calci

Es preparen solucions de clorur de calci a I'1% p/v [68 mM], 2 % p/v [136 mM], 3% [204 mM],
4% [272 mM]. Es dissol la quantitat necessaria de clorur de calci en aigua i s’enrasa a volum
final.

3.4.1.3. Preparacio bany de gelificacio

Per preparar el bany de gelificacid, s’incorporen 100 ml de solucions de CaCl, del 1%, 2%, 3% i
4% (p/v) dins respectius vasos de precipitats de 250 ml i s’hi disposa la sonda de temperatura i
de pH per monitoritzar aquest parametre durant el procés de gelificacié.

La soluciéd de polimer, s’introdueix dins del cilindre del dispositiu d’extrusié, s’hi col-loca
I"agulla roscada i es fixa tot el dispositiu a una algada entre 15 i 20 cm des del final de I'agulla
(punt de formacio de la gota d’alginat) fins la superficie del bany.

Es procedeix al procés de preparacié de les granes exercint pressié sobre I'émbol de manera
que comenci el degoteig a través de I'agulla. Aquest degoteig ha de ser amb un pressio i
velocitat constants per afavorir la homogeneitat de les granes obtingudes. Un cop esgotada la
solucié d’alginat, es deixa el bany amb les granes formades a dins en repos durant 30 minuts.

Transcorregut aquest periode es procedeix a la separacié i rentat. La separacié es fa filtrant la
solucié a través d’un sedas de diametre < 0,5 mm. Sobre el mateix sedas s’efectuen tres
rentats de les granes amb aigua purificada. Les granes es deixen assecar durant una hora sobre
el mateix sedas i s’acaben d’assecar a temperatura ambient fins tenir el pes constant
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transferint-les a un recipient plastic de polietile d’alta densitat (HDPE) que es posa dintre d’un
dessecador acoblat a un sistema de buit per reduir la durada del procés d’assecat.

Es fa una valoracid de la idoneitat del procés considerant:

1.- La facilitat d’extrusié del polimer
2.- La facilitat de formacié de les granes
3.- L'aspecte i consisténcia de les granes

3.4.1.4. Caracteritzacio del procés i les granes obtingudes

La idoneitat del procés s’avalua inicialment de forma visual i ve determinat per la capacitat
d’aquest per formar granes d’alginat de caracteristiques adequades, d’'una manera homogenia,
continua i reproduible dins un mateix procés o lot, aixi com en diferents lots de preparacio.
S’avalua també la capacitat del sistema d’extrusié generador de les gotes. Les solucions
d’alginat sén de naturalesa viscosa i poden plantejar certes dificultats a I’hora de fer-ne la seva
extrusid a través d’una agulla de petit diametre.

La caracteritzacid és fa observant la formacidé de les granes quan entren en contacte amb el
bany gelificant, aquesta ha de ser instantania i les granes resultants han de tenir una densitat
superior a la de la solucié que composa el bany gelificant, desplagant-se aixi cap el fons del
recipient un cop formades on han de mantenir-se durant el temps establert pel procés
d’enduriment, també anomenat ‘curat’.

Las granes que no arriben a formar-se, es destrueixen després d’entrar en contacte amb Ia
superficie del bany gelificant, o bé es queden surant a la superficie del mateix, es consideren
incorrectes i per tant, les condicions d’obtencié inadequades. Les granes formades han de tenir
forma perfectament esférica o lleugerament fusiforme.

La uniformitat de la mida de les granes es determina mitjangant la mesura del diametre amb
un Calibrador Vernier (peu de rei) per les granes més grans > 1 mm i 'aplicacié Micro-
Measurements per les granes < 1 mm. Aquesta aplicacié permet a partir d’'una fotografia de les
granes analitzar la imatge amb dispositiu Android (tablet). Es defineix un patré de mesura a la
mateixa imatge que es manté en les successives ampliacions. L’aplicacié déna les mesures de
diametre seleccionades a la imatge ampliada.

3.4.2. Granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé encapsulat

El lisinat d’ibuprofé s’incorpora a la solucié de polimer. Es pesa la quantitat de polimer
necessaria i a continuacid i sota agitacid s’hi afegeix el lisinat d’ibuprofe lentament fins total
dissolucié. Durant aquest procés es forma forca escuma de tal manera que un cop dissolt el
lisinat d’ibuprofé es tapa el recipient i es deixa reposar durant un minim de dues hores amb la
finalitat que desaparegui I'escuma.

La solucido de polimer amb el farmac ha de ser homogeénia, sense bombolles i totalment
transparent per a poder ser utilitzada. Es procedeix com en 'apartat anterior 3.4.1. i les granes
sdn avaluades sota els mateixos criteris.
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Figura 11: Esquema preparacio granes
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3.4.2.1 Proves de carrega

Partint del procediment anterior, excepte la condicié de polimer del 4% per ser excessivament
viscosa i no poder-se extrusionar en el dispositiu emprat, se seleccionen diferents
concentracions de lisinat d’ibuprofé: 5, 10, 20, 25 i 40 % p/p, es tracta de definir la quantitat
optima d’ibuprofe per successius experiments.

La caracteritzacié del procés s’efectua de la mateixa manera, utilitzant les solucions d’alginat a
les concentracions prescrites amb el farmac dissolt aixi com els banys corresponents. Per cada
lot s’utilitza un total de 10 ml de solucié d’alginat amb lisinat d’ibuprofé i el temps
d’enduriment es comeng¢a a comptar a partir de que s’esgota el polimer i s’extrusiona, per
tant, la darrera gota.

Si bé el lisinat d’ibuprofe és molt soluble en les solucions d’alginat i poden assolir-se fins a
concentracions del 50 %, s’estudia la formacié de granes amb diferents concentracions de
farmac i s’observa que en aquelles solucions on el lisinat d’ibuprofé supera concentracions del
20% p/p, la formacio de les granes es precaria, en alguns casos no arriben a formar-se i en
altres, les granes formades resulten febles i es destrueixen poc després d’haver-se format.

S’estableix una concentracié de lisinat d’ibuprofé optima per a I'obtencié de granes i que sigui
suficient per la seva potencial utilitzacié amb finalitats terapeutiques del 17% (equivalent a
10% d’ibuprofé expressat en forma de base). Aquesta concentracio sera constant per a tots els
experiments seglients i ja no formara part de les variables contemplades en els experiments de
disseny factorial.
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3.4.2.2. Temps de coagulacid

El temps de coagulacié ve determinat pel temps transcorregut entre I'extrusié de la darrera
grana i la filtracié de les granes.

S’utilitzen temps de coagulacid en els diferents experiments entre 30 i 120 minuts.

3.4.2.3. Concentracid de polimer

Es realitzen diferents proves amb diverses concentracions de polimer: 1%, 2%, 3% i 4% p/v,
respectivament.

3.4.2.4. Definicid dels limits de I'espai de disseny

En base a I'avaluacié dels resultats de la fase experimental, es determinen els limits de treball
de cara a propers experiments d’optimitzacid. Aquests limits dintre dels quals la produccié de
granes és viable:

1.- Rang de concentracié de polimer : [1 —3]% (p/v)

2.- Rang de concentracié de CaCl, : [1 - 4]% (p/v)

3.- Rang de temps d’enduriment: > 30 minuts

4.- Rang de concentracié de lisinat d’ibuprofé [5 — 20]% (p/v) (es selecciona un valor fix de 17%
de lisinat d’ibuprofe per correspondre a un valor 10% d’lIbuprofé com a base)

3.5. Métode analitic per la determinacid del lisinat d’ibuprofé
3.5.1. Espectre UV-VIS

Amb la finalitat de determinar I'espectre UV-VIS i la longitud d’ona a on es produeixen els pics
d’absorcid, es realitza I'escanejat d’una solucié d’ibuprofé (1 mg/ml). L'espectre UV-VIS del
lisinat d’ibuprofé en les nostres condicions experimentals ens déna un maxim d’absorcié a 258
nm, coincidint amb el que indica la bibliografia per I'ibuprofé (Clarke, 263 nm, USP 27 = 254
nm).

S’estableix per tant, una longitud d’ona de 258 nm per realitzar les determinacions.

3.5.2 Descripcid del metode analitic

La determinacid del lisinat d’ibuprofe en els diferents experiments es realitza per
espectrofotometria i s’efectua de manera diferent en funcié de si es determina el farmac
contingut a les granes, la seva concentracié en el medi de coagulacié per determinar
I'eficiencia d’encapsulament o bé quan les determinacions es fan en els experiments
d’alliberament. Aixi, quan es tracta de quantificar el farmac a les granes o al medi de
coagulacié, es fan mesures d’absorbancia puntuals extraient tot el contingut de les granes o bé
mesurant directament el medi i es fa el calcul respecte un patré de referencia.
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Quan es determina l'ibuprofe en els experiments d’alliberament, aquestes determinacions es
fan per lectura directa mitjangant mesures puntuals als temps de mostreig predeterminats, o
bé en continu, fent passar un flux continuat de medi de dissolucié que fa un circuit tancat des
dels vasos de dissolucid fins a les cel-les de lectura de I'espectrofotometre per retornar de nou
als vasos de dissolucid.

3.5.2.1. Preparacid de la solucié estandard

Es pesen 50 mg de lisinat d’ibuprofé i es dipositen en un matras aforat de 100 mL i s’enrasa a
volum amb tampé fosfats pH= 8

3.5.2.2. Preparacié de la solucié problema per la determinacié del contingut de lisinat
d’ibuprofé a les granes preparades

En un matras aforat de 100 ml s’hi introdueixen aproximadament 0,200 g de les granes a
analitzar pesades de forma exacta. S’afegeixen aproximadament 75 ml de solucié reguladora
pH = 8,0 i s’agita fins a total dissolucié de les granes amb I'ajut del bany d’ultrasons. Aquest
procediment, en funcié de la naturalesa de les granes, pot requerir de la previa trituracié de
les mateixes en un morter i aixi facilitar el procés d’extraccioé del lisinat d’ibuprofe.

A continuacié s’enrasa fins a 100 ml amb solucié reguladora de fosfats a pH=8.

S’agafen 2,5 ml de la solucié anterior, préviament filtrada amb un filtre de xeringa
Millipore®Milliflex de 0,45 um de diametre per eliminar qualsevol resta no dissolta de polimer
i es dilueix fins a 10 mL amb la mateixa solucié reguladora de pH. Aquesta és la solucié
analitica que ha de contenir al voltant de 0,5 mg/mL de lisinat d’ibuprofé. Es procedeix a la
seva lectura a I'espectrofotometre.

3.5.3. Validacié del métode espectrofotometric per a la determinacié de lisinat d’ibuprofe en
granes de biopolimers

El metode analitic per a la determinacié de lisinat d’ibuprofé en granes de biopolimers ha estat
validat seguint els criteris de la ICH Q2 mitjangant la determinacio dels seglients parametres.

3.5.3.1. Especificitat

Per determinar I'especificitat s’ha preparat una solucié de 1 mg/mL de lisinat d’ibuprofé (50
mg de lisinat d’ibuprofe en 50 mL de tamp¢ fosfats).

A partir d’aquesta solucié es preparen 2 mostres. Una mostra amb placebo, Solucié placebo (+)
i una altra mostra sense placebo, Solucié placebo (-).

Solucio placebo (-) : s’agafen 5 mL de la solucié mare (1 mg/mL) i es dilueixen fins a 10 mL en
un matras aforat amb tampd fosfat pH = 8.

Solucié placebo (+): Es pesen 200 mg de granes placebo (sense ibuprofe). S’introdueixen en un
matras aforat de 50 mL que conté 30 mL de solucié reguladora pH=8. Es dissolen les granes
mitjancant agitacio i amb I'ajut del sonicador. Un cop dissoltes s’enrasa a volum. Es
transfereixen 5 mL de la solucié mare a un matras aforat de 10 mL i s’enrasa amb la solucié
placebo preparada anteriorment i préviament filtrats per filtre de xeringa de 0,45 um.



Part experimental - METODES @

3.5.3.2. Linealitat

Per determinar la linealitat es preparen duplicats de solucions estandard d’ibuprofe que van
del 50% al 150% del rang de mesura esperat.

Es calcula la recta de regressid i el coeficient de correlacié per regressid lineal.
Es calcula el factor de resposta i es determina un criteri d’acceptacié de CV (%) < 2%.

Es fa la verificacié de prova de sensibilitat i la verificacié de proporcionalitat mitjancant la
prova de t -Student de la pendent i de 'ordenada d’origen, respectivament.

També es determina I'homogeneitat de la varianca de la concentracié al llarg del rang de
linealitat estudiat.

3.5.3.3. Exactitud

Per calcular I'exactitud es duen a terme 6 determinacions independents fetes al 80%, 90%,
100%, 110% i 120% de la concentracié esperada, partint de pesos aproximats de granes
placebo de 0,050 g per a totes les preparacions, a les que s’han afegit 0,080 g, 0,090 g, 0,100 g,
0,110 g i 0,120 g de lisinat d’ibuprofé pesats de manera exacte que es dissolen en solucié
reguladora de fosfats de pH = 8 agitant durant 15 minuts amb ajut del bany d’ultrasons i
enrasant a 100 mL amb el mateix tampé.

Es transfereixen 5 mL d’aquesta solucid i s’enrasen a 10 mL amb tampé fosfats pH = 8.

La solucié resultant conté 0,500 mg/mL de lisinat d’ibuprofé i 0,250 mg/mL d’alginat.

Es mesura I'absorbancia a 258 nm, utilitzant com a blanc per fer el 0 d’absorbancia la solucié
tampé de fosfats només amb solucid de granes placebo equivalent a 0,250 mg/mL.

Es determina el percentatge de recuperacié mitja, el coeficient de variacid, la desviacid
estandard i coeficient de correlacié lineal.
3.5.3.4. Precisio (repetibilitat)

Es determina la precisié del sistema instrumental, la precisi6 del métode i la precisid
intermedia.

Precisié del sistema: es fan 6 mesures consecutives d’'una mateixa mostra i cubeta de 0,500
mg/mL de lisinat d’ibuprofé dissolt en tampo fosfat, corregint a cada mesura el blanc amb
solucid de tampé fosfat pH = 8.

Després de cada mesura es determina el coeficient de variaciod.

Precisié del métode: Es prepara una mostra amb placebo i patré (0,500 mg/mL de lisinat
d’ibuprofe) de la que s’extreuen 6 aliquotes que es mesuren a I'espectrofotometre.



M Part experimental - METODES

Es determina el coeficient de variacié com a criteri d’acceptacid.

Precisié intermédia: s’efectua la comparacié de resultats obtinguts a I’analisi d’'una mostra en
2 condicions: A i B. Es fan 6 determinacions a cada condicié d’una mostra corresponent al
nivell del 100% (500 mg/mL).

Cada condicié correspon a un analista diferent i dies d’analisi diferents utilitzant el mateix
espectrofotometre.

Es determina la diferencia entre els 2 resultats en % i I'existéencia de diferéncies
estadisticament significatives entre els 2 grups mitjangant un test d’ANOVA.

3.6. Caracteritzacié de granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé encapsulat i optimitzacié del
meétode de preparacid

3.6.1.Disseny d’experiments (DoE)

Per optimitzar les condicions de preparacié de les granes de lisinat d’ibuprofé es planteja un
disseny factorial amb tres variables independents i tres nivells per variable (disseny 3%) que
origina una matriu experimental d’un total de 27 preparacions. Per cadascuna de les
preparacions es determina la quantitat de farmac encapsulada i I'eficiéncia d’encapsulament.

A la Taula 11 es descriuen les variables i els valors assignats a cada nivell amb la codificacié
corresponent utilitzada per la matriu experimental. A la Taula 12 es descriu la matriu
experimental amb els valors codificats. A la fig 12 es representa de manera esquematica les
variables i la seva disposicié en el procés de preparacio.

Taula 11: Variables codificades. Descripcié i valors

Valor dels nivells

Baix Mig Alt
Variables Independents Unitats -1 0 1
X1 Concentracio de polimer % 1 2 3
X, Concentracié de CaCl, % 1 2 4
Xs Temps de curat min 30 60 120

Variables Dependents Unitats

Y, Quantitat de farmac encapsulat mg/g
Y, Eficiencia d’encapsulament %
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Figura 12: Esquema i variables en la preparacio de les granes
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Taula 12: Matriu experimental amb codificacio dels nivells experimentals
per les variables independents

Preparacio Codlificacio del nivell de variable

X1 XZ X3

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 0
3 -1 -1 1
4 -1 0 -1
5 -1 0 0
6 -1 0 1
7 -1 1 -1
8 -1 1 0
9 -1 1 1
10 0 -1 -1
11 0 -1 0
12 0 -1 1
13 0 0 -1
14 0 0 0
15 0 0 1
16 0 1 -1
17 0 1 0
18 0 1 1
19 1 -1 -1
20 1 -1 0
21 1 -1 1
22 1 0 -1
23 1 0 0
24 1 0 1
25 1 1 -1
26 1 1 0
27 1 1 1
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Les granes obtingudes en cadascun dels lots preparats d’acord amb el disseny factorial, es
caracteritzen mitjangant els procediments i métodes que es descriuen a continuacid.

Per determinar I’ eficiéncia del procediment i la capacitat per produir granes que retinguin més
0 menys quantitat de farmac, s’avalua la quantitat de farmac encapsulat per unitat de massa i
I’eficiéncia d’encapsulament.

3.6.2. Determinacié de la quantitat de farmac encapsulada

Es defineix la preséncia de farmac per unitat de massa en les granes resultants de les diferents
preparacions, essent un indicador de la idoneitat del procediment de preparacié per produir
granes amb un contingut de farmac adequat. Aquest valor, és Util a efectes practics ja que ens
indica el contingut de farmac encapsulat dintre les granes obtingudes i per tant, ens permetra
calcular la quantitat de granes per assolir un determinat nivell de dosificacid.

Per determinar la quantitat de farmac que contenen les granes es procedeix segons el metode
analitic descrit al I'apartat 3.5.2.

La quantitat de farmac encapsulada s’expressa en mg de lisinat d’ibuprofé per gram de granes.

3.6.3. Determinacié de I’ eficiencia d’encapsulament

Aquest parametre defineix I'aprofitament del farmac amb el procediment d’encapsulacié
aplicat. Es tracta de la mesura relativa de la quantitat de farmac que s’encapsula respecte la
guantitat de farmac de partida.

El calcul de la quantitat de lisinat d’ibuprofe encapsulada es fa de forma indirecta, fent la
diferencia de la quantitat de lisinat d’ibuprofe que queda en el bany de gelificacié un cop
finalitzat el procés respecte el lisinat d’ibuprofé total utilitzat en el procés.

Per poder determinar I'eficiencia d’encapsulament, abans d’iniciar la produccié de les granes,
cal tenir present que s’hauran d’efectuar les seglients mesures durant el procés per tal de
determinar exactament la quantitat (Q ) de solucié consumida.

Determinacié exacta de la solucié consumida:
Pesar el dispositiu d’extrusioé ple un cop carregat (P;)
Pesar novament el dispositiu cop finalitzat el procés d’extrusio (Ps)
Quantitat de solucié consumida (Q. = P;- P)

Sabent Q.es podra saber I'ibuprofé total utilitzat en el procés de preparacio de les granes.

Si es fa més d’una carrega del dispositiu per un mateix lot, el pes del dispositiu carregat amb el
polimer i un cop buidat es registra per a cadascuna de les carregues efectuades per sumar-ne
les quantitats i obtenir el total gastat.

Quan es faci el filtrat de les granes, es recupera el medi del bany de coagulacié i es determina
espectrefotometricament la concentracié de lisinat d’ibuprofé present. La quantitat d’ibuprofe
del bany (Q jgu-L bany) €5 determina fent lectures del sobrenedant final (A = 258 nm) respecte
patré segons metode validat descrit a I'apartat 3.5.
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Calculant la concentracid de lisinat d’ibuprofé present al bany i la quantitat total de solucié del
bany es determina la quantitat de lisinat d’ibuprofé que no s’ha encapsulat. Per diferencia
respecte l'ibuprofe total extruit, s'obté el farmac total encapsulat, sent la quantitat total de
lisisnat d’ibuprofe extruida (QeuL total= Q¢ x 0,17).

L’eficiencia d’encapsulament es calculara restant la quantitat que hi ha al bany de la quantitat
inicial dividit per la quantitat inicial segons I'equacié seglient:

QiBU-L total (Mg) — QIBU-L bany (mg)

EE% =
QiBu-L totat (Mg)

x 100

3.6.4. Analisi estadistica

L'analisi estadistica dels resultats obtinguts en la serie de preparacions a partir del disseny
factorial es realitza mitjancant el software STATGRAPHICS®.

L'optimitzacié sistematica dels procediments es duu a terme seleccionant una funcié objectiva
que inclogui els factors que tinguin una contribucié o influencia en el procediment i estudiant
les relacions entre respostes. El disseny factorial, s’utilitza com a metode per a I'optimitzacié
estadistica dels parametres de formulacié i per avaluar els efectes principals, els efectes
interactius i els efectes quadratics dels elements del procés per les variables dependents
observades, I'eficiencia d’encapsulament maxima i carrega maxima de farmac a les granes.

S’utilitza un disseny de tres nivells i tres factors per ser adequat per I'exploracié de superficies
de resposta quadratica i la construccié de models polinomials de segon ordre.

L’avaluacié de les respostes experimentals es fa sota un model quadratic no lineal que inclou
termes polinomials interactius representat per la seglient expressio:

Y =bo+b; Xi+ by Xo+ b3 X3+ by; )(12 + b1y X1 Xo+ b13X1X3 + by, Xz2 + by3XoXs + bss )(32

A on Y representa la variable dependent; by és una intercepcié; de b; a bs; sén els coeficients
de regressid obtinguts a partir dels valors experimentals observats de Y; Les variables X; , X5 i
X3 sén els nivells codificats a la taula 1 corresponents a les variables independents. Els termes
X1, X,.3 representen la interaccié i X (i= 1, 2, 3) representa els termes quadratics (Box i
Behncken, 1960).

3.6.5. Efecte del pH del bany de gelificacié

Amb la finalitat d’establir I'efecte del pH del bany de gelificacié sobre les granes, es porta a
terme la preparacid de les granes de lisinat d’ibuprofe sota diferents condicions de pH del
bany. Aixi, es preparen 5 banys amb solucié de CaCl, al 4%, als quals s’ajusta el pH amb HCl o
NaOH a valors de 2, 4, 6, 8, i 10. Durant la preparacid el pH es monitoritza en continu amb un
pH-metre Crison GLP-21. En cas de variacio significativa durant el procés (pH inicial + 1,0) es
reajusta al valor d’inici. Per la determinacié de la influéncia del pH en el bany, s'utilitzen
solucions de polimer del 2% i CaCl, al 4% durant 60 minuts d’enduriment, per ser aquestes
condicions les que en experiments previs i a partir del disseny factorial han demostrat ser les
més adequades pels valors d’eficiencies d’encapsulament i quantitat de farmac encapsulat.
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3.6.6. Caracteristiques d’inflament de les granes

Estudis previs han permes demostrar una relacio directa (Pasparakis i Bouropoulos 2006) entre
la capacitat d’inflament del polimer i I'alliberament del farmac, aixi doncs com més contret
esta el polimer, major és la retencié del farmac encapsulat, i a mesura que aquest es va inflant,
el farmac es va alliberant.

La capacitat d’inflament de les granes es determina per la capacitat d’absorcié d’aigua que
aquestes presenten. La quantitat d’aigua absorbida a cada moment es determina fent mesures
successives de pes de les granes.

Per tal de disposar d’informacié sobre la manera que es pot produir I'inflament de les granes
en condicions fisiologiques, es fa la determinacidé utilitzant un medi a pH 1,2 i un medi a pH
7,4, dins els quals s’hi dipositen les granes obtingudes a diferents pHs segons apartat anterior.

Per determinar la capacitat d’inflament, es pesa de forma exacta 0,200 g de granes totalment
seques i es dipositen dins un cistell cilindric, les parets del qual estan formades per un sedas de
llum @ < 0,5 mm que s’introdueix dins d’un vas de precipitats que conté el medi en el que es
fara la determinacié (100 ml de solucié HCI 0,1N per la determinacié a pH 1,2 o bé 100 ml de
tampd fosfat per la determinacié a pH=7,4).

Figura 13: Cistell d‘acer utilitzat per fer I'avaluacié de I'inflament

D=6cm

Algada =8 cm

Les determinacions es fan en intervals d’entre 5 i 120 min després de submergir les granes a
avaluar en el medi, anotant el temps real al qué es fa la determinacid. Per determinar el pes a
cada temps de mostreig, es treu el cistell de dintre del medi i es posa sobre una superficie amb
paper assecant amb la finalitat d’eliminar qualsevol resta de medi retingut al fons del cistell.
Les granes es dipositen en un vidre de rellotge i es pesen eliminant qualsevol resta d’aigua
externa. Després es tornen de nou al cistell que es torna a dipositar dins el bany. Mentre duren
les operacions de mesura i des del moment que el cistell es treu del medi fins que s’hi torna a
posar, el crondometre s’atura i tornant-lo a posar en marxa en el moment d’introduir de nou el
cistell dins el bany.

El calcul de la capacitat d’inflament s’efectua aplicant la seglient equacio:

Pn- P,

P, x 100

% Inflament t,, =

Po: Pes inicial (granes seques)
P.: Pes al temps que es realitza la mesura (granes humides)
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3.6.7. Avaluacié de l'alliberament estatic del lisinat d’ibuprofé

Amb la finalitat de conéixer la difusié passiva del farmac cap al medi a través de les matrius
d’alginat, s’efectuen determinacions de I'alliberament del farmac en condicions estatiques, és
a dir, sense agitacid. Per fer les determinacions, es pesa exactament una quantitat de 200 mg
de granes i es deixa durant 5 hores dins una cubeta sense agitacié a 372C. Les mostres
s’extreuen en intervals de 1 h.

3.6.8. Avaluacio de I'alliberament dinamic del lisinat d’ibuprofé

Es realitzen mesures d’alliberament en aparell de dissolucié, inicialment a pH neutre, utilitzant
aigua desionitzada com a medi de dissolucié i més tard amb variacions de pH per simular els
fluids del tracte gastrointestinal mitjangant I'Us de solucions reguladores de pH.

3.6.8.1. Alliberament sense canvi de pH

Es fan les determinacions a pH 1,2 i a pH 7,4 amb granes diferents i de manera respectiva, amb
I'objectiu d’observar el comportament de les granes a cadascun d’aquests pHs simulant la
resposta de les granes a pH gastric i a pH intestinal. Les mesures es fan a I'espectrofotometre
(A=258 nm) agafant aliquotes a diferents temps i que es retornen al medi de dissolucié un cop
feta la mesura.

3.6.8.2. Alliberament amb canvi de pH

Es fan determinacionsapH 1,2,6,8i7,40a1,2i7,4 depenent de I'experiment, perd aquestes
determinacions es fan sobre les mateixes granes, canviant només el medi de dissolucid i
mantenint les granes.

L'objectiu, és coneixer la influéncia que té en el comportament de les granes el fet de sotmetre
les granes de manera seqliencial a pHs diferents, simulant aixi el que pot succeir en condicions
fisiologiques durant el seu transit pel tracte gastrointestinal.

Per conéixer el perfil d’alliberament s’efectua un estudi utilitzant un aparell de dissolucié
ERWEKA amb les seglients condicions:

Temperatura del bany: 372C

Velocitat d’agitacié: 50 rpm

Volum del medi de dissolucié : 300 ml

pH del medi: Medi de simulacié de fluids intestinals a pH 2, 6,8 i 7,2 durant els intérvals:

PerpH=2 (2 h)
Per pH=6,8 (2 h)

Per pH= 7,4 (fins assolir la maxima resposta i com a maxim a les 24 h de 'inici de I'experiment)

La mesura es realitza espectrefotometricament a una longitud d’ona A=258 nm.
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3.6.9. Estabilitat de les granes

Per determinar l'estabilitat de les granes, es van emmagatzemar durant 36 mesos a
temperatura ambient dintre d’un dessecador. Dins aquest periode s’avaluen les granes als 12,
24 i 36 mesos després de la seva preparacid, determinant les seves caracteristiques
organoléeptiques i el contingut de lisinat d’ibuprofe mitjangant el métode espectrofotometric
validat.

3.6.10. Morfologia de les granes obtingudes

La morfologia i caracteristiques topografiques de la superficie de les granes d’alginat amb
ibuprofe s’ha examinat mitjangant microscopia electronica de rastreig (SEM).

3.7. Preparacié de granes mixtes d’alginat i chitosan amb el métode de la gelificacid
ionotropica mixta

3.7.1. Fonament del metode

El metode de la gelificacié ionotropica mixta (Gonzalez-Rodriguez i col. 2002) consisteix en
partir d’una solucié de polimer d’alginat i gelificar-la en un bany que conté a I’hora ions de calci
i el policatiéd chitosan. Aquest és un dels métodes més citats a la bibliografia per la seva
senzillesa i facilitat d’adaptacié respecte el métode que utilitza només alginat gelificat amb
ions de calci.

Abans de preparar granes amb principi actiu, s’assaja la viabilitat de la téecnica preparant
granes placebo, aquestes ens serviran per posar a punt el procediment de preparacié, fer
avaluacions de control i com a placebos analitics.

Segons la bibliografia consultada (Gonzalez Rodriguez i col. 2002) la majoria d’autors utilitzen
concentracions de chitosan al bany de gelificacié que van del 0,5 al 1% (p/v). Es preparen
granes en les dues condicions. Concentracions superiors no sén possibles ja que el bany de
gelificacié adquireix una viscositat excessiva, en aquestes condicions les gotes de polimer no
poden penetrar la superficie viscosa en no superar les forces de tensid superficial generades,
destruint-se al impactar sobre aquesta i no poder-se submergir en el liquid coagulant.

3.7.2. Metode de preparacié de granes mixtes placebo amb chitosan al 0,5% i 1%

Es prepara el bany de coagulacié amb 100 ml de solucié de CaCl, (4%) i acid acetic (1%) en un
vas de precipitats. S’afegira 0,5 g 0 1 g de chitosan i s’agitara fins total dissolucié. Ajustar a pH
=5,0 amb NaOH 0,1 N.

Carregar el dispositiu d’extrusid amb solucié d’alginat al 2%. Es produiran les granes fent
degotar la solucid de polimer sobre el bany de coagulacid. Transcorreguts 60 minuts
d’enduriment de les granes dintre el bany, es treuen i es renten amb aigua destil-lada per
eliminar les restes de la solucié de coagulacié.
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3.7.3 Obtencid i caracteritzacié de granes mixtes amb lisinat d’ibuprofée encapsulat

Es fa servir la mateixa técnica anterior (3.6.2.) i les mateixes solucions de coagulacié al 0,5 i 1%
p/v de chitosan.

La solucié de polimer que s’extruira sera la estandard amb un contingut del 17% (p/p) de
lisinat d’ibuprofé en una solucié d’alginat sodic al 2% (p/v).
3.7.4. Determinacié de |'eficiencia d’encapsulament

L’eficiencia d’encapsulament es determina segons la metodologia descrita a I'apartat 3.6.3.

Figura 14: Diagrama preparacio granes mixtes alginat-chitosan amb lisinat d’ibuprofe

Alginat sodic + Lisinat d’ibuprofe

>

Dispositiu d’extrusio

Polimer extrusionat

Solucié de CaCl, (4%) p/v
+

Ac. Acetic 1% v/v

Chitosan 0,5% 0 1% p/v Bany de gelificacié

: pHfina =5 (ajustat amb NaOH)
Granes mixtes
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3.8. Granes d’alginat amb recobriment doble de chitosan i d’alginat

3.8.1. Procediment de preparacié

Es parteix de les granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé optimitzades (alginat 2% p/v + clorur
de calci 4% p/v + 17% p/p lisinat d’ibuprofé / 60 minuts i pH neutre).

S’utilitza una adaptacié de la tecnica descrita per Shi i col. 2007. Les granes es submergeixen
en una solucié de chitosan del 0,5% o 1% dissolt en una solucié d’acid acétic del 1% v/v en
aigua destil-lada. S’ajusta el pH a 5. Es deixa 30 minuts de contacte. Es separen les granes i es
dipositen en una solucié del 0,4% d’alginat de sodi. Després de 30 minuts de contacte, les
granes es separen i es submergeixen en una solucié de clorur de calci al 0,5% p/v durant 30
minuts. Les granes es separen, es renten amb aigua i es deixen assecar al dessecador.

Figura 15: Diagrama preparacio granes d’alginat amb recobriment doble de chitosan i d’alginat

Granes d’alginat + IBU-L [ \L [ ‘L

(O)
PI®

Enduriment de les granes

Recobriment chitosan

Recobriment
Alginat

Bany CaCl,

Bany Chitosan

Bany Alginat

3.8.2. Caracteritzacid de les granes

Es fan determinacions d’inflament segons el descrit a I'apartat 3.5.5 i d’alliberament a pH 1,2 i
7,4 amb granes diferents per cada pH, segons el que descriu I'apartat 3.7.1.
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3.9. Granes mixtes d’alginat-chitosan preparades amb prebarreja de polimers

Per a la preparacié de les granes mixtes de chitosan i alginat s’han assajat metodes diferents. Si
bé amb tots ells s’"obtenen granes estables, s’han observat comportaments diferents en funcié
del metode de preparacid utilitzat.

Com en experiments anteriors, s’han preparat granes mixtes d’alginat i chitosan amb la tecnica
de la prebarreja de polimers. Primer, sense principi actiu per conéixer les singularitats del
metode i establir-ne els parametres de preparacid, i posteriorment s’ha procedit a la
preparaciéo amb el principi actiu.

Aquest meétode consisteix en incorporar els dos polimers barrejats a una mateixa solucié
d’extrusié. Es requereix un control del pH de la solucié de polimers per evitar incompatibilitats,
en tant aquests biopolimers sén de signe eléectric oposat, de manera que per poder dur a
terme la barreja de forma efectiva cal que es mantingui un cert equil-libri en els seus estats
d’ionitzacid, evitant aixi la seva precipitacié i a I’'hora una interaccié excessiva entre ells per no
coagular la solucié.

3.9.1. Metode de preparacié

Per tal de coneixer el comportament de les granes obtingudes mitjangant aquest métode i fer
els ajustos de procediment, s’obtenen granes sense principi actiu. El plantejament consisteix
en anar variant la relacié de chitosan respecte I'alginat mantenint una concentracio final de
polimer sempre fixa del 2 % (p/v) que a la vegada ens permetra, més endavant, que les
relacions polimer/principi actiu siguin sempre les mateixes amb independéncia de la proporcié
que hi hagi de cada polimer.

Amb la finalitat d’assolir concentracions de polimer adequades i valors de pH idonis per tal
d’optimitzar el desenvolupament experimental, s’han dut a terme diversos experiments de
tanteig consistents en preparar barreges de polimer amb diferents relacions de cada polimer i
variacions de pH del medi.

De partida s’han utilitzat concentracions que s’han iniciat en un 90% d’alginat i 10% de
chitosan, fent variacions del 10% fins arribar a solucions de polimer amb un 10% d’alginat i el
90% de chitosan.

A partir d’aquest primers experiments s’observa com concentracions que superen el 50% de
chitosan esdevenen excessivament viscoses i no és possible la seva manipulacié i extrusié per
les finalitats experimentals, pel que queden descartades per experiments posteriors.

Per aquest motiu es seleccionen relacions d’alginat: chitosan que van de 90:10 fins a un maxim
de 50:50 en increments de 10.

De manera similar, per valorar el pH idoni per mantenir les condicions de solubilitat dels
polimers i de viscositat adequada, es fan proves de solubilitat ajustant el pH a diferents valors
entre 2 i 6. Els valors on el comportament de les solucions és 0Optim se situa en un rang de pHs
entre 4i5,5. Dintre d’aquest rang garantim un equilibri de I'estat d’ionitzacié dels dos polimers
on el chitosan es troba solubilitzat i activat i I’alginat també, amb graus de ionitzacié dels dos
polimers suficients com per interaccionar sense gelificar el medi amb una viscositat que
permet una fluidesa suficient per dissoldre el lisinat d’ibuprofé i per extrusionar el polimer de
manera adequada.

Per aquest motiu es seleccionen per a tots els experiments valors de pH de la solucié de
polimer entre 5i5,5.
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3.9.1.1. Descripcid del métode de preparacio

Es preparen solucions amb un contingut total de polimer del 2% (p/v) i proporcions variables
d’alginat i chitosan. Es parteix d’una proporcié maxima de chitosan del 50% que es va reduint.

Es preparen 20 ml de solucié de polimer partint d’'una solucié d’alginat del 2% (p/v) a la que
s’afegeix aigua i s’hi dissol la quantitat necessaria de chitosan per obtenir proporcions d’alginat

chitosan de 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 i 90:10, respectivament.

Les diferents solucions de polimer contindran:

Taula 13: Proporcions alginat : chitosan, contingut de les diferents solucions de polimer

Proporcio Alginat 2% (p/v) Chitosan Aigua
alginat/chitosan (ml) (mg) (ml)
50:50 10 200 10
60:40 12 160 8
70:30 14 120 6
80:20 16 80 4
90:10 18 40 2

Quantitats per preparar 20 ml de polimer

3.9.1.2. Procediment de preparacio de les granes

Es parteix de la quantitat necessaria de solucié d’alginat 2% p/v que s’acaba d’ajustar amb
aigua a la concentracié requerida seguint valors de la taula 3. Afegim 0,2 ml d’acid acetic,
essent el pH resultant idoni per evitar la gelificacio de I'alginat i permetre la correcta dissolucié
del chitosan. S’afegeix la quantitat requerida de chitosan (Taula 13) i es deixa en agitacio fins la
total dissolucid. Un cop dissolt el chitosan s’ajusta a pH 5 - 5,5 amb NaOH (0,1N) i es deixa en
agitacié 30 minuts.

Un cop preparat el polimer, es carrega el dispositiu d’extrusid. En aquest cas, el dispositiu
d’extrusié s’ha hagut de variar en tant el polimer preparat d’aquesta manera obtura les agulles
de diametre 0,25 mm utilitzades fins el moment i per tant, s’han utilitat agulles de 0,8 mm de
diametre.

3.9.2. Preparacio de granes placebo

S’inicia el procediment d’obtencidé de les granes buides seguint el procediment habitual de
gelificacié ionotropica mitjangant el degoteig de la solucié polimérica sobre el bany de
gelificacié format per CaCl, al 4% (p/v) a on es deixen endurir les granes durant 60 minuts. A
continuacid es treuen les granes, es renten amb aigua desionitzada i es deixen al dessecador
aplicant buit fins a pes constant.

3.9.3. Preparacio de granes mixtes amb lisinat d’ibuprofé

A una quantitat de polimer de 16,6 g preparada segons indicacions de I'apartat anterior, s’hi
afegeixen sota agitacié 3,4 g de lisinat d’ibuprofe fins la seva total dissolucid, el que resulta en
una solucio final de farmac del 17 % p/p, essent aquesta la mateixa concentracié utilitzada en
tots els experiments previs.
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La lisina és una molecula anfotéerica que es pot comportar a I’hora com a anié i com a catié en
funcié del pH del medi. Per veure la influencia de la lisina en el comportament de les granes,
s’encapsula aquesta en granes preparades amb la proporcié de polimers 70:30. La preparacié
es fa de la manera indicada, afegint al polimer, lisina en una proporcié final del 7% (p/p)
equivalent a la quantitat equivalent de lisina que contindria la concentracié habitual de lisinat
d’ibuprofe del 17% p/p.

3.9.4. Preparacidé de granes de lisina

Figura 16: Diagrama preparacio de granes mixtes preparades amb pre-barreja de polimers

Proporcions Alginat — Chitosan
50:50
60:40
70:30
80:20
90:10

Alginat sodic + Chitosan + Lisinat d’ibuprofe
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Dispositiu d’extrusio

Polimer extrusionat

> O

., o
Solucié de CaCl, (4%) p/v Bany de gelificacio

2

Granes mixtes pH=6-7

3.9.5. Avaluacié del métode de preparacio

La idoneitat del metode s’avalua considerant la solubilitzacié dels polimers i la capacitat de
formar granes pel metode ionotropic amb clorur de calci. L’avaluacio inicial es fa de manera
visual constatant que les granes es formen correctament amb forma esférica i romanen de
manera estable en el medi durant I'enduriment i fins la seva separacié i rentat finals.

3.9.6. Grau d’inflament de les granes placebo i de les granes de lisina

De les granes buides obtingudes s’estudia el seu perfil (grau) d’inflament en funcié del pH del
medi. Segons métode descrit a I'apartat 3.6.7.

S’estudia I'inflament per separata pH 1,2 ia pH 7,4.
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3.9.7. Cinética d’alliberament i del grau d’inflament en les granes que contenen lisinat
d’ibuprofe

L'alliberament del farmac i I'inflament de les granes de lisinat d’ibuprofe s’estudien de manera
simultania. A cada punt de mostreig es determina la concentracié de lisinat d’ibuprofé aixi com
el grau d’inflament.

Aqguestes dos cinetiques s’estudien de manera simultania i simulant condicions fisiologiques.
Per fer-ho, se seguira el procediment estandarditzat en els experiments anteriors, consistent
en mesurar |'alliberament i la captacié d’aigua de I'estructura polimérica a pH gastric de 1,2 a

pH duodenal 6,8 i colonic de 7,4.

Les granes es dipositen en un cistell d’acer inoxidable en el bany de dissolucié a 37°C i amb
agitacié de 50 rpm.

Simulacié de la fase gastrica: Sutilitza la solucié pH 1,2 durant 120 minuts. Durant els primers
60 minuts s’agafa mostra cada 10 minuts i cada 30 minuts en la seglient hora.

A continuacié es canvia el medi de dissolucié a pH 6,8.

Simulacié de la fase duodenal: S’utilitza solucié reguladora de fosfats de pH = 6,8 durant 120
minuts. Durant els primers 60 minuts s’agafa mostra cada 10 minuts i cada 30 minuts en Ia
seglient hora.

A continuacié es canvia el medi de dissolucié a pH 7,4.

Simulacié de la fase colonica: S'utilitza solucié reguladora de fosfats de pH = 7,4 fins a finalitzar
experiment a les 24 h de l'inici.

Durant els primers 30 minuts s’agafa mostra cada 10 minuts. Posteriorment es va espaiant
aquest temps fins a fer una dltima determinacié al dia seglient.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Caracteritzacié dels materials a utilitzar en la preparacié de microesferes
4.1.1. Lisinat d’ibuprofe

4.1.1.1. Nomenclatura

Denominacié comu internacional (DCI)
Ibuprofen Lysinate

Nom quimic
2-(4-Isobutylphenyl)propanoic acid - lysine (1:1)

Altres noms

Soluphene

p-Isobutylphenyl-2-propionatelysine
2-[4-(2-methylpropyl)phenyl]propanoate
L-Lysinemono(4-isobutyl-alpha-methylbenzeneacetate)
Lisiprofen

Numero CAS
[57469-77-9]
4.1.1.2. Estructura
Férmula estructural

CH,

COO-
COO-

H, N+ NH,+

Férmula molecular
Ci9H3:N,04

Pes molecular
352,48
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4.1.1.3. Propietats generals

Aspecte y Forma fisica
Pols cristal-lina molt fina de color blanc o quasi blanca.

Solubilitat

Les proves de solubilitat efectuades sobre la matéria activa ens permeten classificar el lisinat
d’ibuprofe segons criteris de la Farmacopea Europea com a soluble en aigua i a pH neutre (pH=
6,8-7,4) i com a molt poc soluble a pH acid (pH =1,2).

Punt d’ebullicid
319,69C p.a.

Punt de fusié

(177 eC-181,0 °C)

4.1.1.4. Identificacid i caracteritzacio

Elucidacié de I'estructura i altres caracteristiques

La confirmacié de l'estructura de la substancia activa, s’ha dut a terme mitjancant l‘analisi
espectroscopica 1H-RMN (Figura 17). S’observen els pics caracteristics que corresponen a
protons de l'estructura arilpropionica i de la lisina, confirmant que es tracta del lisinat

d’ibuprofe.

També s’ha analitzat el criteri de puresa cristal-lografica mitjangant difraccié de raigs X (Figura
18) i calorimetria diferencial de rastreig (DSC) (Figura 19).
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Altres assajos

Taula 14: Resultats d’assajos quimics i fisico-quimics realitzats sobre el lisinat d’ibuprofe utilitzat

Assaig Especificacio Resultat
Aspecte Pols blanc cristalli Conforme
Identificacié IR Conforme referencia Conforme
pH Sol. 1% H,06,2-7,0 6,7

Aigua KF Max 0,5 % 0,07
Rotacié optica -0,1°-+0,1° 0,0°

Punt de fusié 177° C - 181°C 177°C
Contingut Lisinat Ibuprofe (HPLC) 98,5 - 101 % sps 100,3 %
Contingut Ibuprofe (HPLC) 57,6 —59,4 % sps 58,1 %
Contingut Lisina (Potenciometria) 40,9-42,1% 40,9
Substancies relacionades (HPLC) <2% <0,03%
Solvents residuals Isopropanol: <500 ppm 174

Les proves realitzades sobre I'ingredient actiu confirmen que I'estructura d’aquest coincideix
amb el lisinat d’ibuprofe i que aquest té les caracteristiques de puresa i d’'idoneitat per a ser
utilitzat com ingredient actiu en productes farmaceéutics.
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Figura 17: Espectre RMN del Lisinat d’lbuprofe
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Figura 18: Difractograma de Raigs X del Lisinat d’lbuprofé
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Figura 19: Termograma de Calorimetria Diferencial de Rastreig (DSC) del Lisinat d’lbuprofe
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L'analisi de la mostra per difraccid de raigs X ens indica que el lisinat d’ibuprofé té una
estructura cristal-lina.

Una de les caracteristiques del lisinat d’ibuprofe és I’existencia de dos formes polimorfiques
reversibles que es succeeixen per escalfament. Una de les formes és la que existeix a baixes
temperatures i l'altra a temperatures elevades (Vladiskovic i Masciocchi, 2015). Aquesta
caracteristica s’ha de tenir en compte en aquells processos farmaceutics que impliquin
temperatures per sobre de I'ambiental, com I'assecat, la granulacié o processos de fusid-
extrusio.

L’analisi DSC de la Fig 19 mostra una petita transicié endotérmica a 70,97 °C, (inici del pic a
68°C) amb una rampa d’escalfament de 10°C i un pic de fusié a 185,11°C. El pic endotérmic al
voltant de 70 °C esta descrit a la literatura com una transicié completa i també reversible a un
altre polimorf (McCauley, 1991).

El termograma DSC obtingut coincideix amb el descrit a la literatura pel lisinat d’ibuprofe amb
transicions endotermiques i de fusid a les temperatures descrites (Vladiskovic i Masciocchi,
2015).
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4.1.2. Alginat de sodi
4.1.2.1. Nomenclatura

Denominacié comu internacional (DCI)
Sodium Alginate

Nom quimic
(2S,35,4S,5S,6R)-3,4,5,6-tetrahidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilat de Sodi

Altres noms

Algin

Sal sodica d’acid alginic

Sal sddica d’acid polimanuronic
Polimanuronat de sodi

E-401

Numero CAS
[9005-38-3]

4.1.2.2 Estructura

Férmula estructural

Na-50c WO

"-.o -0

Férmula molecular
(CeH7NaOg)n

Pes molecular
198,11

4.1.2.3 Propietats generals

Aspecte i Forma fisica
Pols gruixuda o fina, practicament inodora i insipida, de color blanc o lleugerament groguenc.

Solubilitat

Es dissol en aigua, formant una solucié col-loidal viscosa, insoluble en alcohol o solucions
hidroalcoholiques en les quals el contingut d’alcohol és superior al 30% en pes. Insoluble en
cloroform, eter o acids, quan el pH de la solucié es menor de 3.
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Punt d’ebullicid
495,2°C p.a.

Punt de fusid
211,1°C

4.1.2.4 Identificacio i caracteritzacio
Elucidacié de I'estructura i altres caracteristiques
La confirmacid de la seva estructura s’ ha dut a terme mitjangant analisis espectroscopiques de

IR, 1H-RMN, difraccié per raigs X i calorimetria de rastreig (DSC).

La fig 20 mostra I'espectre 1H-RMN de I'alginat sodic amb un pic caracteristic del guluronat,
mentre els caracteristics del manuronat queden confosos amb els pics principals de 'aigua i el
solvent utilitzat per preparar la mostra (DMSO).

La Fig 22 mostra el difractograma R-X de I'alginat sodic. S’'observa una estructura de naturalesa
semicristal-lina amb un pic 20 al voltant de 13° compatible amb els difractogrames publicats
per aquesta substancia i de perfil cristal-lografic similar (Jana i col., 2015).

Altres assajos

Taula 15: Resultats d’assajos quimics i flsicoquimics realitzats sobre I’alginat sodic utilitzat

Assaig Especificacio Resultat
Aspecte Pols groguenc Conforme
Identificacio A, B (EP) Positiva Positiva
Aspecte dissolucio S (0,10g/30 ml) EP  Conforme Conforme
Solubilitat en Etanol 96° Insoluble Insoluble

Pérdua per dessecacio <15% 9,6%
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Figura 20: Espectre RMN de I'alginat sodic

Intensity (counts)

MA00F Num.Inv. 1009191
dmso / Temp:
Usuari: mdp ¢/ Mostra: Alari
Nom: LORENA NAVARRO RIVERA

Data: 30/07/15 / Ope.: L.NAVARRO

Sample Name:
Alari
Data Collected on:
Zape.far.ub.es-mercury400
Archive directory:
/home /robot400/vimrsys /data
Sample directory:
Alar1_20150730_01
FidFile? data_s2pul_001

Pulse Sequence:
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 30 2015
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: dmso

PROTON (s2pul)

Temp. 25.0 C ; 298.1 K
Sample-loc #5, Operator: mdp

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 15.0 degrees
cq. time 3.151 sec

Width 5200.2 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 400.1186495 MHz

DATA PROCESSING

FT size 32768

25C / N.Reg: XXXOMXXXXXX

Figura 21: Difractograma de Raigs X de |’alginat sodic

INDEX  FREQUEN PPN HEIGHT
1 2294.5 5.735 161.2
2 1344.0 1.359 65.5
a 1338.0 3.300 1
a 1331.3  3.327 1
5 1324.0  3.309 .5
6 1318.6 3.296 7
7 1311.6 3.278
8 1001.9 2.504
9 996.5 2.490
10 994.9 2.486
11 993.0 2.482
12 991.1 2.477
13 989.5 2.473
1 |
| ]
)
|
L ook
1 -0 ppm
-0.47
100.93 -0.66

Figura1:'Alginat sodic (Manugel DMB) 15/72'

File name: tint_d01_D004_Alginat sodic(Manugel DMB) 15_72 xrdml
Sample ID: Alginat sodic(Manugel DMB) 15/72
4000 =1
3000 =
2000 -
1000 - l«”
T T T
o T T T T T T T
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2Theta (°)



Part experimental — RESULTATS | DISCUSSIO @

Figura 22: Termograma de Calorimetria Diferencial de Rastreig (DSC) de I'alginat sodic

DSC-INT-15-035-5, 13.07.2015 14:36:07
DSC-INT-15-035-5, 6,5550 mg
Method: 30-300(10),N2

30.0-300,0°C 10,00°C/min N2 50,0 mifmin

Onset 210,01 °C

15/72 Alginat Sadic

172441 mJ
263.07 Jg-1
251.52°C

normalized
Peak

T Integral -2050.33 mJ

4 normalized -314,16 Jg*-1

i Peak 90,36 °C

20
a0
)

1 40 G0 80 00 120 40 180 80 200 220 240 2680 280 “C
ey
o 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 min

Unitat de Polimorfisme I Calorimetria: CPV STAR®* SW 8.10

La figura 22 mostra el comportament térmic de I’alginat sodic en atmosfera de nitrogen. Es pot
observar un pic endotérmic centrat a 99,36°C que s’inicia a 54,08 °C amb una rampa de
temperatura de 10 °C/min. Aquest pic s’atribueix al procés de deshidratacié. S’observa també
un gran pic exotérmic que s’inicia a 210,01 °C amb el maxim a 251,52 °C. Aquest pic
correspondria a la descomposicié del biopolimer per reaccions de pirolisi que resulta en un
residu carbonitzat. Aquest perfil coincideix amb el que es descriu a la bibliografia per I'alginat
sodic (Soares i col., 2004).
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4.1.3. Chitosan

4.1.3.1. Nomenclatura

Denominacié comu internacional (DCI)
Chitosan

Nom quimic
(1,4)-2-Amino-2-desoxy- beta-D-glucan

Altres noms
Poly(beta-(1,4)-2-amino-2-deoxy-d-glucose)
Poly(beta-(1,4)-d-glucosamine)
Poly(d-glucosamine);
Poly-(1,4)-beta-d-glucopyranosamine;
Beta-(1,4)- 2-amino-2-deoxy-d-glucose;
Deacetylated chitin

Numero CAS
[9012-76-4]

4.1.3.2. Estructura

Férmula estructural

OH
o

HO O\L

+
NH,

Férmula molecular
(CeH11NOy),

Pes molecular
161,16

4.1.3.3. Propietats generals

Aspecte y Forma fisica
Solid de color blanc o lleugerament cremés.

Solubilitat

Insoluble en aigua.

Soluble en solucions diluides d’acids organics, incloent acid formic, acetic, tartaric i acid citric.
Soluble en acids inorganics excepte acid fosforic i sulfuric.
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Densitat
1,75 g/cm®

index de refraccié
1,7
4.1.3.4. Identificacid i caracteritzacio
Elucidacié de I'estructura i altres caracteristiques
La confirmacid de la seva estructura s’ha dut a terme mitjangant:
- Analisis espectroscopics de 1H-RMN, RX
A la figura 23 podem observar a I’espectre RMN-H del chitosan, els pics identificats com “ac” i
“d “ que correspondrien als grups acetil de la glucosamina i a I'hidrogen dels grups desacetilats
respectivament. Els residus corresponents a grups acetilats queden ocultats pel pic
corresponent a H,0 i al solvent.
La figura 24 mostra el difractograma del chitosan amb un pic intens 20 igual a 20° el que

coincidiria amb els difractogrames del chitosan que hi ha a la literatura (Janai col., 2015).

Altres assajos

Taula 16: Resultats d’assajos quimics i fisicoquimics realitzats sobre el chitosan utilitzat

Assaig Especificacio Resultat

Aspecte Pols groguenc - beig Conforme
Olor Caracteristica (a peix) Conforme
Aspecte de les solucions Clara, viscosa, lleugerament groc —marré Conforme
Solubilitat en aigua Poc soluble Conforme
Solubilitat en etanol Insoluble Conforme
Solubilitat en acid acetic 1% (v/v) Soluble Conforme

Grau de desacetil-lacio >85% Conforme
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Figura 23: Espectre RMN del Chitosan

Figura 24: Difractograma de Raigs X del Chitosan

Intensity (counts)

MA00F / Num.Tnv. 1009191

/ Temp: 25

: mdp / Mos
Nom: LORENA NAVARRO RIVERA
Data: 30/07/15 / Ope.: L.NAVARRO

Sample Name:
chitol

ory:
ome /robotd00/vmrsys /data

sample director
chitol_20150730_01

FidFile: “data_s2pil_o01

Pulse Sequenc
Solvent: dmso
Data coll
Fulse Sequenc
Solvent: dmso

PROTON (s2pul)

: ul 30 2015
ul

Temp. 25.0.C / 298.1 K
sample-Toc #4, Operator: mdp
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

. 1 sec

Acq.
Width S

z
16 repetitions

OBSERVE _ H1, 400.1186485 MHz
DATA PROCESSING
FT 68

size 327

Figura2:'Chitosan 15/72'
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HETGHT
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Figura 25: Termograma de Calorimetria Diferencial de Rastreig (DSC) del Chitosan

‘exo
mw _| DSC-INT-15-035-4, 13.07.2015 13:51:15
E DSC-INT-15-035-4, 2,6630 mg 172 Chil
] Method: 30-300(10),N2 16/72 Chitosan
5] 30,0-300,0°C 10,00°C/min N2 50,0 ml/min
] Onset 45,37 °C
5]
_10: Integral -612,41 mJ
bl normalized -229,97 Jg"-1
] Peak 75,26 °C
15
20
25
30
35
0]
] 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 C
v 1 1 Il 1 ! 1 ] 1 ] 1 [l il ] Il Il il 1 1 1 Il ! 1 1 1 ] 1 N
45— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T J
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 min
Unitat de Polimorfisme i Calorimetria: CPV STAR® SW 8.10

Al termograma de la figura 25 s’observa una endoterma suau centrada a 75,26°C amb inici als
45,37 °C i acaba al voltant dels 120 °C que podria explicar-se per 'eliminacié d’aigua unida a la
mostra. Podem veure com el rastreig de temperatura es va fer en un rang de 30 a 300 °C. Els
estudis publicats posen de manifest I'aparicié d’'una exoterma important entre 300 i 325 °C
(Janai col., 2017). En aquest cas I'exoterma no apareix probablement degut al rang de rastreig
insuficient, tot i que cap al final del termograma s’aprecia un lleuger pendent que podria ser
Iinici d’aquesta exoterma.

Pel chitosan no s’observa cap temperatura de transicié cristal-lina, el que s’atribueix a la seva
naturalesa cristal-lina rigida i les fortes interaccions intra i intermoleculars per ponts
d’hidrogen. Aixo també justificaria I'’elevada temperatura de descomposicid, (Jana i col., 2017)
no observada en el termograma per succeir a temperatures superiors i fora del rang avaluat.
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4.2. Avaluacié i posta a punt del métode de preparacié de granes d’alginat amb lisinat
d’ibuprofe

4.2.1. Granes d’alginat (placebo)

La primera fase del treball ha consistit en posar a punt la metodologia d’obtencié de granes
d’alginat, tant pel que fa a concentracions de polimer i de coagulant, com els procediments i
condicions de preparacid. La técnica basica, és senzilla i esta suficientment descrita a la
literatura cientifica (Gombotz i col., 1998; Murata i col., 2003; Yeguin i col., 2007), no obstant,
ha estat necessari transferir-la al nostre laboratori i posar-la a punt per tal que sigui
reproduible i fiable.

Per aquest motiu, els primers experiments s’han realitzat sense encapsular farmac amb
I'objectiu de definir el procediment a utilitzar i veure la capacitat d’aquest per I'obtencié de
granes d’alginat estables i de manera reproduible, per posteriorment passar a la preparacié de
granes ja amb lisinat d’ibuprofe encapsulat.

En qualsevol cas, en aquesta primera fase s’ha tractat d’avaluar la viabilitat de la proposta i
establir un espai de disseny preliminar dins el que posteriorment poder treballar per
optimitzar el métode de preparacid, caracteritzar les granes i establir una composicid i
sistematica experimental.

En base a les dades bibliografiques es planteja experimentar amb diferents concentracions de
polimer i de coagulant CaCl,.

S’inicien els experiments amb concentracions baixes de polimer (solucions d’alginat de I'1%
p/v) i també de coagulant (1% CaCl, p/v) i s’obtenen granes d’uns 1,3 mm de diametre
(humides), transparents i més denses que el medi de coagulacid, pel que es submergeixen
totalment en el medi de preparacid, aspecte que resulta interessant en tant el procés de
coagulacié es produeix de manera més eficient al interaccionar el liquid coagulant amb el
polimer de manera homogenia.

El metode permet reproduir les granes en lots successius de manera correcta. Transcorreguda
una setmana les granes dipositades en un dessecador es mantenen estables en la seva forma i
aspecte havent perdut un cert volum degut a la perdua d’aigua per assecat .

No s’avaluen concentracions de polimer i de coagulant inferiors a I'1% p/v, es parteix d’aquest
percentatge minim referit en la literatura (Murata i col. 2003) i es va incrementant a 2%, 3% i
4%.

Les granes d’alginat sense farmac (placebo) es produeixen correctament a totes les
concentracions de polimer i clorur de calci assajades. Es descarten concentracions de polimer
superiors al 3% per mostrar-se excessivament viscoses i impedir una adequada extrusié amb
els dispositius emprats i el diametre d’agulla seleccionat per aquesta série d’experiments (@ =
0,25 mm). Aquesta constatacié coincideix amb el que han trobat altres autors (Joshi i col.,
2012). Existeixen treballs publicats a on s’utilitzen concentracions del 4 % p/v (Paparakis i
Bouropoulos, 2012), no obstant, en aquests treballs es posa de relleu la utilitzacié d’alginats
sodics de baixa viscositat, el que explicaria el fet que es puguin obtenir granes a
concentracions d’alginat superiors al 3% p/v sense dificultats. Tanmateix aquests autors
utilitzen pels seus treballs, agulles per I'extrusié de diametre superior (0,7 mm) el que encara
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contribuiria més a no tenir dificultats per I'extrusié del polimer quan la viscositat d’aquest
augmenta.

S’aprecia visualment que a mesura que es va augmentant la concentracié de CaCl, del bany de
coagulacié, la facilitat per formar-se les granes també augmenta i per tant millora notablement
I’eficiéncia del procediment de preparacio.

Una major concentracié de clorur de calci, proporciona una major quantitat de calci disponible
per formar els entrecreuaments de les cadenes d’alginat. L'excés de ions calci fa que el procés
de formacié dels entrecreuaments sigui més instantani i les granes es formin de manera
immediata i homogenia tan bon punt la gota de polimer extrusionada penetra dintre el bany
de coagulacié (Tavakol i col., 2013).

Per les proves posteriors es selecciona aquest metode com a valid i utilitzant per I'extrusié una
agulla de 0,25 mm de diametre.

4.2.2. Granes d’alginat amb lisinat d’lbuprofe

A partir de la metodologia basica i dels resultats satisfactoris obtinguts amb la produccié de
granes placebo, s’inicien els experiments per determinar la capacitat de I'alginat per retenir de
forma efectiva lisinat d’ibuprofé i formar granes estables amb aquest farmac. Es tracta doncs,
d’establir les capacitats del polimer per retenir el lisinat d’ibuprofé sense perdre I'estructura
de la matriu (grana) i mantenir els entrecreuaments propiciats pels ions de calci que se situen a
les cavitats electronegatives de I'alginat unint les diferents cadenes polimériques. El lisinat
d’ibuprofé s’ha d’integrar entre aquestes cadenes permetent a la vegada que es mantinguin
els entrecreuaments i per tant I'estructura de la matriu no es trenqui.

Les diferents proves preliminars efectuades posen de manifest la necessitat d’utilitzar una
matriu suficientment concentrada de polimer per tal de suportar I'encapsulacié d’una
guantitat apreciable i atil de principi actiu.

En el cas del lisinat d’ibuprofé i degut a la necessitat d’una dosificacié relativament elevada per
a tenir possibilitats d’utilitat terapéutica, entre 200 mg i 600 mg d’ibuprofe base per dosi,
aquest aspecte resulta rellevant. Cal disposar de matrius suficientment concentrades com per
poder ser utilitzades de manera téecnicament viable en la preparacié d’'un medicament.
Tanmateix i per aquest motiu, es realitzen proves de carrega amb la finalitat de determinar un
espai de concentracié adequat per la realitzacié experimental posterior.

Les relacions en pes polimer/farmac utilitzades en treballs publicats van de 0,5:1 fins a 1:10
utilitzant I'ibuprofé acid (Hwang i col 1995), el nicardipi (Takka i col., 1998) o la hidrocortisona
(Murata i col 2003). En tots aquests estudis s’utilitza el farmac dispersat en la solucié de
polimer en comptes d’utilitzar-lo dissolt com es el cas del lisinat d’ibuprofe del present treball.

4.2.2.1. Proves de carrega

El rang de concentracions descrit a la bibliografia resulta a la practica insuficient per a les
aspiracions terapeutiques d’un hipotétic medicament a base de lisinat d’ibuprofe i s’"amplia
fins a proporcions de polimer/farmac 1:25. Cal tenir present que la part inactiva del farmac, la
lisina, fa una contribucid relativament pesada al conjunt de la substancia que suposa al voltant
d’un 40% del pes molecular total del lisinat d’ibuprofe, per aquest motiu, cal disposar d’una
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capacitat de carrega suficientment elevada de les granes per tal que la part activa sigui
adequada a una dosificacié raonable i terapeuticament util.

Les proves s’han realitzat inicialment amb concentracions de polimer a I’1% i Clorur de calci 3%
posant de manifest la possibilitat d’obtenir granes amb una proporcié de lisinat d’ibuprofé en
el polimer del 20 % p/p.

Amb una matriu de I'1% p/v d’alginat s’aconsegueix I’encapsulacié de lisinat d’ibuprofé actiu
fins el 10% p/p, pero no al 25% p/p. No obstant, s’aprecia que les granes obtingudes amb un
10% p/p sén molt poc estables i perden consisténcia en pocs dies.

Quan la concentracié de la matriu s’augmenta a 3% p/v, la capacitat d’encapsulacié i
d’estabilitat també aparentment s’incrementa. El resultats en aquesta fase experimental
preliminar (taula 17) son de visu i no s’ha aplicat cap criteri de mesura quantitativa per definir
la magnitud d’aquesta afirmacid, altre que I'apreciacié visual de la facilitat amb que les granes
es formen i es mantenen de forma estable en el temps.

Taula 17: Influéncia de la carrega de farmac en la formacié de les granes

Concentracio de Concentracié de polimer % (p/v)

farmac % (p/p) 1 2 3
5 + + +
10 + + +
15 + + +
20 +/- + +
25 - +/- +

(+) formacié de granes (-) No formacié

Per tenir un marge suficient de treball i que la quantitat de lisinat d’ibuprofé no suposi una
variable no controlada en I'optimitzacié del metode de preparacid, en base a les proves de
carrega realitzades, es decideix establir per a tots els experiments posteriors una concentracié
fixa del 17% (p/p) de lisinat d’ibuprofé a les solucions de polimer. Aquesta quantitat correspon
a aproximadament un 10% (p/p) d’ibuprofé base.

Aquesta concentracid, és la quantitat dissolta a la solucié del polimer, el que suposa relacions
d’Alginat sodic / lisinat d’ibuprofé de l'ordre de 1:17, 2:17 i 3:17 respectivament per les
solucions de polimer de I'1, 21 3% (p/v), respectivament.

4.2.2.2. Temps de coagulacio

Anomenem temps de coagulacié o temps d’enduriment, al temps que romanen les granes en
el bany abans del seu filtrat i rentat. Aquest, pot ser un parametre a controlar, en tant uns
temps excessius, sobre el paper poden provocar migracions a favor de gradient de
concentracié per part del lisinat d’ibuprofé encapsulat cap al bany de gelificacié per processos
de difusié passiva. No obstant, temps insuficients, podrien fer que I'estructura sigui feble per
una insuficient formacié d’entrecreuaments intercatenaris amb els ions calci, sobretot a la part
interior de la grana, donant com a resultat granes inestables que acabin perdent la seva
integritat al ser extretes del bany i assecades.

Quan les granes es deixen 24 hores submergides en aigua desionitzada, s'observa que queden
totalment transparents, fet representatiu de la total migracié del principi actiu cap al medi, ja
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gue en un inici les granes obtingudes amb principi actiu encapsulat presenten un aspecte
totalment blanc. Quan es deixen diversos dies (en el bany de gelificacio) les granes tot i quedar
transparents, no s’acaben dissolent, és a dir que la matriu no és soluble en aquestes

condicions.

Tots els temps de coagulacié permeten la produccié de granes suficientment estables.

S’obtenen granes homogeénies d’entre 1,0 i 1,5 mm de diametre, inicialment translicides i un
cop endurides, de color blanc, totalment opaques i més denses que el medi, que no
s’adhereixen entre elles un cop seques i amb molt poca adheréencia quan estan humides. El
metode d’obtencié de la grana és reproduible. La grana després d’'un mes de la seva
preparacido continua mantenint el seu aspecte. No s’ha degradat, han perdut cert volum,
gairebé be imperceptible, degut a I'eliminacié d’aigua per I'assecat. Un cop assecades les
granes tenen un diametre entre 0,71 1,3 mm.

A la taula 18 es presenten els resultats relatius a la influencia del temps de coagulacio i
enduriment en la formacid i estabilitat de les granes en el medi de coagulacié.

Taula 18: Influéencia del temps de coagulacié en la formacié i estabilitat de les granes

Temps de Concentracié de polimer % (p/v)
coagulacié (min) 1 2 3
30 + + +
60 + + +
90 + + +
120 + + +

(+) formacié de granes (-) No formacié

Per aquestes granes s’ha avaluat el perfil d’alliberament estatic (sense agitacid) i en aigua
desionitzada.

Figura 26: Influencia del temps d’enduriment en I'alliberament estatic

Ibuprofé (lisinat) 10% - Alginat 2% - CaCl, 3% Ibuprofé (lisinat) 10% - Alginat 2% - CaCl, 1%
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Els resultats de la figura 26b posen de manifest que diferents temps d’enduriment podrien
donar lloc a perfils o quantitat de farmac encapsulat diferent. No obstant, cal tenir present que
aquests resultats han estat obtinguts en els estudis preliminars amb granes que s’obtenen a
concentracions de calci baixes (1%) mentre que les obtingudes amb concentracions més
elevades (3%) donen perfils més homogenis (figura 26a).
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Es pot observar a la figura 26b com no hi ha una relacidé clara entre el temps d’enduriment i el
perfil d’alliberament estatic obtingut. Granes endurides a 30 i 90 minuts presenten perfils
similars amb quantitats d’ibuprofe inferiors, mentre que les obtingudes amb 60 i 120 minuts
d’enduriment alliberen quantitats de farmac superiors. Aquesta manca de relacié entre les
variables pot ser indicatiu de quée donades les baixes concentracions d’i6 gelificant
probablement s’obtinguin granes de contingut poc homogeni i amb péerdues de farmac durant
la preparacid no controlades.

Aixi doncs, en base a aquests primers resultats preliminars (figura 26a) podriem deduir una
certa independencia respecte el temps d’enduriment, és a dir, que totes les granes donen
perfil d’alliberament i carregues de farmac molt similars, tant si els temps d’enduriment han
estat curts com llargs, no obstant, caldra verificar-ho amb I'experimentacié posterior i amb la
sistematitzacid de les variables mitjangant un disseny experimental adient.

4.2.2.3. Concentracid de polimer

Veient la importancia que té la concentracié d’alginat, s’experimenta amb concentracions de
polimer fins el 4% (p/v). La possibilitat d’incrementar la concentracié d’alginat, queda limitada
per l'elevada viscositat que adquireix la solucid, el que impossibilita treballar-hi
adequadament, concretament dissoldre el principi actiu i extrusionar la preparacié per obtenir
les granes.

Si bé com s’ha comentat amb anterioritat, alguns autors descriuen en els seus treballs granes
obtingudes amb concentracions de polimer del 4% p/v i inclis superiors (Paparakis i
Bouropoulos, 2012), aix0 pot explicar-se pel tipus d’alginat utilitzat en tant en funcié de la
diferent composicié en cadenes d’acid manuronic i acid guluronic presenten més o menys
viscositat, el que suposa un diferent comportament a I'hora de barrejar-lo amb altres
components i d’extrusionar-lo.

Taula 19: Capacitat del procediment per l'obtencié de granes
d’alginat amb lisinat d’ibuprofé (17% p/v)

Concentracio Concentracié de polimer % (p/v)
Cacl, 1 2 3
1 - - +
2 - + +
3 + + +
4 + + +

(+) formacié de granes (-) No formacié

La concentracié de polimer també afecta la mida de les granes i la seva homogeneitat.

La viscositat de la solucié polimérica influeix, de tal manera que concentracions baixes
d’alginat (1%) deriven en granes molt petites. Mentre que concentracions de polimer del 3%
produeixen granes més grans.

Aquesta diferéncia de diametres es deu als fenomens de la tensié superficial tal i com també
descriuen altres autors (Badwan et al 1985).
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També s’ha observat que concentracions elevades de polimer produeixen deformacions de les
granes i a banda resulta més dificil la seva formacid, donada I’elevada viscositat i per tant, la
dificultat de passar a través de I'agulla d’extrusié.

Figura 27: Percentatges acumulats de la distribucié de mides en funcié de la concentracié de polimer
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Sota la base dels resultats obtinguts d’aquesta serie d’experiments de posta a punt del métode
de preparacid, es confirma que el lisinat d’ibuprofé s’encapsula de forma apropiada amb
I'alginat de sodi, a una concentracié d’ibuprofe com a base del 10% en el polimer sense
necessitat a priori d’altres recobriments, contrariament al que descriu alguna de la literatura
existent (Sevgi i col., 2008) a on es suggereix la formacio de granes excessivament poroses i en
consequliencia amb escassa capacitat de retencid del principi actiu quan aquest és soluble.

El comportament i formacié de les granes pot estar influenciat per la concentracié de I'i6

gelificant, el temps d’enduriment o altres factors que caldra determinar en posteriors
experiments.

Les matrius d’alginat sén estables en el medi de dissolucid utilitzat i no es dissolen en les
condicions d’assaig. Caldra verificar el seu comportament a diferents pHs i amb solucions
reguladores de pH, simulant condicions fisiologiques (pHs gastrics i intestinals) aixi com el grau
d’encapsulament que s’assoleix en funcié de les diferents variables a controlar.

En base als resultats preliminars es decideix sistematitzar la caracteritzacié i optimitzacio del
metode de preparacid, aixi com aprofundir en les caracteristiques de les granes d’alginat
obtingudes valorant altres parametres del procediment com el comportament en funcié del

pH del bany de gelificacié, I'avaluacid de I'encapsulament, I'inflament i I'alliberament a
diferents pHs.
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Amb la finalitat de parametritzar aquests elements i consolidar un espai de disseny adequat
per a futurs experiments, es planteja un disseny experimental de tipus factorial amb les
seglients premisses i objectius.

Controlar diferents parametres i establir experiments basats en disseny factorial, en base a les
seglients variables independents:

* Concentracié de la solucié inicial de polimer (rang de treball: entre 1i3% p/v)
* Concentracié CaCl, en la solucié coagulant (rang de treball: entre 1 4% p/v)
* Temps d’enduriment (rang de treball entre 30 i 120 min)

Caracteritzacio de les esferes obtingudes:

* Contingut de principi actiu i Eficiencia d’encapsulament

* Estabilitat (integritat en el temps)

* Caracteristiques d’inflament en funcié del pH del medi

¢ Perfil d’alliberament del farmac en funcié del pH del medi
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4.3. Métode analitic per a la determinacid del lisinat d’ibuprofée

Es fa necessari disposar d’'un metode analitic fiable per a la determinacié quantitativa del
lisinat d’ibuprofé en els diferents experiments, principalment per mesurar I'encapsulament i
contingut del farmac. El metode analitic utilitzat per a la determinacié quantitativa del lisinat
d’ibuprofe en els diferents experiments és I'espectrefotometric per lectura UV a A = 258 nm.
Aguest métode es va seleccionar després de consultar diversa bibliografia com farmacopees i
textos d’analisi (Moffat i col.,, 2011), aixi com realitzar I'espectre d’absorcié UV pel lisinat
d’ibuprofe i verificar un maxim d’absorcié UV a aquesta longitud d’ona que no interferia amb
els altres components de les granes (Figura 28).

Figura 28: Espectre d’absorcié UV-VIS del lisinat d’ibuprofe
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4.3.1. Validacié del metode espectrofotomeétric per a la determinacié del lisinat d’ibuprofé en
matrius biopolimeriques

A continuacié es detallen els resultats dels diferents parametres avaluats per verificar la
idoneitat i fiabilitat del métode a utilitzar per les determinacions quantitatives de lisinat
d’ibuprofe en els diferents experiments.

4.3.1.1. Especificitat

Determina la capacitat del metode per quantificar de manera inequivoca I’analit i garantir que
no es produiran interferéncies per altres elements o ingredients de la formulacié.

Les microcapsules preparades contenen només alginat calcic i en alguns casos també chitosan.
Es tracta de descartar la interferéncia dels biopolimers en la determinacié del lisinat
d’ibuprofe.

Per determinar la selectivitat s’avaluen mostres que contenen I'analit amb placebo, i mostres
que contenen només lI'analit sense preséncia dels biopolimers. Es procedeix a la lecturaa A =
258 nm.
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S’observa un lleuger increment en els valors d’absorbancia a les mostres que contenen
placebo respecte les mostres que només contenen el solvent. Tot i que és tracta d’una
variacié molt poc significativa, aquest resultat porta a fer sempre una correccié de la mesura
amb una preparacié placebo, corregint el valor d’absorbancia del placebo en el valor
d’absorbancia obtingut a la determinacié quantitativa de I'analit.

No obstant, el resultat que obtenim de la mostra placebo amb alginat i chitosan i a la que hem
afegit el lisinat d’ibuprofe, no difereix de la mostra que conté només el tampd fosfats sense els
biopolimers.

Les mesures s’han realitzat amb la correccid de blanc del tampd fosfats pH=8.

Taula 20: Resultats obtinguts en I'estudi d’especificitat del metode

Determinacié Concentracio teorica Abs Concentracio observada Recuperacio
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Placebo(+) Placebo(-) Placebo(+) Placebo(-) Placebo(+) Placebo(-)
1 0,331 0,326 0,502 0,494 99,98 98,50
2 0,333 0,328 0,505 0,497 100,57 99,10
3 0,502 0,334 0,328 0,506 0,497 100,87 99,10
n= 3 3 3 3 3 3
mitja = 0,333 0,369 0,504 0,496 101,59 98,90
DE = 0,00153 0,0012 0,0023 0,0017 0,4519 0,3416
CV%= 0,460 0,357 0,450 0,345 0,445 0,345

Aquests resultats mostren una diferencia del 1,6% quan l'analit esta en preséncia de
biopolimer. Per aquest motiu les mostres en les que hi hagi un contingut elevat de biopolimer,
es preparara un placebo equivalent per fer el zero de I'espectrefotometre. Les mostres en les
qgue s’aplicara aquesta correccié seran les utilitzades per a la determinacié de les eficiencies
d’encapsulament, en tant, en aquest cas la mesura ha de ser el més fiable possible. No es
corregira quan es determinin mostres de cinétiques d’alliberament ja que en aquest cas la
mostra esta molt diluida, la possible quantitat de polimer present en el medi molt baixa i
I'exactitud quantitativa de la mesura no és un aspecte rellevant per determinar el perfil
d’alliberament.

Figura 29: Espectre d’absorcié UV-VIS del lisinat d’ibuprofe, de I'alginat sodic i del chitosan
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La superposicié dels espectres d’absorcié ultraviolada-visible posa de manifest la practicament
nul-la absorcié dels biopolimers utilitzats a la longitud d’ona de lectura del lisinat d’ibuprofe.
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4.3.1.2. Linealitat

La linealitat determina que el metode produeix una resposta proporcional a la concentracié
dintre del rang de treball, en aquest cas el rang estudiat inclou de 50 a 150 % de les
concentracions esperades a la mostra analitica.

Els resultats de linealitat es basen en les seglients concentracions:

Punt 1a (50 %): 24,1 mg de lisinat d’ibuprofée en 100 ml de tampd fosfat
Punt 1b (50 %): 24,9 mg de lisinat d’ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 2a (70 %): 37,4 mg de lisinat d‘ibuprofée en 100 ml de tampd fosfat
Punt 2b (70 %): 35,8 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tampé fosfat
Punt 3a (85 %): 40,8 mg de lisinat d‘ibuprofe en 100 ml de tampd fosfat
Punt 3b (85 %): 42,2 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 4a (100%): 50,2 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 4b (100%): 49,4 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tampd fosfat
Punt 5a (115%): 58,2 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 5b (115%): 57,1 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tampd fosfat
Punt 6a (130%): 64,3 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 6b (130%): 64,7 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tampd fosfat
Punt 7a (150%): 74,5 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tamp¢ fosfat
Punt 7b (150%): 75,2 mg de lisinat d‘ibuprofé en 100 ml de tampd fosfat

Resultats de Linealitat

S’avaluen 7 punts per duplicat que inclouen del 50 al 150% de les concentracions de la mostra
analitica (0,500 mg/ml).

Taula 21: Resultats de linealitat i factor de resposta

Id. mostra X = concentracié mg/ml Y = resposta (ABS) FR (y/x)
la 0,241 0,157 0,653
1b 0,249 0,166 0,667
2a 0,374 0,239 0,639
2b 0,358 0,235 0,657
3a 0,408 0,270 0,662
3b 0,422 0,275 0, 652
4a 0,502 0,335 0,667
4b 0,494 0,321 0,650
5a 0,582 0,388 0,667
5b 0,571 0,374 0,655
6a 0,643 0,424 0,659
6b 0,647 0,432 0,668
7a 0,745 0,493 0,662

7b 0,752 0,505 0,672
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Test de linealitat
Dels resultats experimentals s’obté la seglient recta de regressié:
y=0,6735 x - 0,0066

amb r=0,9994 y r’=0,9989

Figura 30: Recta de regressio lineal (a). Residuals (b)

0.6 0.010-
a b
0.4 y =0,6735 x - 0,0066 0.005- ] o L
g 2= 0,9989 % . ° o o
o >
2 T 0.000--cceeeeeeiaieenns [
< o
0.2 o ° . o o
-0.005- . °
0.0 T T T 1 -
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0'0100 0 0'2 0'4 ols ols
Concentracié (mg/ml) Concentracio (mg/ml)
Error estandard de I’ ordenada a I'origen: S,=0,003408
Error estandard del pendent: Sp=0,006503

Es demostra de manera inequivoca la correlacid entre les variables x i y, essent explicat un 99,9
% dels resultats obtinguts mitjangant correlacid.

El 99,9 % dels resultats compleixen amb la relacié obtinguda.
rir’ estroben inclosos dintre dels limits d’acceptacié per a la determinacio (= 0,995).

A partir del valors experimentals pel factor de resposta (FR) s’obtenen els seglients resultats:

Calculs del factor de resposta
Mitja del factor de resposta (FR) = 0,659

Desviacié estandard de FR: DE = 0,009

- N DE FR
Coeficient de variacio= —_______ x100=1,31%

FR

Criteris d’acceptacié: CVFR < 2%

El coeficient de variacié compleix amb el criteri d’acceptacié.
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Verificacié de la proba de sensibilitat
Proba t:

texp = |b| /Sb =103,57

trautes = 2,179 (14'2 =12 g|)

Compleix la proba t-Student de la pendent on tex, > traules

Interval de confianca
IC95% =b +t-s,= 0,6735+ 2,179 - 0,006503 = (0,6593 a 0,6877)

L'interval de confianga del pendent no inclou zero. El pendent per tant, és diferent de zero, el
que demostra I’ existéncia de correlacid entre variables.

Verificacid de la variable independent o proporcionalitat
Proba t:
texp= |a| /Sa =1,94
traules = 2,179 (14-2 = 12 gl)
Compleix la proba t-Student de I’ ordenada a I'origen on tex, < traules
Interval de confianca
IC95% =a+ts,= -0,0066 + 2,179 - 0,003408 = (-0,01403 a 0,00826)
L'interval de confianca de la ordenada a l'origen inclou zero. Es demostra, per tant, que
I'origen a I'eix d’ordenades no difereix significativament de zero, el que verifica la idoneitat del

metode sense veure’s afectat per I'error sistematic.

Test d’homogeneitat de variancia de Cohran aplicada a la variacié de I'absorbancia

Taula 22: Valors d’Absorbancia per a cadascun dels replicats

Mostra 1 2 3 4 5 6 7
A 0,653 0,639 0,662 0,667 0,667 0,659 0,662
B 0,667 0,657 0,652 0,655 0,655 0,668 0,672
Mitja 0,660 0,648 0,657 0,659 0,661 0,664 0,667
DE 0,0096186 0,0124861 0,0072156 0,0123978 0,0088171 0,0058605 0,0069704

Variancia  0,0000925 0,0001559 0,0000521 0,0001537 0,0000777 0,0000343 0,0000486

S’max = 2,4306 x10°®

5 5% =6,8785x 10

Gexp= S’max /3 S =0,3534

Grabuiaga (0=0,05; K=7; n=2) = 0,3726
C';exp < Gtabulada

La variancia de la concentracié és homogeénia el que indica que el factor de concentracié no
afecta la variabilitat dels resultats.
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4.3.1.3 Exactitud

L’exactitud permet determinar la fiabilitat del métode per donar un resultat analitic proper al
valor de contingut real. Com més propers siguin els valors del resultat analitic i el real, més
exacte és el métode. La determinacié de I'exactitud permet establir també la capacitat del
metode utilitzat per recuperar 'analit contingut a la mostra. La recuperacié és un parametre
de validacié especialment rellevant quan el farmac, com és el cas de les microcapsules, es
troba retingut en una matriu i cal garantir que el procediment utilitzat és capag d’alliberar-lo
en un percentatge suficient per fer la determinacié prou fiable.

Donat que el metode per encapsular en si ja aporta incertesa i per tant no es pot disposar de
granes patré amb una concentracié coneguda de lisinat d’ibuprofé, per determinar I’exactitud
es fa partint d’'una barreja de granes blanques (sense principi actiu) a la que s’afegeix una
quantitat de lisinat d’ibuprofée patrdé coneguda i similar a la que s’espera que contingui la
preparativa analitica de les granes per I'eficiencia d’encapsulament. El procediment seguit
després és exactament el descrit per I'avaluacié del contingut de les granes amb I'objecte de
veure quant ibuprofé de l'inicial es recupera després de la preparacié de la mostra. Les granes
acaben totalment desintegrades i dissoltes en el medi el que ens garanteix |'alliberament
complert de I'ibuprofe.

Per calcular I'exactitud del metode s’han dut a terme sis determinacions independents fetes al
80%, 90%, 100%, 110% i 120% de la concentracié esperada partint de pesos aproximats de
granes placebo 0,050 g per totes les preparacions. Els resultats obtinguts es detallen a la
seglient taula.

Taula 23: Resultats estudi de I'exactitud

Determinacié  Concentracid teorica Abs 1 Abs 2 Mitja Concentracio observada Recuperacio
(mg/ml) (mg/ml) (%)
1 0,408 0,262 0,261 0,262 0,399 97,72
2 0,443 0,291 0,298 0,295 0,448 98,83
3 0,498 0,318 0,325 0,322 0,488 97,95
4 0,554 0,362 0,365 0,364 0,550 99,31
5 0,614 0,403 0,400 0,402 0,607 98,80

Els resultats posen de manifest valors que corresponen a una recuperacié mitja del 98,52%.

Considerant els valors obtinguts, s’"han calculat els seglients parametres:

% Recuperacio mitja: 98,52 % (criteri d’acceptacio: 100.0 £ 10%)
Desviacié estandard: 0,6221
Coeficient de variacid: 0,672 % (criteri d’acceptacid: < 5%)

Coeficient de correlacid lineal: 0,999 (criteri d’acceptacid: = 0.98)
La recuperacié es mostra homogenia en el rang de concentracions estudiat, amb una
variabilitat dintre els limits establerts i acceptables per aquest parametre, el que ens indica

que és tracta d’'un parametre independent de la concentracié en aquest rang.

Es compleixen els requisits, per tant el métode es considera exacte.
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Cal tenir en compte que davant les dificultats de preparar granes que encapsulin una
concentracié exactament coneguda de lisinat d’ibuprofe i per tal de simular al maxim la
realitat analitica, els valors de recuperacidé obtinguts s’han calculat preparant les mostres
estandard de lisinat d’ibuprofé conjuntament amb granes placebo. Per tant, no corresponen a
la recuperacié davant una mostra real amb I'ibuprofé encapsulat, que podria ser lleugerament
inferior per les interaccions de I'ibuprofe amb la matriu, o altres dificultats d’extraccid, el que
pot donar un error no quantificable amb la mesura de recuperacié.

4.3.1.4. Precisio (Repetibilitat)

Indica la capacitat del métode i del sistema instrumental per donar mesures reproduibles
sobre una mateixa mostra.

Precisio del sistema

S’han fet 6 lectures consecutives en la mateixa mostra i cubeta corregint a cada mesura amb
blanc (zero).

Taula 24: Resultats de la precisio del sistema

Determinacié  Concentracio teorica Abs
(mg/ml)
1 0,355
2 0,356
3 0,502 0,355
4 0,354
5 0,355
6 0,355
n= 6
mitja = 0,355
DE = 0,000577
CV%= 0,163

Criteri d’acceptacio CV<2 %

El sistema instrumental de mesura és precis, els resultats es troben dintre del criteri
d’acceptacio.
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Precisié del metode

Es prepara una mostra amb placebo i patrd i s’extreuen 6 aliquotes que es mesuren a

I'espectrofotometre.

Taula 25: Resultats de la precisio del métode

Determinacié  Concentracio teorica Abs
(mg/ml)
1 0,362
2 0,365
3 0,554 0,357
4 0,364
5 0,368
6 0,358
n= 6
mitja = 0,362
DE = 0,00386
CV%= 1,065

Criteri d’acceptacio CV<2 %

El metode d’analisi és precis, els resultats es troben dintre del criteri d’acceptacid.

Precisio intermedia

S’efectua la comparacié de dades en la condicié A i B. Cada condicié correspon a un analista
diferent i dies d’analisi diferents utilitzant el mateix espectrofotometre.

S’utilitzen 6 noves mostres corresponent al nivell del 100% (0,500 mg/ml).

Taula 26: Resultats de la precisio intermitja

Determinacié Concentracié teorica Abs Concentracio observada Recuperacio
(mg/ml) (mg/ml) (%)

Cond A Cond B Cond A Cond B Cond A Cond B
1 0,362 0,333 0,548 0,538 98,91 97,09
2 0,365 0,338 0,552 0,546 99,71 98,57
3 0,554 0,357 0,341 0,541 0,551 97,57 99,45
4 0,364 0,332 0,551 0,536 99,45 97,38
5 0,368 0,336 0,557 0,543 100,52 97,97
6 0,358 0,345 0,542 0,561 97,84 100,63

n= 6 6 6 6 6 6
mitja = 0,362 0,369 0,548 0,546 99,00 98,51
DE = 0,00386 0,00515 0,00573 0,00678 1,034 1,329
CV%= 1,065 1,394 1,044 1,241 1,045 1,343

Condicid A / Condicié B x 100 = 99,63%.

Es compleixen els criteris de precisié intermedia.

Entre els dos grups no hi ha diferéncies estadisticament significatives (p>0,05; ANOVA).
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4.3.1.5. Resultats de validacio

Taula 27: Resum dels parametres de validacié del metode espectrofotomeétric

Parametre Rang / Criteri Resultat
Especificitat No interfereix Conforme
Linealitat 0,24 - 0,75 mg/ml y =0,6732 x - 0,0064
R 2 0,995 R =0,9994
97,72 a 80%
98,83 a 90%
Exactitud

Recuperacié 100.0 + 10% 97,95 a 100%

99,31a110%
98,80 a 120%
recup. mitja = 98,52%

Coeficient de variacié > 5%

CV=0,672%

R>0.98 R=0,999
Precisio del sistema (repetibilitat) Coeficient de variacié < 2% CV=0,163%
Precisié del metode Coeficient de variacido <2% CV=1,065%

Precisié intermedia Diferéncia<1,5% Diferéncia 99,63%

Els resultats obtinguts demostren el compliment dels criteris d’acceptacié del métode i per

tant, aquest es pot considerar fiable per a la determinacié de lisinat d’ibuprofée a les matrius
biopolimériques basades en alginats.
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4.4. Caracteritzaciéo de granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé i optimitzacio del métode de
preparacio

4.4.1. Farmac encapsulat i eficiencia d’encapsulament

Per 'optimitzacio del métode d’obtencié de les granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé s’han
realitzat una séerie d’experiments sota un esquema de disseny d’experiments (DoE) d’acord
amb els principis de qualitat per disseny (QbD).

S’ha dut a terme un tractament estadistic dels resultats obtinguts del disseny factorial
plantejat 3° per tal d’esbrinar I'efecte de les 3 variables independents estudiades: concentracié
de polimer (X;), concentracié CaCl, en el bany (X,) i temps d’enduriment (X3) en la formacid de
granes de lisinat d’ibuprofe, mitjangant la mesura del farmac encapsulat i de I'eficiéncia
d’encapsulament com a variables dependents. S’han escollit aquestes variables dependents
per ser representatives de la bondat del métode de preparacié, en tant, no només indica
I"aprofitament del farmac i que aquest queda retingut a les matrius, sind també implicitament
el rendiment del procés per formar les granes adequadament i sense perdues.

L'espai o domini experimental de cadascuna de les variables s’ha escollit en base als
experiments preliminars amb aquesta finalitat. Concretament, les concentracionsde I’ 1, 2i 3%
p/v de polimers s’han seleccionat partint de I'experimentacié prévia i de la constatacié de qué
quantitats superiors eren dificils de manipular i extrusionar degut a I'increment de viscositat
(Sachi i col, 2012). Per altra banda, amb concentracions menors no s’aconseguiria formar
estructures suficientment robustes i estables basant-nos en els resultats previs. Les
concentracions de clorur de calci s’han fixat en 1, 2, i 4% en constatar que en els diferents
experiments de tanteig permetien obtenir les granes d’'una manera adequada.

Concentracions CaCl, del 3% p/v també utilitzada en alguns experiments previs, es van
desestimar perqué afegia complexitat al disseny, en tant elevava el nombre de factors i per
tant d’experiments i probablement aportaria informacié poc rellevant al disposar de la
concentracié de 4% p/v com a concentracio superior valida. No es van incloure concentracions
de CaCl, superiors per tal d’evitar els possibles efectes negatius d’'un excés d’ions divalents
(Bourgeois i col., 2006).

A la taula 28 es mostra la codificacid de variables estudiades i a la taula 29 es mostren els
resultats d’eficiéncia d’encapsulament i quantitat de farmac encapsulada obtinguts a partir del
disseny experimental i en cadascuna de les preparacions.

Taula 28: Variables codificades. Descripcid i valors

Valor dels nivells

Baix Mig Alt
Variables Independents Unitats -1 0 1
X1 Concentracio de polimer % 1 2 3
X, Concentracié de CaCl, % 1 2 4
X3 Temps d’enduriment min 30 60 120

Variables Dependents Unitats

Y, Quantitat de farmac encapsulat mg/g
Y, Eficiencia d’encapsulament %
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Taula 29: Matriu experimental i respostes observades

Preparacio Codlificacio del nivell de variable Resposta observada
X1 XZ X3 Y1 Yz

1 -1 -1 -1 0 0

2 -1 -1 0 0 0

3 -1 -1 1 0 0

4 -1 0 -1 0 0

5 -1 0 0 0 0

6 -1 0 1 0 0

7 -1 1 -1 949 81,12
8 -1 1 0 966 83,29
9 -1 1 1 927 84,38
10 0 -1 -1 644 73,12
11 0 -1 0 663 75,94
12 0 -1 1 652 72,52
13 0 0 -1 883 79,48
14 0 0 0 878 78,10
15 0 0 1 863 78,83
16 0 1 -1 848 80,35
17 0 1 0 840 83,62
18 0 1 1 853 81,17
19 1 -1 -1 635 67,12
20 1 -1 0 624 68,33
21 1 -1 1 648 68,01
22 1 0 -1 837 74,21
23 1 0 0 887 77,52
24 1 0 1 868 73,30
25 1 1 -1 809 73,25
26 1 1 0 847 78,30
27 1 1 1 826 71,40

Quan les granes no es formen es considera la resposta 0

4.4.2. Resultats estadistics

L’avaluacié de les respostes es fa sota un model que inclou termes polinomials interactius
representat per la seglient equacio:

Y =bo+ by Xi+ by Xo+ b3 X3+ by; )(12 + b3 X1 Xo+ b13X1X3 + by, Xz2 + by3XoXs + b3z )(32

El model resultant s’ha ajustat als resultats obtinguts per les variables dependents i permet fer
prediccions en funcid de les interaccions existents per les diferents variables independents.

A la taula 30 es poden observar les interaccions entre variables aixi com la seva significacio
estadistica.
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Taula 30: Interaccié entre variables

Variable Farmac encapsulat (Y,) Eficiencia d’encapsulament (Y,)
F ratio Valor p F ratio Valor p
X1 25,80 0,0001 38,51 0,0000
X, 24,09 0,0001 20,23 0,0003
X3 0,00 0,9691 0,00 0,9884
X1 X1 9,83 0,0060 20,28 0,0003
X1 Xy 11,61 0,0005 18,74 0,0005
X1 X3 0,01 0,0034 0,01 0,9240
X5 Xy 0,02 0,9022 3,80 0,0680
X3 X3 0,00 0,9752 0,00 0,9712
X3 X3 0,01 0,9066 0,08 0,7797

L'analisi dels resultats obtinguts del disseny experimental utilitzat porta a les segients
equacions que configurarien el model d’encapsulament i de carrega de farmac en funcié dels
parametres avaluats.

4.4.2.1. Carrega de farmac

Y, = 749,7 + 229,9X; + 222,2 X, + 1,780X5 - 245,8X,> - 188,9%X; X, + 6,91X:X3 + 72,17X,° -
1,750X,X3 - 9,333 X5°

4.4.2.2. Eficiencia d’encapsulament

Y, = 71,20 + 22,37X; + 16,21X, + 0,053X3 - 28,11X;% - 19,11X:X, - 0,428X:Xs + 12,17X,> +
0,162X,X3 - 1,774 X5’

Es pot observar com, tant la quantitat total de farmac encapsulat, com ['eficiéncia
d’encapsulament depenen de la concentracié de polimer i de la concentracié d’agent de
gelificacié (P<0,05). La influéncia de la concentracié de polimer sobre [eficiencia
d’encapsulament ha estat descrita per altres autors (Arica i col., 2005).

Aquestes interaccions entre variables ja s’havien intuit inicialment en els experiments
preliminars quan proves fetes amb concentracions molt baixes de clorur de calci impedien la
formacio de les granes i s’intuia la independéncia del temps d’enduriment.

Els resultats de farmac encapsulat mostren la concentracié real de lisinat d’ibuprofé contingut
a les granes seques. Els resultats d’eficiencia d’encapsulament, es refereixen a I'aprofitament
del procés per encapsular el farmac, en tant, el que es mesura és la quantitat relativa de
farmac perdut durant el procés de formacid de les granes, per tant, I'eficieéncia
d’encapsulament s’ha calculat de manera indirecta (Fernandez-Hervas i col., 1998) i no a partir
dels valors de farmac encapsulat per evitar resultats que no responguin a I'aprofitament real
del farmac.

En efecte, I'eficiencia d’encapsulament es determina per diferéncia, mesurant la concentracié
en mg/ml de lisinat d’ibuprofé al bany multiplicada per la quantitat total de liquid recuperada.
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D’aquesta manera, es determina la quantitat d’ibuprofé que no s’ha encapsulat i per tant, per
diferencia, la que ha quedat incorporada a les granes. No obstant, I'eficiencia d’encapsulament
ens déna un resultat en relacié amb la quantitat inicial utilitzada per obtenir les granes.

Cal remarcar que l'aprofitament de la solucié de polimer amb lisinat d’ibuprofé no és absoluta,
es tracta d’una solucid viscosa, inclis amb viscositats diferents depenent de la concentracié
d’alginat de la que en queden restes importants tant en el recipient de preparacié i barreja
com en el dispositiu de degoteig. Per controlar de manera adequada aquestes quantitats i
evitar que aquestes perdues computin al calcul de la eficiéncia d’encapsulament, amb cada
experiment es duu un recompte acurat de la quantitat invertida en I'obtencié de les granes, és
a dir, la quantitat de polimer medicat que realment és extruida al bany. Aquesta quantitat
s’obté pesant el dispositiu d’extrusio ple i un cop buidat.

En aquest punt, també es subratlla la diferencia entre I'eficiencia d’encapsulament i la
quantitat de farmac present a les granes i el motiu pel qual es van seleccionar aquests dos
parametres que poden donar resultats coincidents en el sentit d’experimentalment
equivalents o no fer-ho.

A efectes de rendiment del procés, interessa disposar d’eficieéncies d’encapsulament elevades,
aixo vol dir que hi ha un aprofitament del principi actiu, no obstant, des d’un punt de vista
d’aplicacié i d’utilitat de les granes, no interessa tant disposar d’una elevada eficiencia
d’encapsulament com d’una concentracié molt elevada de farmac a l'interior de les granes.
L'ibuprofe s’utilitza a dosis elevades, les més comuns per via oral sén 200 - 600 mg per dosi
(Irvine i col., 2018), el que significa la necessitat de matrius altament concentrades per tal de
que es puguin utilitzar en una forma farmacéutica convencional.

Tot i que és d’esperar que eficiencies d’encapsulament elevades resultin en matrius més
concentrades, I'eficiencia d’encapsulament no necessariament ha d’anar lligada a la
concentracié final de farmac present a les granes. Poden existir eficiencies d’encapsulament
altes, és a dir, amb un percentatge d’aprofitament del farmac elevat perdo amb proporcions de
polimer també altes i per tant amb un resultat de granes amb quantitats de farmac inferiors en
relacié al seu pes total. Per contra, poden existir eficiencies d’encapsulament baixes, i disposar
de concentracions de farmac elevades a les granes obtingudes. En aquest cas es perdria tant
ibuprofé com polimer que quedaria al medi de gelificacid sense possibilitat de formar granes.

De fet, en els resultats s’observa com eficiéncies d’encapsulament similars donen carregues de
farmac diferents, el que ens indica que davant d’un determinat nivell d’aprofitament del
farmac, la concentracié assolida d’aquest en relacié al pes de les granes no és la mateixa.

A partir dels resultats obtinguts es posa de manifest que la concentracid de polimer i la
concentracié de CaCl, en el bany gelificant afecten significativament (p<0,05) tant I'eficiencia
d’encapsulament com la quantitat de lisinat d’ibuprofé encapsulat a les granes. Aquests
resultats no coincideixen del tot amb alguns estudis publicats, a on si bé, s’atribueix a la
concentracio de polimer un paper rellevant per I'eficiencia d’encapsulament, també
suggereixen que el temps de coagulacié influencia en aquest parametre i no aixi per la
concentracié de gelificant (Sevgi i col., 2008).

No obstant, en aquests treballs publicats, es posa de relleu la utilitzacié de concentracions
diferents de clorur de calci i I'encapsulament d’un farmac insoluble en aigua a proporcions
molt inferiors de principi actiu en relacié amb el polimer que les utilitzades en el present
treball. Tanmateix, els autors exposen la manca d’idoneitat del metode de gelificacid
ionotropica per farmacs solubles en aigua degut a la pérdua rapida de la fase externa, aspecte
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que contrasta amb els resultats obtinguts en el present treball on s’han obtingut bones
eficiencies d’encapsulament pel lisinat d’ibuprofé amb el métode ionotropic. Un altre aspecte
remarcable de I'estudi de Sevgi i col. (2008), és la utilitzacié de temps d’enduriment
extraordinariament llargs de 3h i 12h, atribuint-los significacié en I'eficiencia d’encapsulament.
Val a dir que aquests temps son genuins per aquest tipus de preparacid i que altres autors han
reportat com a element no rellevant per I'encapsulament, coincidint amb els resultats
obtinguts en el present treball.

Figura 31 Quantitat de farmac encapsulat en funcié de les concentracions de polimer i de la concentracié de clorur
de calci
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Figura 32: Eficiencia d’encapsulament en funcié de les concentracions de polimer i de la concentracié de clorur de
calci
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4.4.3. Efecte del pH

Quan la concentracié de CaCl, és del 4%, s’obtenen granes a qualsevol dels pHs assajats (pH=
2,4,6,8010).

No obstant, les granes optimes s’obtenen utilitzant una concentracié del 2% de polimer que
conté 17% de lisinat d’ibuprofe (p/p) que s’extrusiona en un bany gelificant que conté CaCl, 4%
p/v a pH=2.

En aquestes condicions s’obtenen granes homogenies, formades instantaniament, esferiques i
gue presenten les proporcions més elevades de farmac encapsulat i també valors més elevats
d’eficiéncia d’encapsulament (taula 31). Aquest millor comportament en condicions acides
(pH=2) s’atribueix a les propietats fisicoquimiques del lisinat d’ibuprofe i de I'alginat basades
en la seva baixa solubilitat a aquest valor de pH.

Els resultats de farmac encapsulat i eficiencies d’encapsulament es mostren a continuacio:

Taula 31: Resultats de farmac encapsulat i eficiencia d’encapsulament

Temps

Polimer (%) CaCl, (%) pH d’enduriment Q (mg/g) EE (%)
(min)

2 4 2 60 940 95,35

2 4 4 60 852 79,35

2 4 6 60 778 80,33

2 4 8 60 824 81,14

2 4 10 60 853 81,09

Es constata que valors de pH baixos, al voltant de 2 produeixen granes petites i homogeénies.
No obstant, aquestes granes es van desfent amb el pas del temps i no es mantenen estables a
llarg termini.

L’'alginat és insoluble en medi acid, es forma acid alginic i les cavitats electronegatives
propiciades pels grups carboxilics ionitzats al estar protonades queden bloquejades impedint la
interaccio electrostatica amb els ions de calci, en aquest cas, el que succeeix és que hi ha una
coagulacié pel medi acid que causa la insolubilitat de I’alginat convertit a acid alginic perd no hi
ha I'entrecreuament de cadenes produida pel catié divalent, o si més no, hi ha una
competéncia en el moment de formar-se la grana entre el calci del medi i els protons.

El resultat observat, és una rapida coagulacié per la suma dels dos fenomens que atrapa de
manera eficient el lisinat d’ibuprofe, no obstant, I'estructura resultant tindra en realitat menys
entrecreuaments que quan fem la coagulacié en un medi neutre o més alcali a on hi haura més
grups electronegatius lliures per interaccionar amb els ions de calci (Bu i cols., 2005).

Els resultats a curt termini de realitzar el procés a pH acid és I'obtencié de granes esfériques i
petites aparentment consistents, de rapida i facil formacié amb una elevada eficiencia
d’encapsulament. Probablement tingui influéncia la baixa solubilitat de I'ibuprofé en aquestes
condicions acides fet que fa que precipiti a I'interior de la matriu i quedi retingut amb més
facilitat al no poder ser dissolt i en certa forma alliberat al medi de coagulacid.
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Altres treballs fets amb granes d’alginat obtingudes a diferents pHs (Chuang i col., 2016)
demostren granes de diferent forma en funcié dels pHs de les solucions de gelificacié, no
obstant, aquest efecte no ha pogut ser verificat amb les granes de lisinat d’ibuprofe, el motiu
pot ser que Chuang i cols., 2017 van incorporar baixes concentracions de blau de Commassie
(0,05%) , i per tant, a efectes practics es tractaria de granes placebo mentre que les granes de
lisinat d’ibuprofé obtingudes contenen un 17% de farmac dissolt a la solucié de polimer.

4.4.4. Caracteristiques d’inflament de les granes

El comportament d’inflament dels polimers d’alginat és un dels factors més determinants en
I'alliberament del farmac (Bajpai i Kirar, 2016). L'inflament, permet el transit d’aigua a l'interior
i la dissolucid i alliberament del farmac. El grau d’inflament es mesura com a captacié d’aigua
mitjancant les variacions de pes. L'inflament de les granes s’hauria de correlacionar amb el
perfil d’alliberament, que en el cas de l'alginat depenen del pH extern, no obstant, altres
mecanismes com |'erosié o dissolucié del polimer en el medi poden contribuir també a
I'alliberament a banda de I'inflament i no sempre es pot atribuir I'alliberament a fenomens
d’inflament o captacié d’aigua, si més no, d’'una manera exclusiva (Peppas i col., 2000).

La figura 33 mostra els perfils d’inflament obtinguts després de sotmetre les granes d’alginat
amb lisinat d’ibuprofe a pH=1,2 i a pH=7,4 respectivament.

Figura 33: Resultats d’inflament de granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé obtingudes a diferents pHs
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L'inflament es determina per la capacitat del polimer de captar aigua i per tant, com a variacié
relativa del pes de la grana en funcié de la quantitat d’aigua captada (Darrabie i col, 2006).

En els perfils d’inflament de la figura 33 es pot observar com a pH 1,2 no hi ha practicament
inflament i com en canvi a pH =7,4 I'inflament és molt evident amb valors de I'ordre de 250 %.
En les granes d’alginat, s’observa a pH = 7,4 i a partir de 60 minuts una davallada en el grau
d’inflament. Aquesta davallada no es real per una pérdua d’aigua motivada per la contraccié
del polimer, en tant el que es produeix, d’'una banda és una erosié de la grana degut a la seva
fragilitat quan esta inflada i per altra banda, la dissolucidé progressiva de part del polimer a
aquest pH. Les granes s’acaben desintegrant completament i dissolent-se en el medi. Les
granes produides a pH 10 es desintegren de manera molt més rapida i no es van poder obtenir
dades a partir dels 60 minuts ja que no era viable la seva manipulacié per fer les
determinacions sense que es desintegressin i que es veiés afectat el propi procés de mesura.

Tal i com s’esperava, la captacié d’aigua és molt superior a valors de pH de 7,4 mentre que a
pH acid és nul-la. Aquests resultats sén consistents amb els obtinguts en altres treballs a on es
determina el comportament del polimer en funcié del pH (Hwang i col. 1995; Fernandez-
Hervas, 1998) i suggereixen que el farmac quedara retingut a l'interior de les granes durant el
transit gastric alliberant-se quan arribin al duode.

En aquest cas, s’ha d’esperar abséencia d’alliberament de farmac a pH gastric (pH = 1,2), d’'una
banda pel fet que no només no hi ha inflament, sind que aparentment hi ha una contraccié de
les granes, el que impediria I’entrada d’aigua i per tant la dissolucié del farmac.

Es demostra que les granes d’alginat que contenen lisinat d’ibuprofe sén del tipus que
responen al pH del medi i per tant, es pot modular I'alliberament en funcié d’aquest el que
obre una finestra d’oportunitats per a I'obtencié de formes d’alliberament controlades per pH i
especifiques de lloc. De fet, I’alginat es considerat com un polimer intel-ligent “smart polimer”
per aquestes propietats (Bajpai, 2008).

Els efectes observats, és a dir que l'inflament a pH 7,4 assoleixi un maxim de manera
relativament rapida i després decaigui sobtadament fins el punt de la desintegracio de
I’estructura pot obeir a fenomens de bescanvi ionic entre el sodi (present en la solucio
reguladora de fosfats) i el calci unit als grups carboxilics de I’alginat. Els ions monovalents (Na*)
reemplacen els divalents (Ca’*) causant un trencament de I'estructura en forma de “capsa
d’ous” i un increment de la distancia entre les cadenes polimeériques afavorint I'absorcié del
medi fluid i per tant I'inflament del sistema fins que la pressié osmotica dintre de les granes
equilibra la forga dels enllagos d’entrecreuament que preserven |'estructura de les granes. A
partir d’aqui, les granes comencen a desintegrar-se i el seu pes disminueix (Segale i col., 2016).

Aquesta explicacid, contrasta també amb el que succeeix quan es realitzen determinacions de
farmac encapsulat, en aquest cas, el que es produeix és la rapida i complerta desintegracié de
les matrius. Per aconseguir-ho, s’utilitza una solucié reguladora de fosfats de pH = 8 pero
d’elevada forca ionica propiciada per una concentracié salina superior a la d’altres solucions
reguladores de fosfats. S’explicaria la rapida desintegracié per I'elevada concentracié d’ions
Na* que desplacarien 'equilibri de manera més rapida i eficient en aquest cas per la finalitat
perseguida que és determinar el contingut de farmac a l'interior de les granes.

Quan en comptes de solucié reguladora de fosfats amb preséncia d’ions Na* s’utilitza aigua,
s’observa que no es produeix la desintegracié de les granes i aquestes romanen en el medi
durant llarg temps inflades perd sense perdre la seva estructura malgrat trobar-se a pH neutre,
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el que confirmaria aquesta hipotesi dels mecanismes de transformacié de I'estructura de les
matrius d’alginat en funcié dels ions presents al medi de dissolucid.

4.4.5. Alliberament del Lisinat d’'lbuprofé

Els experiments d’alliberament del farmac s’han dut a terme en condicions estatiques i
dinamiques, és a dir sense i amb agitacié respectivament. Sense agitacido és determina la
difusio passiva del farmac cap a I'exterior a partir de que aquest s’infla.

4.4.5.1. Alliberament estatic

Aquest assaig es realitza per tal de comprovar 'habilitat de les matrius d’alginat per retenir el
farmac encapsulat i també verificar les pérdues de lisinat d’ibuprofé per difusié passiva degut
als diferents temps d’enduriment.

Quan les granes es posen amb aigua destil-lada sense agitacid i durant un temps de 5 h s’obté
un perfil d’alliberament d’ordre 0 amb un alliberament del 12% (p/p) de lisinat d’ibuprofeé
sense haver-hi influéncia del temps d’enduriment (ANOVA p >0,05), el que demostra que les
matrius d’alginat sén capaces de retenir el lisinat d’ibuprofe, el qual s’allibera lentament al

medi per difusié passiva.

Figura 34: Perfil d’alliberament estatic d’ibuprofé a partir de

granes d’alginat (2%) i CaCl, (4%)
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Els resultats de la figura 34 mostren com en situacié estatica, sense agitacié es produeix un
alliberament de lisinat d’ibuprofe durant 5 h que és independent del temps d’enduriment.
Entre els valors de les constants trobades a les diferents rectes no s’observen diferencies

estadisticament significatives (ANOVA p>0,05).
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4.4.5.2. Alliberaments dinamics

Quan els alliberaments es fan utilitzant un aparell de dissolucid, és a dir amb agitacio i
temperatura controlada, s’observen els seglients perfils d’alliberament. Aquests resultats
s’obtenen d’experiments d’alliberament a pH neutre i sense gradients de pH mentre s’executa
I'experiment.

Figura 35: Perfil d’alliberament dinamic d’ibuprofe a partir de granes
d’alginat obtingudes amb diferents concentracions de polimer
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Respecte la influencia de les concentracions de polimer a I'alliberament, a la figura 35 es pot
observar com a mesura que s’incrementa aquesta, la retencié és superior i l'alliberament és
més lent. A partir dels perfils obtinguts, podria semblar que a mesura que s’incrementa la
concentracio de polimer, la quantitat de farmac total alliberada és menor. Aquests
experiments s’han fet amb una durada de 5 h i no es van allargar més enlla, en tant I'objectiu
era observar la capacitat de les matrius d’alginat per retenir i alliberar de manera efectiva el
lisinat d’ibuprofe.

El resultats d’encapsulament, posen de manifest que quan s’incrementa la concentracié de
polimer es redueix la concentracié de farmac present. Aquest fet es pot explicar d’'una banda,
pel fet de que al tenir una relacié superior de polimer respecte el farmac, la concentracid
percentual d’aquest a les granes és inferior, i per altra banda, hi ha una eficiéncia
d’encapsulament inferior en tant a mesura que es disposa de solucions amb més viscositat, la
formacio de les granes es veu més dificultada i algunes no s’arriben a formar alliberant farmac
directament al medi de gelificacié.

Del tractament grafic s’observa com I'encapsulament es veu afectat per la concentracié de
polimer. Amb una diferéncia més acusada per les concentracions del 3% i amb poca diferencia
a les concentracions de 1i 2%, respectivament.
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Figura 36: Perfil d’alliberament dinamic d’ibuprofée a partir de granes
d’alginat obtingudes amb diferents concentracions de CaCl,
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La figura 36 permet observar I'impacte directe de la concentracié de clorur de calci en
I’encapsulament. Respecte les granes del 4%, la reduccid de I'agent gelant mostra una reduccié
de les concentracions maximes assolides d’ibuprofe. Aquest fet pot ser degut a que la
gelificacié i formacié de la grana succeeix de manera més lenta. Tot i que la formacié de la
grana és instantania quan aquesta es submergeix en el bany, si que s’observa com a les granes
formades amb concentracions de clorur de calci més baixes, I'aspecte va variant d’opalescent a
un blanc més intens de manera més progressiva, mentre que a elevades concentracions de
calci aix0 succeeix de manera més immediata.

L'atrapament del lisinat d’ibuprofé és superior quan més rapida és la formacié de I'hidrogel, en
tant aquest, que ja es troba dissolt amb el polimer, no té temps de migrar cap a I'exterior del
bany, mentre que quan la formacié és més lenta, hi ha un temps per l'intercanvi entre el
polimer no gelificat i el bany, de fet, alguns autors postulen dificultats d’encapsular farmacs
solubles per aquest motiu (Sevgi i col., 2008).

Aquest fenomen es pot relacionar directament amb la concentracié d’ibuprofé que
posteriorment es troba al bany. Es justament aquesta concentracié la que utilitzem per a
calcular l'eficiencia d’encapsulament i en aquest sentit, aquesta afirmacié no aporta cap
novetat o informacié addicional, doncs la quantitat d’ibuprofé al bany i ['eficiencia
d’encapsulament s’obtenen a partir de la mateixa determinacid, no obstant, si que es constata
graficament com la quantitat de farmac alliberada és inversament proporcional a la quantitat
d’ibuprofé que es troba al medi, el que ens indica una menor quantitat encapsulada per unitat
de massa. Visualment, es corrobora I'alliberament de la totalitat o de la practica totalitat del
farmac de les granes perqué a mesura que es va alliberant I'ibuprofé aquestes van perdent la
coloracié blanca fins a quedar totalment transparents, indicant que la preséncia de farmac al
seu interior és a la practica nul-la. Fet constatat experimentalment determinant I'ibuprofe
residual a les granes. La quantitat d’ibuprofée retingut a les granes un cop finalitzades les
cinetiques d’alliberament és indetectable respecte el blanc.

La concentracié de calci influeix en la composicié de les granes i per tant, també en el
comportament d’inflament i d’alliberament. A mesura que s’incrementa la concentracié de
calci, les interaccions entre calci i alginat sén més fortes i I'alliberament es veu afectat en
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funcié de la concentracié de calci (Segvi i col., 2008), no obstant, Takka i col.,, 1998, van
estudiar I'efecte de la concentracié de calci en la produccié de granes de Nicardipi, arribant a
la conclusié que aquesta no influia en I'alliberament a partir d’'un estudi de disseny factorial en
el que s’assajaven diferents concentracions de calci. En aquest estudi, els temps d’enduriment
van ser de 12 hores, el que pot promoure la saturacié dels llocs de les cavitats electronegatives
pels llargs temps d’exposicié al calci del medi perdent rellevancia I'efecte de la concentracié
inicial de Ca®* en el medi de gelificacié de les granes.

També influeix I'estructura molecular de I'alginat en relacié amb el catié utilitzat. En aquest
sentit, les granes riques en acid manuronic s’inflen més que les que ho sén en acid guluronic,
aquest fenomen es veu també influenciat pel tipus d’ié utilitzat, essent més prominent pels
ions Ca” respecte altres ions divalents com el Ba®* també utilitzats en la formacié de granes
d’alginat (Darrabie i col., 2006).

Figura 37: Perfil d’alliberament dinamic d’ibuprofée a partir de granes
d’alginat i CaCl, sotmeses a diferents temps d’enduriment
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S’observa (Figura 37), com el temps d’enduriment no influeix de manera significativa en els
perfils d’alliberament i en la quantitat de farmac encapsulada. De fet, es constata com un cop
formada la grana aquesta ja no varia en aspecte. Tot i aix0, per motius operatius,
d’organitzacié experimental i per una major fiabilitat es va decidir que I'enduriment fos en
periodes d’una hora. També, una part de la bibliografia consultada coincidia amb aquest
temps, el que permet fer comparatives experimentals amb treballs d’altres autors (Joshi i col.,
2012).

4.4.5.3. Influéncia del pH en I'alliberament del lisinat d’ibuprofé

Quan es determina experimentalment I'alliberament a pH gastric i intestinal, s’observa com es
correlaciona amb les dades observades d’inflament. A pH gastric, el lisinat d’ibuprofé queda
totalment retingut, mentre que a pH intestinal s’allibera. Aquest perfils d’alliberament s’han
fet en paral-lel perd en cubetes separades i per tant, amb granes diferents de manera similar a
com s’han realitzat els experiments d’inflament.
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Figura 38: Perfil d’alliberament dinamic d’ibuprofe a partir de
granes d’alginat (2%) i CaCl, (4%) a pH gastric i pH intestinal

100

Fraccié alliberada (%)
(4]
id

o
1

T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Temps (min)

En aquest cas, es pot observar a la figura 38 com a pH acid I'alliberament de lisinat d’ibuprofe
és nul. Aquest resultat era esperable d’una banda per la contraccié de les granes i en
conseqliencia manca d’adquisicié d’aigua i impossibilitat de dissoldre el farmac. Per altra
banda I'ibuprofe té un pKa de 4,9 (Bjarnason i col., 2018), per tant, en medi gastric ens trobem
clarament en una situacié de predomini de la forma no ionitzada i per tant insoluble. Si bé les
formes no ionitzades poden travessar barreres bioldgiques i en alguns casos com I’aspirina o el
mateix ibuprofé absorbir-se a través de la mucosa gastrica, en aquest cas la manca de
ionitzacié suposa la impossibilitat de solubilitzacié del lisinat d’ibuprofé i en aquest sentit
manca d’alliberament de I'estructura d’alginat calcic que el reté.

El perfil d’alliberament a pH de 7,4 simulant condicions intestinals coincideix amb el que
s’observa a les grafiques anteriors. Tanmateix si ens fixem en la grafica d’alliberament (Figura
38) es pot observar el mateix perfil que I'obtingut a les grafiques d’inflament (Figura 33) el que
permet correlacionar una cosa amb l'altra i concloure que el mecanisme més important
d’atrapament del farmac en aquestes condicions, malgrat situar-se per sota de pKa de
I'ibuprofe és la contraccié del polimer i manca d’inflament, el que impedeix I'absorcié d’aigua i
alliberament del lisinat d’ibuprofe o difusié al medi (Hwang i col., 1998).

No obstant, aquests perfils posen de manifest una funcié d’alliberament molt similar,
inicialment comandada per l'inflament i a partir de les dues hores per la propia erosid i
destruccié de I'estructura tal i com s’observa en els estudis d’inflament (Figura 33).

Degut a que a pHs neutres les granes s’inflen significativament al mateix temps que
s’erosionen, llavors es poden esperar cinetiques d’ordre zero o de primer ordre degut als dos
fenomens implicats, d’'una banda a la difusié i per I'altra a I'inflament (Hwang i col., 1995;
Peppas i col., 2000). De fet, quan l'alliberament és estatic, s’observa com el farmac difon
passivament al medi i en una cinética d’ordre zero, mentre que en condicions dinamiques el
comportament cinétic ja és d’ordre 1 (figura 37).
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4.4.5.4. Alliberament amb canvi de pH

S’avalua I'alliberament amb canvis de fluid de dissolucid a la mateixa cubeta i amb les mateixes
granes. Aquesta determinacié permet simular el que succeira en condicions fisioldogiques
d’administracio on les granes passaran primer un temps a pH gastric (pH= 1,2) i posteriorment
a pHs intestinals superiors (pH= 6,8 i pH= 7,4), el que permet valorar la influencia que té en el
polimer i en I'alliberament de principi actiu el fet d’haver estat primer a pH acid per passar a
pHs després més neutres. Hipoteticament, I'estructura polimeérica o inclus el principi actiu, es
podrien veure afectats de manera irreversible pel fet d’haver estat en condicions acides, per
exemple I'ibuprofé precipita en medi acid.

No obstant, el que s’observa és que el pas per medi acid no afecta d’'una manera evident
I’estructura o propietats de les granes i que I'alliberament es produeix d’acord amb el que
s’observa quan es fan les determinacions a pHs individuals sense haver sotmeés les granes
previament a pH acid. Aquest comportament era I'esperable perqué es disposa de matrius
formades només per alginat i per tant, amb un comportament homogeni. Aquest
comportament podria no ser homogeni en el cas d’incloure polimers amb signe ionic o valors
de pKa diferents el que podria suposar que a pH gastric I'estructura es comencés a afectar.

El seglient grafic (figura 39), s’ha obtingut per mesurament en continu del contingut de les
cubetes de dissolucio, utilitzant granes obtingudes a diferents pH del medi de gelificacid.
S’observa com durant les 2 hores que les granes es troben en el medi a pH gastric,

I'alliberament d’ibuprofé és nul i aquest es comenca a fer evident a partir que es fa el canvi a
pH=6,8.

Es pot observar també a la figura 39 la fraccid alliberada en funcié del pH del medi. Les
mesures s’han fet amb granes optimitzades pel que fa a concentracié de polimer (2% p/v) i de
clorur calcic (4% p/v) i obtingudes a diferents pHs (2, 4, 6 i 8) del bany de gelificacid.
L'alliberament s’expressa com a percentatge de farmac alliberat relatiu a les granes amb més
concentracié de farmac, és a dir, que és considera el 100% les absorbancies maximes, en
aquest cas les procedents de les granes obtingudes a pH=2.

Figura 39: Perfil d’alliberament dinamic d’ibuprofe amb canvi de pH a partir de granes d’alginat (2%) i CaCl, (4%)
obtingudes a diferents pHs del medi de gelificacid
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Taula 32: Resultats de les fraccions d’ibuprofe alliberades en funcié del temps

Temps d’alliberament de la fraccié de farmac (min)

g:‘)amn:: ?i;:-?d'o‘::enc:teis s R s 23
Alg 2% (pH =2) 133 138 160 185
Alg 2% (pH = 4) 139 149 193 225
Alg 2% (pH = 6) 134 154 185 215
Alg 2% (pH = 8) 137 159 191 220

Les propietats mecaniques dels hidrogels d’alginat entrecreuats amb ions de calci depenen de
la naturalesa de I'alginat, de la ratio manuronic / guluronic, pero especialment de la longitud
dels blocs G (Smidsrgd i col. , 1972). No obstant, els ions calci poden ser intercanviats per
altres molécules ioniques que formin part del medi aquds, produint un deteriorament de les
propietats dels hidrogels (Le Roux i col., 1999, Darrabie i col., 2005).

Es pot observar com les granes obtingudes a pHs entre 4 i 8 no mostren practicament
diferéncies, ni pel que fa al perfil d’alliberament ni pel que fa a les quantitat alliberades, no
obstant, si que s’observa diferéencies respecte les granes obtingudes a pH = 2. En aquest cas,
les diferéncies es manifesten en ambdds sentits. D’una banda es constata un alliberament
molt més rapid i d’altra banda en quantitats superiors.

Aquests resultats estan en consonancia amb els resultats previs d’encapsulament on s’ha
trobat major quantitat d’ibuprofe encapsulat quan les granes s’obtenen a pH acid.

En el moment d’obtenir-se les granes a pH acid, aquest afecta tant al polimer com al principi
actiu.

Respecte el polimer, en el moment en que entra en contacte amb el bany de gelificacio, es
produeixen dos fendomens simultanis, per una banda el calci s’unira a alguns dels llocs
electronegatius i per altra banda alguns residus anionics d’alginat quedaran bloquejats per la
unié d’hidrogenions originant acid alginic. Aquests dos fenOmens condueixen a una rapida
gelificacié de [l'alginat pero originant estructures diferents de les que s’originen a pHs
superiors, on la gelificacié es veu propiciada majoritariament per les unions de calci i per tant
I’entrecreuament de cadenes polimeériques formant una vertadera xarxa tridimensional .

Per tant, en el cas del pH acid, la gelificacié es produeix a dos nivells, un d’ells basat en les
unions de calci i I'altre en la formacié d’estructures insolubles degudes al pH i a la protonacié
del grups carboxilics. A la practica, el que s’acaba tenint és una gelificacid molt rapida per
I"ocurréncia dels dos fenomens de manera simultania. Aquesta gelificacié a dos nivells permet
atrapar de manera molt rapida i eficient el lisinat d’ibuprofée a l'interior de les estructures
polimeriques de tal manera que la quantitat capa¢ de difondre al medi és minima. Ja s’ha
observat com la velocitat de gelificacié influeix en I'encapsulament i com el fet de garantir una
rapida gelificacié, incrementant la concentraciéd d’ions calci disponibles millora la seva
eficiencia. En aquest cas i per la concurréncia dels dos successos fisico-quimics esmentats la
velocitat de gelificacié és maxima.
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Un altre aspecte a destacar és que la gelificaciéd compartida entre el mecanisme de precipitacio
de I'alginat per la neutralitzacié acida dels radicals anionics i el de la gelificacié ionotropica per
la unid dels ions calci a les cavitats electronegatives déna estructures diferents i per tant, amb
propietats també diferents. Possiblement el fet de tenir menys llocs actius per la unié amb el
calci, que en definitiva és I'agent que permet I'entrecreuament entre cadenes polimériques, és
a dir, és I'element que uneix entre si dues cadenes polimeériques diferents i a la vegada permet
la formaciéd de xarxes tridimensionals, propicia estructures més febles, si més no en
determinades condicions del medi, i per tant amb menor capacitat de retencid.

Es constata en els perfils d’alliberament mostrats a la figura 39 com, si bé la retencié del
principi actiu és absoluta a pH gastric, en el moment de fer el canvi de pH l'alliberament del
lisinat d’ibuprofé és molt més rapid, practicament immediat per les granes obtingudes a pH=2,
mentre que per les granes obtingudes a pHs superiors aquest alliberament es produeix d’una
manera més progressiva. Aquesta observacié s’explicaria precisament per un menor grau
d’entrecreuament entre les cadenes polimériques, el que suposa estructures amb menor
capacitat retentiva quan el polimer s’infla pels canvis de pH del medi i comenca a absorbir
aigua, produint un inflament sobtat i a I’hora, la desintegracié de les estructures que atrapen
el farmac donada la seva baixa resisténcia en aquestes condicions.

El canvi de pH també condueix a que una part de I'alginat en forma acida insoluble passi a la
forma anidnica soluble, es solubilitza una part de I’alginat no unit a la matriu pels ions calci, de
tal manera que la desestabilitzacié de I'estructura encara és molt més rapida que quan els
entrecreuaments corresponen majoritariament als produits per ions calci.

Per altra banda cal considerar també la solubilitat de I'ibuprofe. L'ibuprofée té un pKa = 4,9 i tot
i que el lisinat d’ibuprofe és més soluble en aigua que la forma acida (ibuprofé acid) i inclus
que altres sals com la sodica (Miles i col.,, 2018), en medi acid, trobarem I'ibuprofé
principalment en la seva forma no ionitzada i insoluble. Aquest fet també afavoreix una menor
migracié de I'ibuprofé cap a I'exterior propiciant el seu atrapament a l'interior de les granes, el
que ajuda també a aquesta eficiencia d’encapsulament augmentada respecte I'obtencié de les
granes amb altres pHs del medi de gelificacid.

Existeixen diversos estudis que avaluen la solubilitat de les diferents sals d’ibuprofé en medi
gastric i la correlacionen amb la farmacocinetica i I'inici de I'efecte (Legg i col, 2014 ; Miles i
col. 2018). Aquests estudis, posen de manifest com la dissolucié de I'ibuprofe és limitada a pH
gastric. La forma més soluble és justament el lisinat d’ibuprofé, perd tot i aixi, la seva
solubilitat a pH=1,2, es troba per sota de I'l% segons les determinacions de solubilitat
realitzades al nostre laboratori. La coexisténcia d’una forma soluble i una insoluble a pH acid és
el que en el cas de I'obtencié de granes de lisinat d’ibuprofé afecta de la manera exposada,
tant durant I'obtencié com durant l'alliberament. Els estudis de solubilitat d’ibuprofé a pH
gastric posen també de manifest la formacié de cristalls en el moment que l'ibuprofé
previament solubilitzat arriba a I'estomac, I'especie polimorfica que es formi d’aquests cristalls
també pot afectar la posterior solubilitzaciéd i biodisponibilitat de I'ibuprofe, segons es
relaciona als treballs que ho han estudiat (Bjarnason i col., 2018).

El lisinat d’ibuprofée com les altres sals d’aquest farmac es dissolen i es dissocien per formar
ibuprofé acid que recristal-litza al baix pH gastric. Quan aquests cristalls entren al duode es
dissolen al trobar-se un pH luminal més proper a la neutralitat i per sobre el pK, de I'ibuprofe.
Per aquest motiu és probable que també succeeixin processos de dissolucié-precipitacié sota
condicions de pH baix o que es produeixi aquest fenomen a la superficie de les granes
(Bjarnason i col., 2018).
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A efectes practics, per la formacié de granes, caldra tenir en compte quan es treballa a pHs
baixos, a on si bé, I'eficiencia d’encapsulament millora significativament, també s’esta passant
d’una situacio on el lisinat d’ibuprofe es troba totalment dissolt, en aquest cas en el polimer, a
una situacié de baixa solubilitat quan té contacte amb el medi acid. Quan la solucié de polimer
que conté el farmac dissolt impacta en el medi de gelificacié acid i es produeix la precipitacié
d’una part de l'ibuprofe, la formacié de cristalls i el tipus de cristall pot influir també després
en la seva re-solubilitzacié . Com més gran sigui la mida dels cristalls, més temps es trigara a la
seva dissolucid i per tant els efectes d’alliberament que podem observar podrien tenir cert
biaix, en tant no tota la retencid seria facilitada per I'estructura de la matriu sind per les
dificultats de dissolucio de la forma recristal-litzada (Bjarnason i col. 2017).

No sembla ser aquest el cas a on s’observa com justament les granes obtingudes a pH = 2 sén
les que donen un perfil de dissolucid més rapid. La formacié instantania de les granes, la
contraccié del polimer i la seva manca d’inflament ens porten a deduir que els fendmens de
dissolucié-precipitacié del lisinat d’ibuprofé només poden succeir a la superficie de les granes i
no al seu interior.

El lisinat d’ibuprofe, no obstant, es solubilitza en major magnitud que altres sals a I'estomac
(Miles i col., 2018) el que representa un inici de I'efecte més rapid. Aquest és un dels
arguments per la utilitzacié de lisinat d’ibuprofé respecte altres sals com I'ibuprofée sodic. En
efecte, tant els estudis de solubilitat d’ibuprofé com els estudis farmacocinétics posen de
manifest una més rapida absorcid del lisinat d’ibuprofé (t,.x menor) respecte les altres sals, no
obstant, aquests estudis puntualitzen també que la diferéncia en els valors de t;.« és minima
entre les diferents sals i pot ser inclis clinicament irrellevant, en tant I'efecte analgésic que és
el cas on més interessa I'assoliment rapid de valors terapeutics ja comenca molt abans
d’assolir-se la tmax (Miles i col., 2018).

Es posa de manifest en aquests estudis com la formacié de cristalls i la dissolucié coincideix
amb resultats farmacocineétics, mostrant una reduccié de t,,, i increment de C,,,, respecte a la
forma acida d’ibuprofé, tot i que en valors similars a les altres sals, com la sodica. Per tant, un
dels principals determinants del perfil farmacocinétic és I'estat fisic de I'ibuprofe i es plantegen
dues opcions (Bjarnason i col., 2018):

La primera, si la mida dels cristalls s’associa a una toxicitat gastrica per la via de I'agressié
topica local. La segona, si el 30 % de l'increment de C..x Observat amb les formulacions de
lisinat d’ibuprofé s’associa amb una disminucié de la tolerancia gastrointestinal, tal com
suggereix Brune i col.,, 1991. No obstant, els efectes adversos per diferents preparacions
d’ibuprofé declarats de manera espontania per pacients o professionals, posen de manifest
gue les sals d’ibuprofé sén tan ben tolerades com la forma acida.

Mentre que per les granes obtingudes a pH=2 en 60 minuts s’allibera la practica totalitat del
farmac, en el cas de granes obtingudes a pHs compresos entre 4 i 8 aquesta alliberacié no
s’assoleix de manera complerta fins a les dues hores d’haver canviat el pH del medi de
dissolucié. Al cap de dues hores es pot considerar que el principi actiu s’ha alliberat del tot en
tant les granes es veuen ja transparents o han perdut la seva estructura i quan passem a
pH=7,4 no es detecta la presencia d’ibuprofé al medi de dissolucid, indicatiu de qué les
guantitats sén minimes i en qualsevol cas per sota dels limits detectables.

Des d’un punt de vista biofarmacéutic i del model d’alliberament, s’ha estudiat quin tipus de
model matematic pot explicar millor aquests resultats. D’'una manera empirica ja s’observa la
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coincidéncia entre les corbes d’inflament i les d’alliberament, per tant, podem suposar a priori,
gue el mecanisme que controlara I'alliberament sera principalment l'inflament.

Per tal de determinar si el procés d’alliberament del farmac ve regit per processos d’inflament
o de difusid, és a dir fickians o no fickians, s’ha avaluat el model descrit per Ritger-Peppas
(1987) definit per la equacio:

e _ e
Mo,
aon:
M . . . . . .
M—t : Es la quantitat relativa de farmac alliberat a un temps determinat (t)
(oo}
k . Es la constant de proporcionalitat
. Es 'exponent difusional
t : La variable independent t

El model de Ritger-Peppas o Korsmeyer-Peppas, és un dels utilitzats per explicar alliberaments
controlats per I'inflament i la difusid, ja que discrimina els processos Fickians dels no Fickians.

Per I'analisi amb aquest model és important agafar només els valors de la part de la corba
corresponent a I'alliberament fins el 60%, tal com indiquen els propis autors del model (Peppas
i col., 2000).

Taula 33: Equacions obtingudes per regressid no lineal del tractament de les corbes d’alliberament obtingudes a
partir de granes d’alginat i aplicant el model Ritger-Peppas sobre el 60% d’alliberament en el tram a pH =6,8

Composicio de les Equacio R’ k
granes i pH d’obtencio

Alg 2% (pH =2) Me o3 0,9503 2,103
M, ”

Alg 2% (pH = 4) M onee 0,9894 1,246
M,

Alg 2% (pH = 6) M, 0,9682 1,474
—t = 1,474t
My,

Alg 2% (pH = 8) M, 0,9876 1,281
2 = 1281t

Els calculs s’han realitzat considerant només el tram intestinal (a partir de pH = 6,8) i agafant els valors només fins el 60% de farmac alliberat

Dels resultats mostrats a la taula 33, es pot deduir que el processos estan controlats
majoritariament per I'inflament, en tant els resultats s’ajusten al model quan aquest esdevé
lineal, és a dir, quan la constant difusional n pren valors propers a 1 indicatiu de processos no
Fickians, propers a ordre zero, independents de la concentracié de farmac i per tant controlats
principalment per I'inflament i/o I’erosio, pero no per la difusid.

Aquest model matematic, no obstant, no explica la totalitat de la corba durant la fase
d’alliberament intestinal, en tant només s’utilitzen els resultats corresponents a la primera
part de la corba fins un maxim d’alliberament del 60%.
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Es pot observar que el valor de la constant de proporcionalitat k per les granes obtingudes a
pH=2 és més elevat que per la resta de granes, indicatiu d’una velocitat d’alliberament més
alta, tal i com es constata també a partir de la representacio grafica dels resultats (figura 39).

4.4.6. Estabilitat de les granes

Es van emmagatzemar diferents tipus de granes durant 36 mesos a temperatura ambient,
obtenint diferents resultats:

- Les granes obtingudes a pH 2 es formaven millor i presentaven valors de farmac
encapsulat superiors, perd en termes d’estabilitat, al cap d’un any perdien la seva
estructura i I'ibuprofe s’havia separat de les granes.

- Pel contrari, les granes obtingudes a valors de pH superiors (pH = 6) mostraven millor
comportament al llarg del temps, mantenint la seva estructura i sense pérdua aparent
de principi actiu.

També s’ha observat que I'estabilitat depenia de la concentracié d’agent gelificant. Les granes
obtingudes a concentracions elevades de CaCl, 4% van ser consistents al llarg del temps,
mantenint la seva estructura original i sense perdues de principi actiu, incloent les granes
obtingudes amb concentracions del 1% de polimer.

Quan l'agent gelificant es troba en proporcions del 1-2%, les granes formades sén menys
estables, amb perdues d’estructura i de principi actiu, respectivament.

Taula 34: Resultats de quantitat de farmac a diferents temps d’emmagatzematge a temperatura ambient

Contingut d’ibuprofe (%) p/p

Identificacid T0 12 mesos 24 mesos 36 mesos
IBU ALG (pH 2) 94,0 66,3 (desintegrada) (desintegrada)
IBU ALG (pH 4) 85,2 87,4 86,1 85,6

IBU ALG (pH 6) 77,8 74,7 76,0 76,4

IBU ALG (pH 8) 82,4 81,1 78,2 80,3

IBU ALG (pH 10) 85,3 (desintegrada) (desintegrada) (desintegrada)

Taula 35: Variacié percentual del contingut de farmac respecte el contingut inicial

Percentatge respecte TO

Identificacio T0 12 mesos 24 mesos 36 mesos
IBU ALG (pH 2) 100 70,5 (desintegrada) (desintegrada)
IBU ALG (pH 4) 100 102,5 101,05 100,4

IBU ALG (pH 6) 100 96,0 97,68 98,2

IBU ALG (pH 8) 100 98,4 94,9 97,45

IBU ALG (pH 10) 100 (desintegrada) (desintegrada) (desintegrada)

Totes les granes corresponen a concentracions d’alginat del 2%, concentracions de lisinat d’ibuprofé del 17% obtingudes en un
bany de gelacié de CaCl, del 4%.

Les granes obtingudes a pHs dels extrems pH = 2 i pH = 10, sén les que es mostren menys
estables en el temps. A aquests pHs, el grau de ionitzacié esta més desplagat, en un cas cap a
la forma menys soluble (pH = 2) a on preval la forma no ionitzada, és a dir I'acid alginic. En
aquesta situacid la coagulacié i entrecreuament entre cadenes polimériques es produeix en
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més alta proporcié mitjangant ponts d’hidrogen, el que deixa estructures febles sobretot quan
les granes s’assequen si es comparen quan predominen els entrecreuaments ionics amb el
calci.

A I'altre extrem, hi ha el que succeeix a pH alcali, on es troben estructures totalment ionitzades
i cadenes que es repel-liran entre elles. S’ha de considerar I’estructura tridimensional del
polimer i els llocs d’aquesta estructura a on s’hi uneix el calci en forma de cavitats que
recorden una caixa d’ous, no obstant, les xarxes d’alginat també es conformen d’estructures
lineals a on els ions de calci o bé no hi intervenen o bé ho fan d’'una manera més feble. En
aquesta part de I'estructura i quan el grau d’ionitzacié és elevat, es produeix una repulsié
entre cadenes negatives que pot desfer els enllagos intercatenaris formats pel calci. Es el que
succeiria a pHs intestinals i el que acaba provocant la destruccié de la matriu al anar-se
desprenent cadenes d’alginat i solubilitzant-se en el medi.

Aix0 explicaria el comportament i I'estabilitat de les granes a aquests pHs.

Figura 40: Interaccions electrostatiques entre cadenes Atraccié
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4.4.7. Morfologia

Per microscopia electronica es va posar de manifest que la topografia de les granes a la
superficie es rugosa i amb replecs i porositats aparents.

No s’observen diferencies en les granes obtingudes a diferents temps d’enduriment ni a
diferents pHs, excepte les obtingudes a pH 2 que es mostren amb una superficie més llisa a
diferéncia de la superficie més porosa mostrada en les granes obtingudes a altres pHs (figura
42). Aquesta diferent morfologia posaria de manifest la diferent naturalesa dels fenomens de
formacio de les granes, en un cas per entrecreuament i en I'altre per coagulacié o precipitacid.

Si que s’observen petites diferéncies en la morfologia de la superficie en funcié de la
concentracié de CaCl,, concentracid de polimer i valor de pH a les que s’ha obtingut (figura 41).

A pH baix, la superficie de la grana és menys rugosa, probablement degut a la formacié
d’estructures diferents a causa dels mecanismes de gelificacié també diferents.
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Figura 41: Micrografies (SEM) de granes d’alginat 2% obtingudes amb diferent concentracié de CacCl,.
a) 1% CaCl, b) 2% CaCl, c) 2% CaCl, d) 4% CacCl,

1SkKY S@8um = 18E AE1 3 15KV S@Brm

Figura 42: Micrografies (SEM) de granes d’alginat 2% i CaCl, 4% obtingudes a diferent pH a) pH =6 b) pH =2
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4.5. Granes mixtes d’alginat-chitosan

Si bé la utilitzacié de I'alginat com a matriu Unica per les granes de lisinat d’ibuprofe té la
propietat de retenir aquest principi actiu durant el seu pas gastric i alliberar-lo un cop arriba a
I'intesti de manera relativament rapida, hi ha un interes en poder perllongar aquest
alliberament per la consecucié d’un efecte sostingut en el temps o per aconseguir un efecte
local a zones intestinals distals com pot ser el colon (Yao i col., 2005). Tot i no estar dintre dels
objectius inicials d’aquest treball, I'obtencid especifica de formes d’alliberacid colonica, si que
ho és I'exploracié experimental del potencial que pot tenir I'Us del bipolimers en la modulacié
de I'alliberament del lisinat d’ibuprofé en el tracte gastrointestinal. En aquest sentit, i a la vista
dels resultats obtinguts amb alginat, es fa palés que les opcions que ofereix I'alginat sén
limitades en quant a 'alliberament intestinal pel fet de qué com s’ha vist I'alginat s’infla i es
solubilitza a pH i condicions intestinals, impedint per tant i de manera inevitable I'alliberament
relativament rapid del farmac quan aquest ja ha travessat I'estomac.

Aqguesta fase experimental ha comportat I'estudi de diversos métodes d’obtencié de granes,
constatant dificultats a I’hora d’obtenir estructures mixtes de chitosan i alginat reals, és a dir,
amb estructures formades per entrecreuaments mixtes entre chitosan i alginat i originant
estructures amb propietats diferents a les obtingudes només amb I'alginat.

Les granes mixtes d’alginat i chitosan preparades han estat dividides en dos grups:

1.- Metodes a on el chitosan es troba en el bany de gelificacié. Dintre d’aquestes se situen
també les que tenen diferents capes de recobriment.

2.- Metodes a on els dos polimers alginat i chitosan es troben pre-barrejats a la solucié a
extrusionar i previ a la seva gelificacid.

S’han estudiat els parametres que afecten la produccié de granes mixtes d’alginat-chitosan
gue encapsulen lisinat d’ibuprofe.

4.5.1. Obtencid i caracteritzacié de granes placebo d’alginat-chitosan

S’ha iniciat la posta a punt i optimitzacié del metode de preparacié amb I'obtencié de granes
placebo. Els resultats i consideracions respecte el metode d’aquesta part experimental
s’exposen a continuacio.

Les granes es produeixen de la manera descrita i amb un comportament similar a les granes
només d’alginat, no obstant, s’observa a la preparacié algunes singularitats que cal considerar
a I’hora de posar a punt el metode de preparacié.

En primer lloc, si bé les concentracions de clorur de calci inicialment sén les mateixes (4% p/v),
en tant partim del metode préviament optimitzat per les granes d’alginat, el medi de
gelificacié adquireix una major viscositat per la preséncia del chitosan fins el punt que no s’ha
pogut anar més enlla d’'una concentracié de I'1% p/v. Per aquest motiu i sota aquesta
constatacié s’han utilitzat dues concentracions de chitosan 0,5% (p/v) i 1% (p/v),
respectivament. Aquestes dues concentracions es corresponen amb els nivells de concentracié
més descrits en els treballs publicats i que utilitzen aquest meétode de preparacid (Takka i
Gdurel, 2010).
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Degut a la viscositat del medi i I'adheréncia propiciada per la naturalesa bioadhesiva del
chitosan, ha estat necessari mantenir el bany sota agitacié durant la preparacié, amb la
finalitat de facilitar la penetracié del polimer extruit a dintre el bany de gelificacid, i d’altra
banda evitar 'adheréencia entre les granes produides.

Un altre element a considerar, és la necessitat de dissoldre el chitosan en el bany, aquest
només es pot dissoldre en medi acid, no obstant, com s’ha pogut constatar previament en
aquest treball, el medi acid propicia la formacié d’estructures d’alginat diferents de les
obtingudes a pH neutre. Per aquest motiu, un cop dissolt el chitosan cal ajustar el pH al voltant
de pH=5, amb la finalitat d’evitar d’una banda que I'alginat formi estructures per precipitacié
en comptes de per entrecreuament, com podria succeir a pHs més baixos, i d’altra banda,
evitar que precipiti el chitosan, fet que succeiria a pHs superiors atenent al seu valor de pKa.

4.5.1.1 Mida de les granes
Com a resultat del procediment de gelificacid ionotropica, s’obtenen a les condicions

experimentals proposades, granes esferiques de diametres inicials que oscil-len entre els 700 i
1000 um i que quan s’assequen es contreuen a valors entre 500 i 820 um (figura 43).

Figura 43: Distribucid de la mida de granes placebo mixtes d’alginat i chitosan
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4.5.2 Obtencid i caracteritzacid de granes mixtes alginat-chitosan amb lisinat d’ibuprofe
encapsulat

Les granes mixtes que incorporen lisinat d’ibuprofé s’obtenen de la mateixa manera que les
placebo pero incorporant el lisinat d’ibuprofé a la solucié a extruir d’alginat 2%.

L'obtencié de les granes requereix d’agitacié per permetre una millor penetracié al medi i
veéncer la tensioé superficial inicial incrementada per la preséncia de chitosan.

Tot i aixi, les granes s’obtenen de manera eficient produint-se la coagulacié immediata quan
aquestes penetren en el bany.
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Inicialment es mantenen els mateixos parametres de concentracié de clorur calcic (4% p/v)
que a les granes només d’alginat.

4.5.2.1. Mida de les granes obtingudes

Figura 44: Distribucid de la mida de granes amb lisinat d’ibuprofe mixtes d’alginat i chitosan
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4.5.2.2. Granes obtingudes amb Alginat 2% i chitosan 0,5%
Cinetica d’inflament amb canvi de pH

Figura 45: Cinética d’inflament amb canvi de pH . Alginat 2%- Chitosan 0,5%
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A la figura 45 a pH acid hi ha una lleugera davallada de I'inflament, aquest fenomen pot ser
explicat com una contraccidé de I'estructura tridimensional que conforma la grana, no obstant
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tractant-se de granes seques a on la presencia d’aigua és a la practica nul-la, la davallada de
massa pot ser deguda a la dissolucié del chitosan en el medi acid fent que s’aprecii com una
reduccié de I'inflament.

Per altra banda, I'inflament total assolit, és a dir, la captacié d’aigua, és molt inferior als valors
trobats a les granes constituides només per alginat. Aquest fet es pot explicar per la propia
manera en qué es formen les granes i per la qual s’obtindrien estructures més febles al haver-
hi entrecreuaments amb chitosan. El chitosan a pH acid, es dissol deixant I'estructura més
feble, només amb les unions intercatenaries propiciades pels ions calci. En desapareixer una
part del chitosan, aquestes estructures perden punts d’entrecreuament imperceptibles a pH
acid perqueé I'alginat és insoluble en aquest medi, perd que s’aprecien rapidament al canviar de
medi, on s’observa un rapid alliberament del lisinat d’ibuprofé. El menor percentatge
d’inflament observat és aparent, en el sentit de qué el que succeeix és que les granes no
resisteixen tanta adquisicié d’aigua, pel que es van desintegrant en el medi i fent-se inviable la
seva manipulacié i mesura. L'alliberament del farmac, en aquest cas esta governat
majoritariament per un mecanisme d’erosié / desintegracid de la grana i no tant per inflament
i adquisicid d’aigua. Aquest comportament per granes mixtes alginat — chitosan ha estat
descrit en els treballs de Pasparakis i Boropoulos (2006).

Cinetica d’alliberament amb canvi de pH
Figura 46: Cinética d’alliberament amb canvi de pH. Alginat 2% - Chitosan 0,5%

pH=12 pH=74
< > <

oV

100

Alliberament (%)
(32
o
1

o=
s/ L
I T T T | 7/ |
o o o o o o o
N P N w® & K

Temps (min)

Es pot observar un lleuger alliberament de lisinat d’ibuprofe a pH = 1,2 potser degut a la
dissolucié del chitosan en medi acid més que a l'inflament o a la preséncia de lisinat d’ibuprofe
a la superficie de la grana. El farmac s’allibera de manera molt rapida i en la seva totalitat a les
dues hores d’haver iniciat el canvi a pH=7,4.
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4.5.2.3. Granes obtingudes amb Alginat 2% i chitosan 1%

Cinetica d’inflament amb canvi de pH

Figura 47: Cinética d’inflament amb canvi de pH. Alginat 2% - Chitosan 1,0%
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Cinetica d’alliberament amb canvi de pH

Figura 48: Cinética d’alliberament amb canvi de pH. Alginat 2% - Chitosan 1,0%
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Taula 36: Resultats de les fraccions d’ibuprofe alliberades en funcié del temps. Granes de nucli mixte

Temps d’alliberament de la fraccié de farmac (min)

Composicio de les granes

tosy tsos trse to0s
Alg 2% — Chitosan 0,5% 118 129 167 209
Alg 2% — Chitosan 1,0% 129 158 187 221

Comparativament, s’observen perfils d’inflament similars als obtinguts amb [I’alginat,
tanmateix a pH intestinal les granes es destrueixen completament de manera relativament
rapida, tal i com succeia amb les granes d’alginat. Sota aquestes observacions podem deduir
que no hi ha diferencies de comportament de les granes que puguin ser rellevants en la seva
utilitzacid in vivo.

En efecte, els perfils d’inflament coincideixen amb els d’alliberament. S’'observa com a pH
gastric l'alliberament de farmac és nul, mentre que quan es passa a pHs intestinals,
I'alliberament del farmac es produeix de manera immediata, en dues hores practicament ja
s’ha completat. Les diferéncies en el comportament d’inflament observat entre una
concentracié i altra de chitosan, probablement no siguin degudes només a la quantitat de
chitosan capag¢ d’interaccionar amb I'alginat, siné també a la influencia del chitosan en la
viscositat de les solucions de gelificacid, el que es tradueix en alteracions de la formacié de les
granes, al penetrar aquestes de manera diferent en el medi i produir-se la coagulacié del
polimer també de manera diferent. Es pot observar com I'alliberament igual que I'inflament té
moltes similituds als perfils obtinguts per les granes només d’alginat.

Les granes s’acaben inflant il-limitadament fins la seva dissolucié tal com succeeix amb les
granes d’alginat.

A efectes practics, s’observa un alliberament similar al que es produeix amb les granes que no
contenen chitosan, és a dir, que el chitosan en les condicions experimentals d’obtencié de les
granes no és capa¢ de modificar les propietats de la matriu. Probablement, les interaccions
que es produeixen entre els electrolits implicats, no afavoreixen una unié real de I'alginat amb
el chitosan i tant aquest com l'ibuprofé queden atrapats en la xarxa polimérica formada per
I'alginat i el calci. Es a dir, el que es produeix és un encapsulament del chitosan en comptes de
participar de la unié dels entrecreuaments a les cadenes d’alginat.

En el moment de formar-se les granes, es disposa a la solucié de polimer amb lisinat d’ibuprofe
d’una quantitat d’electrolits de carrega negativa important, propiciada pels grups carboxilics
aportats per Il'alginat i per l'ibuprofé. A la part del bany de gelificacié, tenim la situacié
contraria, un elevat nombre d’electrolits de carrega positiva, per una banda els ions calci i per
I'altra, el chitosan amb els grups amino protonats. Cal considerar també, que per mantenir el
chitosan soluble en aquestes condicions, el pH ha de ser baix (pH=2-3), el que significaria una
quantitat d’hidrogenions lliures, no obstant, aquest pH s’ajusta al voltant de pH=5 un cop
dissolt el chitosan per buscar un equilibri a on el chitosan es mantingui encara soluble i
I"alginat no precipiti en la seva forma acida.

Quan es submergeix |'alginat extruit al medi de gelificacio, es produeix un equilibri electrolitic,
que determinara la formacié i estructura de la matriu i de la grana, i en funcié de les
concentracions d’electrolits propiciara que aquesta tingui un o altre comportament .
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El calci i el chitosan competiran pels grups negatius de l'alginat. La rapida formacié de les
granes deguda a I'’elevada concentracié de calci pot evitar la interaccié de I'alginat amb el
chitosan, a la vegada que aquest queda atrapat a I'estructura reticular formada per I'alginat i el
calci pero sense una unid efectiva electrostatica. La probabilitat de qué el chitosan interaccioni
de manera rellevant amb l'alginat en aquestes condicions és baixa, primer per I'equilibri
competitiu, estequiometricament la proporcié d’ions calci és superior a la de chitosan, i en
segon lloc, per la seva afinitat per unir-se a les cavitats electronegatives també degut a la
forma i dimensions del i6, geomeétricament més adaptada al calci que al chitosan que no deixa
de ser una cadena de polimer. La formacié de granes és instantania, originant estructures
suficientment compactes com perqué el chitosan no pugui migrar al seu interior interaccionar-
hi o bescanviar-se per ions de calci.

Aquests fets explicarien la gairebé inexistent diferéncia que observem entre les granes mixtes
obtingudes amb chitosan i les obtingudes sense chitosan. No obstant, hi ha nombrosa
bibliografia que utilitza aquest sistema per la preparacié de granes mixtes amb resultats en
alguns casos sorprenents en quant a I'observacié d’alliberaments més perllongats amb el
chitosan.

En previsié de la influéncia d’un excés de clorur calcic en el medi, s’han realitzat experiments
amb solucions de gelificacié de clorur de calci al 2% (p/v) amb la finalitat de reduir la velocitat i
la intensitat de formacid de les granes. No obstant, aquests assajos han resultat també fallits i
no s’observa variacions de les propietats de les matrius mixtes que continuen comportant-se
com si no hi hagués modificacions a la seva estructura.

En els estudis publicats que utilitzen granes mixtes de chitosan i alginat preparats sota
aquestes condicions s’hi observen diferencies (Gonzdalez-Rodriguez i col., 2002), és a dir, un
comportament diferent quan s’utilitza granes mixtes d’alginat-chitosan, i a més, aquests autors
aconsegueixen modular l'alliberament variant les proporcions de chitosan en relaci6 amb
I'alginat. Després de la repeticié d’experiments, quan es tracta del lisinat d’ibuprofé o de
granes placebo, aquests resultats no han pogut ser reproduits, ni tan sols s’han trobat resultats
similars als descrits a la bibliografia.

Les diferencies que s’han pogut observar respecte els estudis efectuats amb el lisinat
d’ibuprofe, és que en els estudis publicats s’utilitzen farmacs menys solubles i a concentracions
significativament més baixes, de I'ordre de gairebé 100 vegades inferiors. En alguns casos, les
condicions d’obtencid de les granes sén d’'una durada més llarga, sobretot pel que fa als temps
d’enduriment i en altres casos, no hi ha comparativa respecte granes d’alginat sense chitosan
obtingudes en les mateixes condicions.

Altres estudis, obtenen resultats d’alliberament per les granes mixtes similars als obtinguts en
el present treball, tot i utilitzar concentracions molt més baixes de principi actiu. Gonzalez-
Rodriguez i col., 2002, preparen granes mixtes d’alginat i chitosan per gelificacié ionotropica
utilitzant la mateixa tecnica i encapsulant diclofenac. Tot i ser les concentracions de diclofenac
de magnituds significativament inferiors (0,25% p/v) a les que s’han utilitzat de lisinat
d’ibuprofé (17% p/p), els resultats mostren un comportament similar pel que fa a
I'alliberament. En aquest treball s’aconsegueix modular I'alliberament del diclofenac sodic
variant les proporcions de chitosan respecte les d’alginat.

Per tant, es pot preveure la importancia de I'equilibri ionic i de les proporcions de cadascun
d’aquests ions, per tal que la competéncia entre ells sigui I'apropiada per una interaccié
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efectiva entre tots ells. Les proporcions d’aquests ions dependra d'una banda de Ia
concentracio i d’altra banda del pH.

Pel que fa a la concentracié de chitosan i clorur de calci, si bé a priori aquesta és independent i
la podem decidir en el disseny experimental, ja presenta d’entrada certes limitacions que
impediran la seva lliure seleccié.

Per una banda, i pel que fa al chitosan, es té una limitacié de maxims. Si bé la solubilitat a pH
acid no és un problema, si que ho és la viscositat de les solucions que produeix. Quan la
viscositat supera un 1% (p/v), es fa practicament impossible I'obtencié de les granes en tant el
polimer extruit no pot penetrar i submergir-se al medi de gelificacié, impedint aixi la formacié
de la grana. Per tant, en aquest sentit només es podra com a maxim tenir concentracions d’un
1 % (p/v) de chitosan al medi de gelificacié. A I'altre costat, hi ha el clorur de calci en un sentit
invers, si bé la seva solubilitat és molt bona en aigua i no produeix solucions viscoses, en
aquest cas el que interessaria és reduir-ne la seva concentracié per donar oportunitat
competitiva al chitosan, no obstant, els ions calci sén elements estructurals essencials en els
entrecreuaments entre cadenes d’alginat per la formacié de les granes. Com s’ha pogut
observar, amb independéncia de quina sigui la concentracié d’alginat a la solucié d’extrusid,
quan es disposen concentracions de clorur de calci per sota d’un 2% (p/v) en el medi de
gelificacié, comencen a sorgir dificultats per a I'obtencid de granes, sobretot quan aquestes
han de contenir el lisinat d’ibuprofe.

Finalment, la darrera limitacié a que ens enfrontem és el rang de pHs del medi. Respecte el
clorur de calci no es té cap limitacid, pero respecte el chitosan si que es requereix que aquest
es trobi a un pH acid per solubilitzar-lo, habitualment s’afegeix un 1% (v/v) d’acid acétic al
medi, que amb posterioritat es pot pujar fins valors d’entre pH = 4,5 - 5,5. Per0 en aquestes
condicions els grups positius disponibles també seran menors, mentre que els negatius
disponibles de l'alginat superiors, el que ens deixa en un avantatge estequiomeétricament
clarament favorable als ions calci respecte el chitosan.

A la practica, aquesta metodologia d’obtencid resulta insuficient per I'obtencié d’estructures
mixtes amb chitosan estables i que permetin una modulacié de I'alliberament de lisinat
d’ibuprofé a les concentracions elevades com les que es proposen, només gracies a la
presencia d’aquest polimer i mitjancant el procediment d’obtencié de la gelificacié
ionotropica.

No s’entra a discutir el grau de desacetilacié del chitosan, parametre no sempre inclds en els
treballs publicats i que obviament també pot influir, perdo d’'una manera potser no prou
efectiva per tots els motius exposats.
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4.5.3 Granes d’alginat amb doble recobriment de chitosan i d’alginat

Per tal d’aconseguir un alliberament més perllongat a nivell intestinal, es van preparar granes
d’alginat amb un doble recobriment, primer de chitosan i després d’alginat (Shi i col. 2007),
seguint la idea i procediment realitzat per aquests autors que utilitzen nivells de concentracid
de farmac, de polimer i de clorur de calci similars als del present treball.

La justificacié teorica d’aquests recobriments s’esquematitzaria de la seglient manera (figura
49):

Figura 49: Esquema d’hipotesi de comportament de les granes amb doble recobriment chitosan —alginat

Nucli d’alginat + IBU-L

Coberta de chitosan

Coberta d’alginat

La coberta exterior d’alginat protegeix
del pas gastric. La coberta externa no es
dissol a pH acid.

Quan la microcapsula arriba a I'intesti
la coberta d’alginat soluble a pH
intestinal es perd quedant la coberta
de chitosan insoluble a aquest pH

Al llarg del transit intestinal la coberta
de chitosan s’aniria erosionant fins
deixar al descobert el nucli d’alginat i
alliberant el principi actiu
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En base a la literatura cientifica disponible, on s’hi pot trobar diversos treballs que descriuen la
produccié de granes d’alginat amb recobriments dobles de chitosan i d’alginat, porta a pensar
que aquesta estratégia pot ser adequada, no obstant, els resultats experimentals previs han
posat de manifest que el comportament de les granes obtingudes és molt similar al que
succeeix amb les granes simples d’alginat i per tant, el fet d’utilitzar el procediment de
preparacio de granes d’alginat i afegir-hi el chitosan, no aporta un valor afegit des d’un punt de
vista ni qualitatiu, ni quantitatiu en les condicions experimentals treballades.

De manera estrategica, la idea de fer recobriments que permetin un alliberament dirigit al
colon mitjangant la superposicié de polimers sensibles a diferents pHs sembla factible. Aixi, les
granes preparades amb un nucli composat per granes d’alginat amb el lisinat d’ibuprofé
encapsulat al seu interior, amb un primer recobriment de chitosan i amb un recobriment
extern d’alginat, podrien ser candidates a evitar I'alliberament gastric, per la proteccié
conferida per I'aginat de la capa exterior insoluble i totalment contreta a pH gastric,
posteriorment i un cop ja al duode aquesta capa es comencgaria a desfer per deixar a I'exterior
la capa de chitosan insoluble a pHs d’entre 6,8 i 7,4, per permetre tot un transit fins arribar a
nivell colonic, a on per erosié durant el transit, aguesta capa quedaria eliminada deixant el
nucli actiu d’alginat per alliberar el principi actiu.

Aqguesta estratégia que sobre el paper ja planteja alguns dubtes, no funciona en els assajos in
vitro, i un cop més, els perfils d’alliberament que s’obtenen sén similars als obtinguts per les
granes només d’alginat.

Tot i que hi ha autors que han trobat resultats sorprenents amb aquesta estratégia i que
apunten a una possibilitat de produir un alliberament dirigit a I'intesti distal (Anal i col., 2005;
Rahsol i Fashmi, 2012), la realitat experimental que s’ha acabat trobant amb el lisinat
d’ibuprofe en el present treball ha estat molt diferent.

L'explicacié d’aquests resultats no satisfactoris per les finalitats perseguides i en qualsevol cas,
diferents del que diuen alguns dels treballs publicats, 'hem de buscar en l'analisi del
comportament dels materials utilitzats, les seves interaccions i les proporcions de principi actiu
molt més elevades en comparacié amb les utilitzades en aquests treballs, aixi com la seva
solubilitat, tant en les solucions de polimer durant la preparacié, com en els medis
d’alliberament un cop es caracteritzen.

Per una banda, cal considerar que un cop es disposa de les granes d’alginat ja formades i
assecades, la disponibilitat de grups negatius que puguin interaccionar amb el chitosan sera
baixa en tant ja hi ha una saturacié pels ions de calci. La superficie de la grana per tant,
dificilment es trobara activada com per interaccionar de manera intensa amb el chitosan.
Tanmateix, es pot produir una activacié d’aquesta superficie modificant el pH del medi i
portant-lo al limit, on el chitosan es mantingui encara soluble, aixd vol dir també, encara amb
suficients carregues positives com per interaccionar amb un contraid.

No obstant, i havent pogut constatar a simple vista que I'aspecte de les granes canvia pel
recobriment amb chitosan, aquesta capa no deixa de ser prima, feble i permeable. Mentre que
I'alginat déna estructures compactes degut a les cavitats “egg-box” que en medi acid es
mantenen contretes i eviten I'absorcié d’aigua de manera gairebé absoluta, no és aixi amb les
de chitosan. De fet, no es troba a la bibliografia granes exclusivament de chitosan que a un pH
determinat puguin retenir el farmac d’una manera equivalent a com ho fa I'alginat en medi
acid. Aquesta diferéncia ja ens dona una idea de qué malgrat la permeabilitat pugui ser
modulable en funcié del pH a les estructures de chitosan, no aconseguirem una
impermeabilitat absoluta com de fet succeeix amb les estructures d’alginat calcic, el que
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impedira que aquesta capa de chitosan actui com un recobriment efectiu per tal d’evitar la
penetracid i accié del medi intestinal a I'interior de la grana.

Si ens fixem en I'Gltima capa d’alginat, la situacié pot ser similar al que succeia amb la capa
intermitja de chitosan. Cal fer la preparacié a un pH adient per tal que el chitosan estigui
lleugerament activat i pugui unir-se a I'alginat. Finalment i un cop feta la unié amb el chitosan
de la capa intermitja, cal endurir amb clorur de calci la capa més externa d’alginat.

Les granes que s’obtenen mitjangant el doble recobriment sén de mida for¢a heterogénia que
oscil-la entre els 900 i els 1400 um i amb influéncia de la concentracié de chitosan (Figura 50).

Figura 50: Diametre de les granes amb doble recobriment
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4.5.3.1. Granes obtingudes amb Alginat 2%, recobriment de chitosan 0,5% i recobriment
d’alginat 0,2%

Figura 51: Cinética d’inflament amb canvi de pH. Doble recobriment alginat 0,4% - chitosan 0,5 %
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Figura 52: Cinética d’alliberament amb canvi de pH. Doble recobriment alginat 0,4% - chitosan 0,5 %
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4.5.3.2. Granes obtingudes amb Alginat 2%, recobriment de chitosan 1,0 % i recobriment
d’alginat 0,2%

Figura 53: Cinética d’inflament amb canvi de pH. Doble recobriment alginat 0,4% - chitosan 1,0 %
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Figura 54: Cinética d’inflament amb canvi de pH. Doble recobriment alginat 0,4% - chitosan 1,0 %
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Taula 37: Resultats de les fraccions d’ibuprofé alliberades en funcié del temps. Granes amb doble recobriment

Temps d’alliberament de la fraccié de farmac (min)

Composicid de les granes

tose tsos tys9 to0%
Alg 2% — Chitosan 0,5% doble 127 137 170 181
Alg 2% — Chitosan 1,0% doble 136 158 177 188

Es pot observar (figures 51 i 53) com el patré d’inflament obtingut per aquestes granes és
similar al observat a les granes d’alginat, és a dir, les granes es mantenen en medi acid,
aquesta era una finalitat perseguida i esperable pel recobriment extern d’alginat, no obstant a
pH intestinal és produeix un rapid inflament fins la desintegracié de les granes, fet no
desitjable, en tant el que justament es perseguia era aportar consisténcia a I'estructura evitant
I'inflament o si més no, evitant la desintegracié de I'estructura.

En aquest sentit, els recobriments efectuats no han estat prou eficients per realitzar I'accié
prevista. Les concentracions utilitzades per fer els recobriments i que parteixen de dades
trobades a la bibliografia (Anal i Stevens, 2005) sén baixes, 0,08% de chitosan pel primer
recobriment i 0,08% d’alginat sodic pel segon recobriment i potser insuficients per suportar
I’encapsulament de quantitats elevades de lisinat d’ibuprofe, com les que estem treballant i
que proporcionen microcapsules amb un 90% de contingut de farmac. Shi i col., 2007, utilitzen
pels recobriments, concentracions identiques de chitosan i d’alginat pels dos recobriments,
concentracions molt inferiors a les utilitzades en el present treball. Aquests autors parteixen
de nuclis mixtes d’alginat i chitosan que en el nostre cas s’"han mostrat també ineficients amb
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el lisinat d’ibuprofé com per conferir propietats significativament diferents i tecnologicament
interessants respecte a les obtingudes amb nuclis simples d’alginat.

Tot i aix0d, autors com Shi i col., 2007, troben a pH=7,4 resultats d’alliberament equiparables als
trobats en el present treball i la modulacié de I'alliberament que acaben trobant ve més
condicionada per la temperatura d’alliberament que per la presencia de recobriments, el que
vindria a corroborar la insuficiencia d’aquests sistemes de recobriment multicapa per
aconseguir 'alliberament a l'intesti gruixut, si més no, quan les concentracions de farmac
encapsulat sén elevades.

Per altra banda, la permeabilitat dels polimers a les solucions reguladores utilitzades i en les
condicions experimentals, pot convertir el recobriment en un element insuficient com per
aconseguir una modulacié de I'alliberament del farmac significativa respecte les formes no
recobertes, és a dir, que caldria cobertes més gruixudes o amb una interaccié més clara entre
els polimers i els entrecreuaments formats entre ells.

Aquestes interaccions entre els components s’"han mostrat complexes, en tant la influéncia del
grau d’ionitzacid, i en conseqliéncia la seva dependeéncia del pH extern, implica un estudi molt
més acurat d’aquestes variables durant la preparacid, per tal d’aconseguir una interaccié
ionica robusta i quantitativament eficient. Tanmateix, el propi principi actiu amb grups
ionitzables que poden interaccionar amb I'estructura de les matrius preparades modificant-ne
el seu comportament, suposa una variable més que pot influir en les interaccions i formacid
d’unions estables i efectives a la xarxa polimérica com per proporcionar caracteristiques i
comportaments diferents. Aix0 explicaria perque alguns autors veuen en aquests sistemes,
tant per I’Us de granes de nucli mixtes, com de granes amb diferents capes de recobriment
chitosan —alginat, la possibilitat de modular I'alliberament del farmac.

Tot i aix0, a la bibliografia consultada hi ha sovint contradiccions. Mentre en estudis com els de
Shi i col., 2007 s’observa com el comportament d’inflament i d’alliberament del farmac amb
nuclis mixtes de chitosan i alginat segueix un patré molt similar al que s’obté amb nuclis
simples d’alginat, coincidint aquest patré de comportament amb els resultats experimentals
que s’han obtingut en el present treball, altres autors obtenen resultats diferents, com Anal i
Stevens (2005), a on el patré d’inflament i d’alliberament del principi actiu, en aquest cas
ampicil-lina, és radicalment diferent, el producte comenca a alliberar-se a pH gastric i continua
alliberant-se de manera progressiva i lenta a pHs intestinals fins a les 24 h en la majoria de
casos. Rahsol i Fashmi, 2012 obtenen resultats similars pel cefaclor, perd contrasta en aquest
treball el rapid alliberament del farmac, aconseguint-ne alliberar la practica totalitat entre 4i 6
hores, pero en cap cas 24 hores. No obstant, els mateixos autors en un treball previ (Anal i col.,
2003), utilitzant la mateixa metodologia pero encapsulant albumina serica bovina (BSA)
obtenen resultats diferents i la BSA queda retinguda en el medi gastric durant 4 hores per ser
alliberada a pHs intestinals amb alguns perfils d’alliberament en la linia dels obtinguts en el
present treball, perd de molta més llarga durada en funcié de la composicié de les diferents
capes de recobriment.

Els motius que poden explicar els resultats d’aquests autors poden estar en la manera de
preparacido de les matrius i el control que han pogut tenir sobre les diferents variables
involucrades, a banda de la naturalesa singular del principi actiu i la proporcié de principi actiu
gue encapsulen = 20%, molt elevada en comparacié amb altres treballs. Tot i que els autors no
ho posen de manifest a la seva discussid i conclusions, atribuint tot el comportament a I'efecte
de les interaccions entre el chitosan i I'alginat, aixi com els recobriments efectuats, una
guantitat de principi actiu elevada pot afectar a la propia estructura de la matriu, a la formacié
d’entrecreuaments i a la resisténcia dels mateixos modificant el comportament de les propies
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estructures polimeriques, aixi com també pot afectar el fet de qué el farmac sigui o no soluble
en la solucié de polimer, fet que no acaba de quedar del tot clar en algun dels esmentats
treballs. Per tant, una part del comportament d’alliberament del farmac podria ser atribuible
en part, a les seves propies caracteristiques fisicoquimiques (El-Sayed, i col., 2018). Aquesta
observacié, justificaria perqué en aquests mateixos treballs (Anal i Stevens, 2005), les granes
preparades sense chitosan i sense cap recobriment, és a dir només a base alginat sén
incapaces de retenir I"'ampicil-lina a pH gastric el que reforgaria la idea de la influencia del
principi actiu en les propietats mecaniques de la matriu i també en el fet que I'alliberament
sigui en una part important dependent de la naturalesa del farmac, a més de la possible
influencia que puguin exercir els diferents recobriments.

En aquest sentit, es fa evident que no es pot deslligar I'estructura de les microesferes i la seva
composicié en polimers de la presencia d’un determinat principi actiu amb una naturalesa o
altra. Aixi doncs, a banda de les interaccions conegudes entre els polimers utilitzats, cal
considerar també les interaccions amb el principi actiu, més quan aquests s’hi troben en
proporcions molt elevades respecte els polimers.

En el cas del lisinat d’ibuprofe, es disposa d’una banda de I'ibuprofe amb un grup carboxilic de
naturalesa anionica quan es troba en solucié i que pot interaccionar mitjancant enllagos ionics
amb els grups cationics del chitosan. De fet, hi ha autors que ja han estudiat aquesta interaccié
per produir nanoparticules estables amb alliberaci6 modificada partint d’aquesta estrategia
(Abioye i col., 2016). Per altra banda, hi ha la contribucid del lisinat. La lisina com a aminoacid,
té la possibilitat de formar unions cationiques i anioniques, en tant té dos grups amino
ionitzables a pH acid amb carrega positiva i un grup acid ionitzable amb carrega negativa a pHs
alcalins, en aquest sentit la lisina pot actuar com a element aglutinador i d’entrecreuament
entre el chitosan al que s’uniria pel seu grup carboxilic i I'alginat al que s’uniria a través dels
grups amino electropositius.

Es obvi que aquest equilibri d’interaccions entre els diferents components resulta complex i a
la practica, a priori dificil de predir quina proporcié d’unions seran d’una manera o altra i quina
sera la jerarquia de les unions en funcié del pH de preparacié i els equilibris estequiometrics
gue es produeixin.

Taula 38: Possibles interaccions dels components quan tots es troben solubilitzats en el medi

16 Calci (+) Alginat (-) Chitosan (+) Ibuprofe (-) Lisina (+/-)
16 Calci (+) X e X v/ e
Alginat (-) 4 X v/ X v
Chitosan (+) X v/ X v v
Ibuprofe (-) / X v/ X v/

Lisina (+/-) 4 7 v/ v v
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Visualment, podem observar a la taula 38 que les interaccions possibles entre els diferents
components sén multiples, no obstant, cal dir també que algunes de les interaccions sén més
fortes i solides que altres i per tant, seran les que tindran un paper predominant i definitori de
I"estructura.

En efecte, les unions entre el calci i I'alginat seran més solides que la resta per dos motius
principals: En primer lloc la estequiometria. La disponibilitat d’ions calci és absoluta en el medi.
La concentracié del 4% proporciona una estequiometria molt favorable a la unié entre I'alginat
i el calci, de fet aquesta unié és la base de I'estructura esférica de les granes i de la seva
formacioé tal i com s’ha definit en els estudis inicials. En aquest sentit la competéncia dels
cations presents a la barreja pels llocs electronegatius sera molt favorable al calci.

Per altra banda i des d’un punt de vista espaial, tal i com s’ha anat repetint al llarg d’aquest
treball, I'alginat adopta una estructura de caixa d’ous amb cavitats electronegatives amb una
geometria que propicia que els ions calci hi encaixin d’'una manera molt eficient respecte les
altres molecules competidores per aquests llocs que no tenen geometria esferica com el calci.
En aquest sentit, no tota la cadena d’alginat esta composada per les cavitats electronegatives
en forma de caixa d’ous i per tant des d’un punt de vista esteric hi haura punts de la cadena a
on el calci no tindra tant avantatge a I’hora de formar unions, donant oportunitat als altres
elements. Cal tenir present que de tots els ions divalents capacos de formar enllagos amb
I'alginat com el Bari, el Magnesi o I'estronci, el Calci és de tots ells el que permet obtenir
estructures més estables i resistents, el que ja pressuposa una major adaptabilitat i afinitat
d’aquest catié pels llocs a on es formen les unions.

Els resultats experimentals obtinguts en aquesta fase i la idea de poder disposar de granes
mixtes d’alginat amb lisinat d’ibuprofe i estabilitzades amb un policatié que tingui propietats
diferents a les d’alginat sol, porta a replantejar el metode de preparacié i a realitzar una nova
serie d’experiments. Tanmateix, en qualsevol dels casos, els recobriments amb chitosan i
alginat en els experiments efectuats en el present treball, no aconsegueixen mostrar
possibilitats per I'objectiu d’alliberar el principi actiu de manera selectiva a zones distals del
tracte gastrointestinal, el que també porta a I’ exploracié d’altres possibilitats que permetin
una interaccié més robusta i eficient entre I'alginat i el chitosan.
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4.6. Granes mixtes d’alginat-chitosan preparades amb pre-barreja de polimers

A la vista dels resultats obtinguts i la manca de possibilitat d’obtenir amb els procediments
utilitzats fins el moment matrius biopolimériques que permetin modular de manera
substancialment diferent l'alliberament del lisinat d’ibuprofé, s’opta per un canvi en la
estrategia del metode de preparacid.

Després d’una analisi tedrica de I'evidencia experimental obtinguda fins el moment, és a dir
qgue la incorporacié de chitosan no aporta possibilitats reals i manifestes de modular
I'alliberament del lisinat d’ibuprofé en condicions intestinals, s’arriba a la conclusid ja
explicada, que el procediment d’obtencié de les granes mixtes per gelificacid de I'alginat en
presencia de calci i chitosan és massa favorable a la formacié d’alginat calcic, impedint o
deixant les unions i formaciéd d’entrecreuaments intercatenaris amb el chitosan com
irrellevants, o com a minim insuficients davant la rapida formacié de les granes, impedint
d’aquesta manera que el chitosan participi de manera efectiva de I’estructura de la grana com
per modificar-ne les seves propietats i influir substancialment en I'alliberament del lisinat
d’ibuprofe.

Es proposa doncs, partir d’'una solucié de polimer mixt (alginat — chitosan) prebarrejat en
diferents proporcions, per després incorporar-hi el principi actiu i finalment produir les granes
mitjancant el procediment de gelificacié ionotropica per I'entrecreuament amb els ions de
calci. Aquesta estrategia, necessariament ha de permetre incorporar proporcions de chitosan
molt superiors als procediments anteriors, com a Unica manera d’obtenir matrius
significativament diferents de composicid i que per tant, també puguin ser significativament
diferents respecte al seu comportament a les preparades amb anterioritat, que s’han mostrat
a la practica ineficients.

Tot i que amb aquesta estrategia, la base del suport estructural continuara sent I'alginat de
calci i per tant, la formacié de la grana, es produira igualment per gelificacié ionotropica amb
el calci, s’espera disposar d’unions previes formades entre el chitosan i I'alginat, de tal manera
que el calci ocupi aquelles posicions que li sGn més propies per geometria, és a dir, les cavitats
electronegatives en forma de caixa d’ous. Cal tenir en consideracié la importancia de les
interaccions previes que es puguin establir entre I'alginat i el chitosan, quan el chitosan es
troba en el medi de gelificacié la seva mobilitat és lenta en comparacié amb la dels ions calci,
per raons de dimensid i geometria de les cadenes polimériques i per tant, amb més dificultats
per arribar a espais interiors de la matriu formada en el que interaccionar amb I'alginat.

En aquest punt, s’ha de destacar la importancia d’establir les condicions necessaries per poder
barrejar els dos polimers de carrega oposada sense que es produeixi la coagulacié del medi i
de manera que ambdds polimers siguin solubles en el medi.

S’estableix una proporcié de polimer global del 2% (p/v) a la solucid. Es a dir, que s’utilitzara la
mateixa proporcid de polimer ja establerta i utilitzada en els estudis anteriors i que en aquests
corresponia al 100% d’alginat, no obstant, ara una part d’aquest polimer sera chitosan.

Un altre element a destacar, un cop més, és el pH del medi. L’alginat precipita a pH acid, pero
el chitosan necessita un pH acid per a solubilitzar-se, i pot precipitar si el pH puja
excessivament, per exemple a valors per sobre del seu pKa. Per aquest motiu, s’addiciona acid
acetic (0,5% p/v) a la solucié de polimer que conté I'alginat i a continuacié s’hi dissol el
chitosan. Si s’utilitzen concentracions més elevades d’acid acétic com un 1% p/v, estandard
descrit a la literatura i utilitzat en la majoria de treballs com a concentracié habitual per
dissoldre el chitosan, la solucié de polimer agafa una consisténcia excessiva que impedeix la
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correcta agitacio, possiblement deguda a la coagulacié acida de part de I'alginat. S’estableix
doncs, com a concentracié optima i amb independéncia de la quantitat de chitosan a dissoldre
un 0,5% p/v, concentracié que atorga pH suficient per dissoldre el chitosan i una viscositat
adequada per facilitar I'agitacié.

Un cop dissolt el chitosan s’ajusta el pH al voltant de pH = 5, concretament entre 5 i 5,5.
Aquest és un pH descrit en diversos treballs (Anal i Stevens, 2005; Takka i Gurel, 2010) com a
idoni per afavorir les unions alginat — chitosan. A aquest pH tindrem un grau d’ionitzacié
d’ambdds polimers adequats per la seva interaccid, I'alginat disposara d’un nombre elevat i
suficient de grups carboxilics ionitzats i el chitosan per la seva banda també tindra grups amino
jionitzats suficients com per encara romandre soluble i interaccionar amb els grups
electronegatius de I'alginat.

La solucido de polimer aixi preparada, es deixa durant 20 minuts en agitacié per afavorir
interaccions entre cadenes d’alginat i chitosan. Durant aquest periode, no s’observen canvis
aparents en el medi pel que fa a modificacions organoléptiques o de viscositat.

Durant la preparacié i a mida que s’incrementa la quantitat de chitosan, la viscositat també
incrementa. S’arriba al limit maxim amb la proporcid alginat-chitosan 50:50 a on les condicions
de preparacié ja sén complexes, en tant la dissolucié del chitosan es veu dificultada i cal aplicar
una agitacid més severa, no obstant, la solucié de polimer resultant permet encara la seva
manipulacié per a dissoldre-hi el lisinat d’ibuprofé i per a ser extrusionada.

Les proporcions d’alginat / chitosan previstes sén: 90:10, 80:20, 70:30, 60:40 i 50:50

El metode de preparacié s’ha optimitzat de manera progressiva comencgant per les granes que
contenen menys proporcié de chitosan. Aquestes sén les que s’espera que tinguin un
comportament més similar al de les granes d’alginat i per tant, les que d’entrada han d’oferir
menys incertesa en quant a la seva preparacio.

Les observacions inicials respecte el métode anterior i en la fase de posta a punt no mostren
excessives dificultats ni diferéncies de comportament, tret de les estrictament metodologiques
de la diferent preparacid.

Pel que fa a I'extrusid, si bé les granes es formen de manera correcta, ha estat necessari
modificar el diametre de les agulles respecte els experiments anteriors. Agulles amb diametres
inferiors a 0,8 mm es col-lapsen rapidament impossibilitant I’extrusié.

Pel que fa a la formacié de les granes, aquesta es mostra lleugerament més dificultosa, és
necessaria I'agitacié del medi i el metode és menys eficient que en experiments anteriors, en
tant algunes granes no s’arriben a formar. Tot i aix0, el métode d’obtencié és suficientment
robust i amb un bon rendiment.

Com a conseqliencia de la major viscositat, major tensié superficial i I'Us d’agulles de diametre
superior, les granes obtingudes sén també de diametre més gran. Aquest diametre
s'incrementa a mida que augmenta la proporcié de chitosan, probablement degut a fendmens
de tensid superficial produits per la interaccidé d’aquest polimer que aporta viscositat al medi
en el que es solubilitza.

A continuacié es mostren els resultats obtinguts d’aquestes series d’experiments.
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Figura 55: Mida de les granes placebo amb diferents proporcions d’alginat : chitosan
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Les mides d’aquestes granes son més grans que les preparades amb anterioritat. El motiu
principal esta en la utilitzacid de solucions de polimer diferents i la inevitable necessitat
d’utilitzar agulles de diametre 0,8 mm el que ja d’entrada pressuposa que les gotes extruides
seran més grans. Les granes placebo es mostren flexibles de manera que es poden comprimir
sense que es trenqui la seva estructura. A mida que es va incrementant la proporcié de
chitosan, la viscositat de la solucié a extruir també s’incrementa. Per una banda, la mida de les
gotes obtingudes és superior i d’altra banda la formacié de les granes per gelificacié
ionotropica amb clorur de calci esdevé cada cop més precaria al haver-hi una menor proporcid
d’alginat relativa al total del polimer, essent el pitjor cas el de les granes 50:50. Aquests factors
en conjunt son els que contribueixen a I'increment de la mida de les granes a mesura que
s’incrementa la proporcié de chitosan i disminueix la d’alginat.

4.6.1 Granes mixtes d’alginat - chitosan de proporcié 90:10

4.6.1.1. Cinetica d’inflament

Figura 56: Perfil d’inflament granes placebo de proporcié alginat : chitosan 90:10
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El perfil d’inflament que s’observa a les granes placebo (Figura 56), és similar al obtingut amb
les granes només d’alginat i sense chitosan. La diferéncia principal esta en qué a pH = 1,2 en
aquestes granes es produeix un inflament basal del 4,85%, mentre les que no estan
estabilitzades amb policatid, I'inflament és practicament zero. Les granes sén poc resistents al
medi neutre i a pH=7,4, abans dels 120 minuts que dura la cinetica d’inflament, les granes
perden la seva integritat quan arriben al maxim d’absorcié d’aigua.

Figura 57: Perfil d’inflament de granes de proporcid alginat : chitosan 90:10 amb lisinat d’ibuprofe
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Respecte les granes que encapsulen ibuprofe, a pH = 1,2 s’observa un inflament de base
substancialment més elevat que en el cas de les granes placebo (figura 57). Amb el canvi de
pH, I'inflament s’incrementa lleugerament i les granes es van desintegrant de manera rapida.
Els punts comptabilitzats com a 0% sén deguts a qué les granes han perdut per erosié part de
la seva estructura i han tornat al seu pes inicial, pero no perque hagin perdut aigua siné perque
s’ha perdut part de I'estructura que la retenia. No es continua mesurant el grau d’inflament
per no deteriorar més les granes degut a la necessaria manipulacié per fer les mesures i no
influir aixi en els resultats d’alliberament.
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4.6.1.2. Cinética d’alliberament

Figura 58: Perfil d’alliberament de granes de proporcié alginat : chitosan 90:10 amb lisinat d’ibuprofe
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A la figura 58 es pot observar com el perfil d’alliberament es correlaciona amb l'inflament. A
pH = 1,2 es produeix un lleuger alliberament de farmac, en consonancia amb el lleuger
inflament que també mostren les granes placebo a aquest pH. Igualment, aqui es produeixen
diferencies respecte el que passa amb les granes de polimer pur d’alginat i no mixt. En aquest
cas, no hi ha alliberament de farmac tal i com s’ha constatat en experiments anteriors (figures
38i39)

Quan es fa el canvi a pH = 6,8 es produeix un rapid alliberament del farmac que es completa en
les dues hores que dura aquesta fase. Quan es canvia a pH = 7,4 ja s’ha alliberat tot el lisinat
d’ibuprofe, coincidint també amb l'inflament observat que mostra I'erosié i desintegracié de
les granes.

Es pot dir que no s’observen diferéncies rellevants respecte el que succeeix amb les granes que
no sén mixtes, tret de que en aquest cas es produeix un minim alliberament inicial a pH gastric.
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4.6.2. Granes mixtes d’alginat - chitosan de proporcié 80:20
4.6.2.1. Cinética d’inflament

Figura 59: Perfil d’inflament granes placebo de proporcié alginat : chitosan 80:20
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Es pot observar (figura 59) com a pH=1,2 es produeix un inflament basal del 68,14 % respecte
Iinicial, mentre que a pH = 7,4 es produeix un inflament lineal que arriba al 500% mesurat en

pes d’aigua absorbit. Les granes tot i ser més resistents que les de proporcié 90:10 s’acaben
desintegrant.

Figura 60: Perfil d’inflament de granes de proporcid alginat : chitosan 80:20 amb lisinat d’ibuprofe
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El perfil d'inflament de granes amb lisinat d’ibuprofe (figura 60), té similituds amb les granes
de proporcid alginat-chitosan 90:10, pero en aquest cas les granes sdn molt més resistents
malgrat perdre consisténcia i erosionar-se, fet que es posa de relleu per la perdua de pes
constatable a partir del maxim assolit als 180 minuts de I'experiment. En aquest cas com en
I’anterior, la pérdua d’inflament no s’ha de considerar com una contraccié de I'estructura siné
com una erosié i dissolucid progressiva de la mateixa que li fa perdre la capacitat de retenir
aigua al seu interior.

4.6.2.2. Cinética d’alliberament

Figura 61: Perfil d’alliberament de granes de proporcié alginat : chitosan 80:20 amb lisinat d’ibuprofe
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Pel que fa a I'alliberament del farmac es constata un lleuger alliberament a pH = 1,2 que
progressivament s’incrementa a pH = 6,8 fins a fer un salt important a partir del minut 240,
just abans de fer al canvi a pH =7,4. A partir d’aguest moment i fins les 24 h 'alliberament és
progressiu.
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4.6.3. Granes mixtes d’alginat - chitosan de proporcié 70:30
4.6.3.1. Cinética d’inflament

Figura 62: Perfil d’inflament granes placebo de proporcié alginat : chitosan 70:30
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Figura 63: Perfil d’inflament de granes de proporcid alginat : chitosan 70:30 amb lisinat d’ibuprofe
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Els resultats obtinguts mostren un perfil d’inflament més diferenciat respecte les granes que
contenen proporcions de chitosan inferiors. En el cas de les granes placebo hi ha un inflament
basal notable a pH 1,2, mentre que el grau d’inflament que s’assoleix a pH 7,4 és menys acusat
que en les granes que tenen menys chitosan. Les granes que contenen lisinat d’ibuprofée sén
molt més resistents a pH 7,4 i mantenen la seva integritat i inflament durant tot I'experiment
tal com es dedueix dels valors d’area sota la corba (taula 38). Observem un inflament basal
similar a les granes de proporcions 80:20 i amb un increment maxim a pH 6,8 també del mateix

ordre, pero amb la diferencia que a les granes de proporcions 70:30 es manté en el temps al
llarg de tot I'experiment.
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4.6.3.2. Cinética d’alliberament

Figura 64: Perfil d’alliberament de granes de proporcié alginat : chitosan 70:30 amb lisinat d’ibuprofe
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Pel que fa a I'alliberament, el comportament també és similar a les granes de 80:20 pero
aquest es produeix de manera més lenta i s'observa que segueix un patré molt similar a la
corba d’inflament a on al voltant dels 400 minuts s’inicia per una banda, un patré
d’alliberament de velocitat més lenta que coincideix amb la disminucié dels valors d’inflament
observats a la figura 63. A partir d’aquests resultats es dedueix la influencia del chitosan en el
comportament d’alliberament del lisinat d’ibuprofé encapsulat en granes mixtes.
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4.6.4. Granes mixtes d’alginat - chitosan de proporcié 60:40
4.6.4.1. Cinética d’inflament

Figura 65: Perfil d’inflament de granes placebo de proporcio alginat- chitosan 60:40
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Figura 66: Perfil d’inflament de granes de proporcié alginat- chitosan 60:40 amb lisinat d’ibuprofe
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A pH = 1,2 s’observa un grau d’inflament de les granes similar tant a les placebo com a les
granes que contenen lisinat d’ibuprofée encapsulat. En ambdds casos a pH gastric hi ha un
inflament basal superior al 100% respecte I'inicial. S’assoleix un maxim a partir de que es
canvia el pH a 6,8 i per davallar de nou mantenint-se gairebé de manera constant fins al final
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de I'experiment. Aquest comportament i el maxim assolit s’ha d’interpretar com el moment en
que es dissolen les estructures d’alginat calcic tal com succeia amb les granes d’alginat sense
chitosan, no obstant, les granes no s’acaben de desintegrar i mantenen un volum constant
degut a I'estabilitzacié del chitosan i probablement dels altres components que hi actuen,
d’'una manera podriem dir-ne complementaria, i que aporta estabilitat i consisténcia a
I’estructura, malgrat el pH s’incrementi fins 7,4.

Les granes es mantenen durant tot el temps que dura I'experiment i fins a 72 hores sense
desintegrar-se.

4.6.4.2. Cinética d’alliberament

Figura 67: Perfil d’alliberament de granes de proporcié alginat : chitosan 60:40 amb lisinat d’ibuprofe
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El perfil d’alliberament a pH 1,2 no es correlaciona amb el grau d’inflament observat. Com s’ha
observat amb anterioritat quan es canvia el pH a pH = 6,8 la cinetica d’alliberament agafa
aparentment perfils d’ordre zero. En tot el periode d’estudi, I'inflament no sembla controlar
I'alliberament i aquest només té una certa dependéncia del pH extern amb comportament
homogeni a partir de pH= 6,8. Aquest comportament cinetic, com la perllongacié en el temps,
demostraria un cop més la interaccié de l'ibuprofé amb la matriu de chitosan i com
I'alliberament es va produint principalment en funcié de la constant d’equilibri entre la forma
unida al chitosan i la lliure. Aquests resultats juntament amb els obtinguts de I'experiment
amb granes de proporcions 70:30 corroboren la influéncia del chitosan a les formulacions per

modificar de manera substancial 'alliberament del lisinat d’ibuprofe en condicions de pH
intestinal.
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4.6.5. Granes mixtes d’alginat - chitosan de proporcié 50:50

4.6.5.1. Cinética d’inflament

Figura 68: Perfil d’inflament de granes placebo de proporcio alginat- chitosan 50:50
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Figura 69: Perfil d’inflament de granes de proporcié alginat- chitosan 50:50 amb lisinat d’ibuprofe
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De la mateixa manera que en els casos anteriors es pot observar (figures 68 i 69) com ja des
d’un inici hi ha un inflament de base a pH gastric considerable. Cal dir que la dificultat per
I'obtencié d’aquestes granes fa dubtar de si tots els resultats, i per tant, les conclusions que es
poden treure son estrictament degudes a la composicié de les granes i no tenen a veure també
amb el procés d’obtencid, no obstant i en qualsevol cas, aquests resultats venen a corroborar
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el que s’ha observat a les granes mixtes anteriors. D’una banda hi ha un inflament inicial a
pH=1,2 que depén de la quantitat de chitosan contingut a les granes. Es constata també que a
partir de pH 6,8 hi ha un maxim que podria correspondre a la dissolucié de I'alginat estructural
per després retornar a valors basals o de lenta erosié. En aquest cas, els valors del maxim
d’inflament sén menys aparents (taula 38), probablement per la menor quantitat d’alginat i
per la diferent relacié entre els components de la formulacié constituent de les granes.

4.6.5.2. Cinética d’alliberament

Figura 70: Perfil d’alliberament de granes de proporcié alginat : chitosan 50:50 amb lisinat d’ibuprofe
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De la mateixa manera que en el cas anterior (ratio 60:40) I'alliberament en aquest cas és
independent del grau d’inflament. S’observa com a pH 1,2 es comenga a alliberar ibuprofe en
una quantitat superior al 30% als 90 minuts, per continuar ja fins al final i a partir de pH 6,8
amb una cinética d’ordre zero. Dintre de la hipotesi plantejada, el que succeiria és que la
menor quantitat d’alginat i I'exposicié del chitosan al medi acid degut a linflament,
contribuiria a una solubilitzacié més rapida d’aquest, alliberant-ne l'ibuprofé que s’hi troba
unit. Tindriem aqui que el fenomen que governaria I'alliberament en medi acid seria la
solubilitat del chitosan, el que ens donaria una primera cinética d’ordre zero per passar a partir
de pH 6,8 a una segona cinética d’ordre zero, fins el final de I'experiment a on el fenomen que
la governaria seria els canvis d’ionitzacié de I'ibuprofé—chitosan i I'’equilibri entre aquests dos
components.
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Taula 39: Analisi de les corbes d’inflament de les granes que contenen lisinat d’ibuprofé

Composicio de les

Parametres d’analisi de la corba
granes

t.(min) tmax(min) Imax(%) AUC
90:10 284 130 64,16 6544
80:20 1440 180 131,9 55436
70:30 1440 300 142,8 161502
60:40 1440 160 173,5 174718
50:50 1440 160 113,0 105345

t, = Temps del darrer punt mesurable
tmax= Temps de maxim inflament
Imax= Maxim inflament

AUC = Area sota la corba

Figura 71: Valors d’inflament maxim i temps al que s’assoleix en funcio de la diferent proporcio de polimer
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Figura 72: Valors d’area sota la corba temps-inflament en funcié de la concentracié de polimer
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Taula 40: Resultats de les fraccions d’ibuprofé alliberades en funcié del temps. Granes mixtes preparades
amb pre-barreja de polimers a diferents proporcions.

Composicié de les Temps d’alliberament de la fraccié de farmac (min)

granes

tosy tsoy 5% ooy
90:10 124 150 205 243
80:20 176 243 297 835
70:30 152 239 299 918
60:40 197 344 673 1133
50:50 82 151 239 676

Taula 41: Resultats d’encapsulament

EE (%) Q (mg/g)
90:10 89,6 974
80:20 90,1 984
70:30 78,3 762
60:40 75,3 971
50:50 60,4 542

EE = Eficiencia d’encapsulament; Q = Contingut de farmac

Els continguts de farmac a les granes sén en general acceptables excepte a les de 50:50 a on
també s’obté una eficiencia d’encapsulament molt baixa. Aquests valors d’encapsulament sén
suficients com per permetre la utilitzacié de les granes mixtes en preparats farmaceutics,
assolint nivells de dosificacié d’utilitat terapéutica.

El procés de produccié de les granes mixtes amb el métode de la prebarreja de polimers
proposat, transcorre en termes generals de manera menys eficient que quan es treballa només
amb I'alginat. La viscositat i adheréncia propiciada per la presencia del chitosan a la formulacié
porten, sota les condicions experimentals de preparacié assajades, a una precarietat creixent
del procediment d’obtencidé a mesura que s’incrementa la proporcié de chitosan, sent per les
granes de 50:50 el pitjor cas que es posa de manifest en la dificultat d’extruir el polimer i
d’obtenir les granes d’una manera regular i homogénia. Moltes de les granes no s’arriben a
formar el que reverteix en una pérdua d’ibuprofé que queda al medi i que a la vegada incideix
en una peérdua de la eficiencia d’encapsulament. En aquest sentit, la baixa eficiéncia
d’encapsulament guarda relacié amb les condicions del procediment de preparacid,
insuficientment controlat i optimitzat com per dotar-lo de robustesa suficient com per obtenir
rendiments elevats a la produccié de granes. Per altra banda, si bé amb un millor control dels
parametres del procés durant I'extrusié potser seria possible una millora de la eficiencia
d’encapsulament, els valors de farmac encapsulat ja indiquen que el procediment i la
formulacioé es troben en un dels limits de I'espai de disseny.
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Per altre costat, en resulta un cas diferent amb les granes de proporcié 60:40. L’'eficiéncia
d’encapsulament no és elevada, pero si ho és la concentracié de farmac que es troba a les
granes obtingudes. En aquest sentit, les millores en el procediment de preparacié poden
conduir a una millora de l'eficiencia del procediment en quant a rendiment de granes
obtingudes i d’aprofitament del lisinat d’ibuprofe. Tanmateix, per aquestes granes s’obtenen
perfils d’alliberament prou estesos en el temps i amb una cinetica apropiada, com per ser
aquesta proporcid una bona candidata per |’ elaboracié de formes d’administracié d’alliberacié
modificada, amb possibilitats d’arribar al cdlon amb carrega de farmac suficient com per
acabar produint un efecte local. Les granes obtingudes, sén prou resistents a les variacions de
pH com per resistir el transit intestinal sense destruir-se ni dissoldre’s i per tant, sense alliberar
la totalitat del farmac, permetent un efecte dual, sistemic per I'absorcid de I'ibuprofe a I'intesti
prim i local per I'alliberament a I'intesti gruixut.

El procés de produccié de granes amb una elevada proporcié de chitosan (> 40% respecte el
polimer total) és produeix en termes generals d’'una manera més precaria.

La relacié estequiomeétrica d’entrecreuaments, és un dels factors que afecta de manera més
important I'inflament dels hidrogels, i es defineix com la relacié entre el nombre de mols de
I'agent d’entrecreuament i els mols d’unitats que es repeteixen en el polimer. Com més alta és
aquesta relacié, més agent d’entrecreuament s’incorpora a l'estructura de I'hidrogel. Les
propietats d’inflament venen modulades per aquesta relacid, quant més alt és l'agent
d’entrecreuament incorporat menys s’inflen els hidrogels, en tant queda més dificultat el
moviment de les cadenes de polimer. No obstant, aquest no és I’Unic element que modula la
capacitat d’inflament dels hidrogels, I'estructura quimica hi juga també un paper rellevant. Els
hidrogels amb molts grups hidrofilics s’inflen més, comparat amb els que contenen grups
hidrofdbics. El pH i la forga ionica també sén elements que poden modular el grau d’inflament
en els hidrogels sensibles a aquests parametres del medi, de fet els canvis de pH del medi
acaben modulant la hidrofilia de I'hidrogel al variar I'estat d’ionitzacié dels polimers que els
constitueixen (Peppasi col., 2000).

S’observa, a partir dels resultats obtinguts, com el patré d’inflament en aquest cas no es
correspon amb el patré d’alliberament, a diferencia del que passa amb les granes d’alginat.
Aquest fet pot ser degut a dos factors, d’'una banda la baixa solubilitat de I'ibuprofe en
condicions acides. En el cas de les granes només d’alginat, I'inflament és nul i per tant resulta
irrellevant si el farmac és o no soluble en medi acid, no obstant, a les granes mixtes s’observa
com en medi acid ja hi ha un cert inflament que varia en funcié de la quantitat de chitosan
present en la solucié d’extrusid, no obstant, tot i aquest inflament, i per tant, absorcié d’aigua
molt aparent a les granes de proporcié 60:40 (figura 65-66), I'alliberament de farmac és minim
i no correlacionable amb el grau d’inflament. Es pot afirmar doncs, que l'alliberament del
farmac en condicions gastriques és independent del grau d’inflament i és dependent de la
propia solubilitat del farmac o altres factors que no depenen estrictament de I'inflament. Cal
destacar també en aquest punt, la possibilitat de que l'ibuprofé i la lisina hagin format
estructures i entrecreuaments amb el chitosan i I'alginat dependents del pH extern, és a dir,
que les unions formades entre tots els elements ionitzats pugui desfer-se no per inflament, ni
per solubilitat, siné per una diferent distribucié dels equilibris de carregues en funcié del pKa
de cada component i originades per la variacio de pH extern.

Aquesta hipotesi ve suportada per diverses evidéncies experimentals:
Les granes que contenen lisinat d’ibuprofe sén molt resistents a pHs neutres i alcalins, molt

més que les granes placebo. S’evidencia com l'alliberament és més lent en medi pH=7,4, tot i
aixi, s’han fet proves a pH=9 i pH=10 i les granes no es destrueixen com si passa amb les que
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son només d’alginat a on aquesta desintegracié és produeix de forma rapida. Tanmateix, les
granes mixtes placebo, tot i ser molt més resistents que les granes només d’alginat, en medi
pH= 7,4 s’acaben inflant molt rapidament i desintegrant de manera molt més rapida que les
gue contenen lisinat d’ibuprofe.

En canvi, les granes mixtes que contenen el lisinat ibuprofe, resisteixen un nombre superior
d’hores i dies (fins a 72h) en medi intestinal (pH=7,4) sense perdre la seva consisténcia i
estructura. Es pot observar a la figura 57, com les granes que contenen menys proporcié de
chitosan (90:10), la seva resisténcia és molt baixa, fins el punt que a les 4 hores ja no es poden
fer les mesures d’inflament en haver-se practicament desintegrat. En el decurs de I'experiment
d’alliberament, aquestes granes es van erosionant i inflant de manera infinita fins a trencar-se.
No succeeix aixi amb les granes que contenen més proporcid de chitosan (figura 69), granes
de proporcié 50:50. Observem com en aquest cas, les granes s’inflen practicament al maxim en
condicions gastriques i aquesta estructura es va mantenint d’'una manera més o menys
constant al llarg de I'experiment. En aquest cas, 'alliberament estaria modulat més per
fenomens de dissolucié que per fenomens d’erosié o destruccié de la grana.

Les cinetiques d’inflament dels hidrogels es poden classificar com a Fickianes (controlades per
difusid) i no Fickianes (controlades per relaxacié). Quan la penetracié d’aigua dintre de
I’hidrogel succeeix més rapid que la relaxacid, la cinetica d’inflament ve controlada per la
difusié (Peppas i col., 2000). D’acord amb aquest autor s’observa com amb les diferents
proporcions de polimers estudiades, el patré d’inflament a pH gastric aparentment varia en la
mesura que incorporem més chitosan a la barreja de polimers i per tant tindria un
comportament no Fickia. Tenint en consideracié que la mesura que es fa de l'inflament és per
I"absorcid d’aigua al seu interior, amb els experiments realitzats no es discrimina si aquesta
entrada d’aigua és correspon a processos Fickians (difusid) o no Fickians (inflament). No
obstant, hi ha tota una serie d’elements de comportament fisicoquimic com la ionitzacié dels
polimers en funcidé del pH que porten a concloure que aquesta incorporacié d’aigua a les
matrius es correspon principalment a fendmens de relaxacié de les estructures i per tant, a un
procés d’inflament majoritariament de caracter no Fickia. En medi aquds, els grups poden
ionitzar-se, desenvolupant carregues fixes en el gel. Com a resultat de les repulsions
electrostatiques s’incrementa la captacié de solvent per la xarxa d’hidrogel (Katchalski i
Michaeli, 1995; Rubinstein i col., 1996).

A mesura que s’incrementa la proporcié de chitosan, I'inflament a pH gastric és cada cop més
rapid i aparent, mentre que a baixes proporcions de chitosan, aquest és gairebé inexistent. Per
pHs superiors (pH 6,8 i 7,4) quan tenim elevades proporcions de chitosan ja partim d’un
polimer inflat i per tant, amb elevat contingut d’aigua al seu interior, I'inflament vindra
controlat pels fenomens de relaxacioé fins arribar al maxim. Aquests fenomens es produeixen
com a resposta a la variacié del pH i en conseqiiéncia, dels equilibris d’espécies ionitzades i no
ionitzades segons es pot inferir de I'aplicacié de I'equacié de Henderson-Hasselbach que
relaciona la naturalesa d’ionitzacié de I'entitat quimica mitjangant el valor de pK,, genui per a
cadascuna de les especies, i el seu grau d’ionitzacié en funcié del valor de pH del medi on es
troba.

Tot i linflament inicial que es va mantenint al llarg de I'experiment, s’observa com
I'alliberament no es comenca a produir d’'una manera aparent fins que es passa a pHs
intestinals, pero aquest alliberament es va produint d’'una manera paulatina fins a les 24 h.

Cal entendre doncs, que I'alliberament és independent de la quantitat d’aigua que accedeix a
I'interior de la grana i també del grau de contraccié o relaxament de la xarxa polimérica. Pren
forga la hipotesi de qué d’una banda, els grups anionics de I'ibuprofe s’han unit als grups
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cationics del chitosan formant estructures més consistents i en les que I'atrapament no és
purament fisic, sind que el farmac forma part de la propia estructura de la matriu, fet que
justificaria I'alliberament més lent i la major resistencia de les granes. Per altra banda, cal
considerar que I'ibuprofe es troba en forma de sal de lisina. La lisina, en tant que aminoacid, té
propietats anfoteriques, pero en aquest cas té dos grups amino, un a cada extrem que poden
actuar com a catid i un grup carboxilic que pot actuar com a anié. En aquest sentit, la lisina pot
actuar de manera mixta com a element d’entrecreuament, tant amb el chitosan com amb
I'alginat, donant més consistencia a I’estructura i oferint un rang de pHs més ampli en el qual
I’estructura es manté sense desintegrar-se.

A la figura 74 podem observar com la incorporacié de lisina a les granes modifica el patrd
d’inflament que es posa de manifest a pH = 7,4. Les granes que contenen lisina, a banda de
tenir un patré d’inflament diferent respecte les que no en contenen, també s’han mostrat molt
més resistents. Durant I'experiment, les granes que no contenen lisina es desintegren amb
molta més facilitat durant la seva manipulacié per avaluar I'inflament. Les granes amb lisina
han estat més consistents i resistents en el temps.

Sota aquesta hipotesi, es pot considerar que I'ibuprofé esta unit al chitosan i I'alliberament ja
no ve propiciat només per l'inflament o la mera erosié o dissolucié del polimer, sind per la
constant d’equilibri que s’estableixi entre les unions de chitosan-ibuprofe i les seves formes
lliures, el que justifica I'alliberament més lent a mesura que les proporcions de chitosan sén
superiors, en tant hi hauria més ibuprofé unit al chitosan.

La proporcié de farmac, és quantitativament molt important en relacié a la proporcié de
polimer. Les solucions de polimer utilitzades, contenen una quantitat de polimer total (alginat
+ chitosan) del 2% p/v a les que hi afegim un 10% d’ibuprofé base i un 7 % de lisina, unes
guantitats gens menyspreables en quant a la seva possible funcionalitat estructural i interaccié
amb els biopolimers de la matriu.

Per la seva banda, I'alginat calcic format continua tenint un paper rellevant en la formacié de
les granes ja que aquestes no es formen fins que extruim les solucions preparades dins el bany
de clorur calcic. Per tant, la geometria i solidesa estructural de les granes esta també
relacionada amb els encreuaments amb els ions calci.

La peculiar estructura geometrica de l'alginat que crea cavitats electronegatives a les que els
ions de calci hi encaixen de manera molt eficient, fa que els ions calci a la practica, no tinguin
competencia per aquestes cavitats que sén les que conformen I'estructura esférica basica de la
grana. Tanmateix, les cadenes polimeriques ja siguin d’alginat o chitosan exhibeixen carregues
fixes, és a dir carents de mobilitat, limitaci6 que no tenen els ions que es poden moure i
intercanviar-se de manera molt més rapida i eficient (Flory 1953).

S’observa que a tots els efectes, les granes mixtes amb un millor comportament sén les de
60:40. La seva progressivitat d’inflament i alliberament és la que es mostra més eficient.
També cal dir que aquestes granes (60:40) suposen a la practica el limit d’eficiencia del procés
de preparacio. En efecte, a mesura que afegim més chitosan, les solucions esdevenen cada cop
més viscoses, fins el punt de resultar dificil i poc eficient la seva agitacid. Tanmateix, la mateixa
viscositat dificulta el procés d’extrusid i per altra banda, la menor quantitat d’alginat dificulta
la formacié de les granes al formar-se menys entrecreuaments d’alginat amb el calci, base
estructural de les granes, el que suposa perdues d’ibuprofé i rendiments en general més
baixos.
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Si ens fixem en les granes de 50:50 (figures 69 i 70), es pot observar com el perfil d’'inflament
és diferent i també el d’alliberament. Durant I'obtencié d’aquestes granes es mostren moltes
dificultats, d’'una banda d’agitacio, d’altra banda d’extrusid i formacid, el que fa tot plegat que
I'obtencid de les granes no tingui la consistencia dels processos anteriors.

4.6.6. Influencia de la lisina

Per estudiar les interaccions de la lisina amb els polimers i la seva influéncia en el
comportament de les matrius mixtes d’alginat-chitosan, en els grafics seglients es mostra el

patré d’inflament a pH gastric i a pH intestinal de granes en les que només s’ha encapsulat
lisina.

Figura 73: Cinética d’inflament a pH =1,2 de granes d’alginat-chitosan de proporcié 70:30 amb lisina encapsulada
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Figura 74: Cinética d’inflament a pH =7,4 de granes d’alginat-chitosan de proporcié 70:30 amb lisina encapsulada

300
| |
X 2004
=)
E °
& 100+
£ -=- Sense lisina
-— Amb lisina
0_.

I T T 1
0 50 100 150

Temps (min)



M Part experimental — RESULTATS | DISCUSSIO

4.6.7. Fisicoquimica del comportament de les matrius polimeriques

De tot el que s’ha exposat fins el moment en aquest treball, aixi com el resultat de les
observacions experimentals, pren forca la teoria d’una interaccié polielectrolitica multiple
entre els diferents elements que constitueixen les granes, inclds el propi principi actiu.

Quan es parla de microencapsulacié, és comu la idea d’atrapament fisic dintre d’una
estructura o matriu com el que succeeix en una capsula convencional on el farmac queda
confinat dintre d’un contenidor (capsula). A les microcapsules o nanocapsules també pot
succeir el mateix, per exemple amb els liposomes on les micel-les contindrien al seu interior el
farmac encapsulat, o bé en aquells farmacs no solubles que es troben dispersats en forma
solida a les solucions a extrusionar, quedant literalment confinats entre els entramats
polimeérics que configuren les malles d’un hidrogel.

No obstant, quan es tracta de farmacs encapsulats a elevades proporcions, com és el cas del
present treball, quan aquests sén totalment solubles a les solucions de polimer que s’extruiran
per conformar les matrius i quan s’utilitzen excipients i principis actius amb capacitat
d’ionitzar-se, s’han de contemplar les interaccions que hi poden haver entre tots aquests
elements, més quan s’estudien formulacions d’alliberament modificat, el que vol dir que des
de la seva administracié fins el total alliberament del farmac s’han produit canvis en el medi
derivats del transit pel tracte gastrointestinal, passant per pHs molt diferents, des de pH 1,2
gastric fins a pH 7,4 intestinal. Els canvis de pH del medi extern signifiquen alteracié de la
distribucid de carregues en els elements susceptibles i ionitzables en funcié del seu pKa.

En aquest treball, tal i com s’ha mostrat a la taula 38 d’interaccions ioniques, els elements a
considerar sén tots els que conformen les granes i el parametre a tenir present el seu pKa, en
tant és l'element que ens permet coneixer I'estat d’ionitzacié de cada element i en
consequliencia com pot arribar a interaccionar amb la resta en funcié el pH del medi extern.

4.6.7.1 Valor de pKa de les diferents entitats quimiques que conformen les granes

Ibuprofe: pK, =4,9

Lisina: pka; = 2,18; pkax = 8,95; pkas =10,33

Chitosan: pK,=6,5

Alginat: pK,= 3,38 residus d’acid manuronic; pKa = 3,65 residus d’acid gulurdnic

4.6.7.2. Estat d’ionitzacid en funcio del pH
Considerant els valors de pKa i d’acord amb la equacié de Henderson-Hasselbach:

H Ka +1 [base]

= pKa + log ———=

pr=p & Tacid]

En solucié a pH =5 - 5,5 (pH de la solucid a extrusionar) els diferents components és trobaran
majoritariament en la forma encerclada a la figura 75.
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Figura 75: Estats d’ionitzacio i pKas. Encerclades les formes majoritaries al pH de treball. pH > 5
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Aixi, en base al pH de la barreja d’extrusié que conté els polimers i el principi actiu (a pH =5 -
5,5), tots els components es trobaran de forma majoritaria en la seva forma ionitzada, per
tant activada per interaccionar amb components de la férmula de signe idnic contrari.

A continuacié es mostren els valors relatius de les espécies ionitzades i no ionitzades que es
poden obtenir a la solucid a extrusionar dintre del rang de pH de treball:

Ibuprofe:

[Forma ionitzada]

=[0,1-10,6
Forma no ionitzada) [ ]

log
[
Lisina:

[Forma mixta cationica anionica]

l = 218 - 3,32
8 [Forma catidnica] [ ]
Chitosan:

[Formano ionitzada] _
log [Forma ionitzada] ~ [-1,5--1,0]
Alginat:

| [Forma ionitzada] 10— 15
08 [Forma no ionitzada] L ]

De l'analisi de valors obtinguts a partir de la equacié de Henderson-Hasselbach, es pot
observar com la relacié de formes activades per entrecreuar-se de chitosan i d’alginat respecte
les formes no activades seran similars al pH de la solucié, el que justifica el rang de pH
seleccionat de 5,5 com a adequat per afavorir les unions alginat — chitosan.

Un cop més, es subratlla que les unitats d’acid guluronic (Bloc G) de I'alginat formen cavitats
geometricament especifiques i electronegatives amb una gran afinitat pels cations divalents i
més especificament pels ions de calci. Per tant, tenint en compte aquesta afinitat i que
estequiomeétricament els ions de calci hi sén en excés al medi, una part de l'alginat quedara
saturada pels ions calci que és el que conferira la base estructural de les microesferes.

Quedaran doncs, lliures per interaccionar les subunitats negatives d’acid manuronic (Bloc M)
que hauran de competir amb els grups cationics disponibles del chitosan pero també els de la
lisina que es veuran afavorits estequiomeétricament al trobar-se en una major proporcié al
medi en relacio al chitosan.

Per altra banda, per les carregues positives del chitosan hauran de competir, I'alginat,
I'ibuprofe i també la lisina. En aquest sentit I'ibuprofe i la lisina s’hi troben en superioritat
estequiometrica de manera respectiva i per aquest ordre respecte les subunitats d’acid
manuronic disponibles. Per tant, és d’esperar que es formin estructures amb el chitosan i
I'ibuprofe i amb el chitosan i la lisina que a la vegada s’uniria a l'alginat proporcionant d’una
banda, estructures més resistents a la variacié de pH i d’altra banda, perfils d’alliberament
d’ordre zero pel que respecta a I'ibuprofé que estaria en part unit al chitosan.
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Pel que fa a l'ibuprofe, el fet de treballar a un pH molt proper al seu pK, s’ha de considerar
I’existencia d’una igualtat de les espécies ionitzades respecte les no ionitzades i potser prengui
rellevancia I'ajust del pH a un valor més allunyat del valor de pK, dintre del rang de pH de
treball establert, és a dir, que tot i treballar dintre del rang de pH entre 5,0i 5,5, potser hi hagi
diferéncies pel fet de situar-nos a pH proper a pH=5,0 o bé a pH =5,5. Aquest aspecte no ha
estat estudiat pero podria explicar les diferencies de comportament per les granes de
proporcions 70:30 per exemple pel que fa a I'inflament basal a pH=1,2 molt similar a les granes
de 80:20 i molt diferent de les granes de proporcions 60:40.

4.6.7.3. Analisi de les corbes d’alliberament. Models matematics i mecanica dels hidrogels

Des d’un punt de vista de I'analisi de les corbes corresponents a les cinétiques d’alliberament,
s’ha determinat a quin model matematic d’alliberament s‘ajusten. S’ha considerat I'analisi per
trams, d’una banda el corresponent al pH gastric (pH = 1,2) i per altra banda el tram
corresponent al pH intestinal, és a dir ajuntant els valors d’alliberament obtinguts a pH = 6,8 i
els obtinguts a pH =7,4.

Per tal de determinar si el procés d’alliberament del farmac ve regit per processos d’inflament
o de difusid, és a dir fickians o no fickians, s’ha avaluat el model descrit per Ritger-Peppas
(1987) definit per la equacio:

e _ e
Mo,
aon:
M . . . . . .
M—t : Es la quantitat relativa de farmac alliberat a un temps determinat (t)
(oo}
k . Es la constant de proporcionalitat
. Es I'exponent difusional
t : La variable independent t

Com ja s’ha introduit a l'apartat 4.4.5.4., mitjangant aquest model és pot determinar si
I'alliberament del farmac esta controlat per processos de difusié o bé d’inflament. Quan
I'alliberament depéen de processos d’inflament, els resultats s’ajusten a aquest model,
considerant un coeficient difusional n = 1 i I'alliberament és independent de la concentracid,
mentre que quan els resultats s’ajusten al model amb coeficient difusional n = 0,5,
I'alliberament és dependent de la concentracid i esta controlat per processos de difusié o
fickians. Quan els resultats s’ajusten a valors intermitjos de n entre 0,5 i 1 el procés
d’alliberament estaria regit per ambdds processos o per altres tipus de processos diferents.
L’ajust s’ha de fer, segons els propis autors, considerant només la fraccié corresponent al 60%
inicial de l'alliberament, tot i que en alguns estudis que utilitzen comprimits basats en
hidroxipropil metil cel-lulosa el model descriu la totalitat del procés d’alliberament (Rinaki i
col., 2003).

L’analisi dels resultat d’alliberament mostra que a nivell intestinal aquest segueix un model no
fickia o controlat per I'inflament per les matrius que tenen més quantitat d’alginat (90:10), (R’=
0,978) mentre que a mesura que es va incrementant la quantitat de chitosan, els resultats
s’aparten més d’aquest model i per tant, I'alliberament del lisinat d’ibuprofé es produiria per
fenomens no regits per I'inflament. No obstant, quan s’aplica el model amb un coeficient
difusional de 0,5 s’observa com els resultats d’'una manera general s’acosten més a aquest
model amb valors de R* >0,800 per tots els grups inclos el de 90:10 i exceptuant el de 50:50.
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Aquests resultats indiquen que excepte per la composicié 90:10, 'alliberament és independent
del grau d’inflament. De fet, aquesta afirmacié queda constatada quan es relaciona lI'inflament
amb l'alliberament. En efecte, per exemple per les granes de 60:40 s’observa com es produeix
un alliberament més lent que a les altres granes, tot i assolir-se nivells d’inflament més elevats
i durant més temps (taules 39 40).

Si s’aplica regressié lineal a la part de la corba que transcorre a pH=6,4 en general trobem
valors que s’ajusten més a aquest model en gairebé tots els casos, el que ens indicaria que les
cinetiques d’alliberament segueixen un model cinétic proper a I'ordre zero en aquest tram. Les
cinetiques d’alliberament d’ordre zero sén tipiques dels sistemes controlats quimicament
(Peppas i col., 2000). No obstant, en el tram de pH = 7,4 els resultats s’allunyen en general del
model d’ordre zero, en especial per les granes de proporcions 80:20 i 70:30. Aquest
allunyament es fa més evident encara si s’avaluen conjuntament els resultats de pH=6,8 i els
de 7,4, pel que es probable que l'alliberament s’hagi d’explicar amb més d’un model, és a dir
qgue en funcié del pH i del moment de I'alliberament predomini un tipus de fenomen o altre.

Taula 42: Equacions obtingudes del tractament per regressio lineal dels resultats de pH 6,8.

Composicio de les Equacio de la recta Pendent Intercepcid R
granes
0 M
90:10 Hp 0,0231t+1,407 0,0231 1,407 0,9932
o0
0 M
80:20 Hp 0,0121t+0,727 0,0121 0,727 0,9856
(oo}
0 M
70:30 Aup 0,0434t42,567 0,0434 2,567 0,8969
(oo}
q M
60:40 Aup 0,0182t+1,077 0,0182 1,077 0,9647
(oo}
50:50 0,0515 3,046 0,8692

Mg
—=0,0515t+3,046
M

0

Els calculs s’han realitzat considerant només els trams de pH=6,8 de cada cinetica i com a temps zero de la recta el corresponent als 120 minuts de la
cinética, moment del canvi a pH 6,8

Pel tram de la cinética corresponent a lI'alliberament intestinal complert, és a dir, la unié dels
resultats d’alliberament de pH=6,8 i els obtinguts a pH=7,4 s’han provat diferents models
matematics i s’'obtenen bons resultats d’ajustament per totes les corbes excepte la de 90:10
amb el model definit per la seglient equacié:

Mt Bmax't
—L= % _NS-t+b
Mo  Kg+t

Aquesta equacido és una adaptacid de la utilitzada per modelitzar les corbes d’unié de
radiofarmacs a receptors especifics (Swillens, 1995).

M . . . . . :

M—t : Es la quantitat relativa de farmac alliberat a un temps determinat (t)
0

Bmax : Esla quantitat maxima relativa alliberada

K¢ : Eslaconstant de dissociacié a I'equilibri (expressada en minuts)

t : La variable independent t

NS : Esla pendent de I'alliberament no especifica
b : La proporcié de farmac ja alliberat a t=0, és a dir durant la fase a pH gastric.
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Taula 43: Equacions obtingues per regressié no lineal del tractament de la corba d’alliberament
a pHs intestinals pH = 6,8 7,4.

Composicio de les Equacio R b

granes
M, Brax -t Parametres de I’ equacid no calculats per la impossibilitat

90:10 M. kKd+t o NS-t+b d’ajustar el model als resultats obtinguts
M _ 9L 0 300¢ + 5,852

80:20 M, 1213+t ’ 0,9355 5,852
M _ L1420 0246t + 8913

70:30 M, 22604+t ’ 0,9739 8,913
M _ 2125t 0313t + 4,972

60:40 M, 7374+t , 0,9934 4,972
M, 60,7t

. L — 0,9854 33,93
50:50 M 6126 ¢ + 0,006t + 33,93

©

Els calculs s’han realitzat considerant només els trams intestinals (pH=6,8 + pH=7,4) de cada cinética
i com a temps zero de la recta el corresponent als 120 minuts de la cinetica, moment del canvi a pH 6,8

Els ajustos per regressid no lineal mitjancant el software Prism Graphpad® no han estat
possibles per la cinetica de les granes de proporcions 90:10 i s’ha mostrat ambigu per les de
80:20. Es pot observar com a mesura que incrementa la proporcié de chitosan, el model
s’ajusta més als resultats, no obstant, s’Tha de considerar el valor d’agquest model com a
merament descriptiu del comportament de la cinética d’alliberament i no amb un valor
predictiu fins poder ser contrastat amb un major nombre d’experiments. Tot i aixi, permet
suportar el fet que la cinetica d’alliberament del lisinat d’ibuprofée a les granes que contenen
chitosan no esta controlat per un sol fenomen i suggereix la unié del farmac a la matriu i la
possible influéncia d’una constant de dissociacié ionica entre el farmac i la matriu, el que
podria significar I'existéncia d’una interaccid quimica que en definitiva controlaria una part
important de 'alliberament.

Aquest comportament vindria modulat per la presencia del chitosan a la formulacid, ja que les
granes amb menor proporcié d’aquest biopolimer tenen un comportament modulat
majoritariament pels fenomens d’inflament i difusié. El model també té en compte el grau
d’alliberament assolit en la fase gastrica amb el valor b.

En aquest sentit, el model no parteix de zero ja que el temps zero en el model corresponat =
120 min de l'alliberament corresponent al periode de transit gastric (pH = 1,2), i per tant, ja hi
ha hagut un cert alliberament, important a la formulacié que conté més proporcié de chitosan
(50:50).
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Es pot constatar a partir dels elements discutits fins el moment la multiplicitat de possibilitats
d’interaccions ioniques que es poden produir i per tant, la complexitat i dificultat de poder
teoritzar sobre les mateixes des d‘un punt de vista fisicoquimic i establir-ne models
matematics apropiats per explicar quins sén els fendmens que succeeixen.

Paul Flory (1953), va ser dels primers en explicar el comportament d’inflament dels polimers
ionics. En la seva teoria prenen importancia els equilibris de carregues en el si del polimer i de
les matrius que aquest forma, aixi com les forces electrostatiques que se’n deriven i els
fenomens d’atraccié repulsio, tal con també s’ha anat considerant al llarg de la discussié del
present treball. De fet, Flory elabora un model per quantificar les interaccions en funcio de les
diferencies de potencial entre I'interior i I'exterior de les matrius, o el que ve a ser el mateix,
entre la matriu i el medi on es troba. En els seus postulats, fa referéncia també a la generacié
d’una pressié osmotica interna, en tant la matriu de polimer es comporta com una membrana i
per tant, ha de satisfer I'equilibri de Donnan generant forces de tipus osmotic. Segons Flory, la
mobilitat d’ions és més gran a l'interior de la matriu que a I'exterior degut a qué hi ha tota una
série de carregues que estan fixades pel polimer i per tant, sense mobilitat, essent els ions els
gue poden circular lliurement per la matriu al no estar fixats. Sota aquesta teoria, en el cas dels
gels d’alginat les carregues fixes sén els grups carboxilics mentre que la mobilitat ionica es
produeix a mesura que s’incrementa la densitat de carrega negativa per variacions de pH del
medi. La mobilitat ionica es produeix quan ions del medi poden circular i canviar-se per ions
calci, quan les repulsions intercatenaries son més grans i es generen espais de geometria
modificada que deixen de ser especifics pel calci i en els quals hi poden competir altres ions del
medi. En aquestes condicions i seguint amb els postulats de Flory, la pressié osmotica esdevé
molt més gran a l'interior que a I'exterior. En aquest context, es pot parlar de diferéncies de
potencial de membrana originades per les diferencies de carrega entre I'interior del polimer i
I'exterior.

Si es parteix d’aquesta teoria, quan tenim el polimer estabilitzat de manera no exclusiva per
ions, com seria el cas de les matrius d’alginat amb ions calci, sinéd que la estabilitzacié es
produeix amb un altre polimer formant xarxes polimeériques interpenetrants, en aquest cas
amb el chitosan, és evident que la mobilitat de carregues ja no pot ser la mateixa per una
glestié purament estérica, en tant no es pot moure de la mateixa manera una macromoléecula
com el chitosan que un i6 com el calci del medi de gelificacié o el sodi o potassi presents en el
medi de dissolucid. En aquest sentit, les carregues fixes de les que parla Flory en el seu tractat
sobre la quimica dels polimers (1953), no només tenen el signe negatiu dels grups carboxilat
que aporta l'alginat, siné també el signe positiu dels grups protonats del chitosan. Si bé els
canvis de pH externs poden produir variacions de I'estructura, aquesta s’ha d’entendre més
com a canvis en la distribucié de noduls d’unié entre una cadena de polimer i una altra, més
gue com una mobilitat d’aquestes macromolécules.

Si més no, des d’'un punt de vista teoric, sembla raonable pensar que una limitacié en la
mobilitat de carregues en el si del polimer contribueix a disposar d’estructures més estables i
resistents a l'inflament i a les variacions ioniques del medi motivades en aquest cas per les
variacions de pH del medi. Les posicions fixes que interaccionen no sdén susceptibles de
bescanviar-se amb els ions presents en el medi de dissolucid, com si que succeeix amb les
posicions ocupades per ions de calci. Aquesta seria una de les diferencies entre les matrius
d’alginat entrecreuades només amb ions calci i les estabilitzades amb un policatié com el
chitosan. No obstant, quan es parla d’estructures mixtes d’alginat-chitosan s’ha de considerar
gue aquestes estructures polimeriques no sdn pures, en tant també estan formades per unions
amb el calci i per tant una certa mobilitat idnica si que hi és explicant I'inflament per intercanvi
d’ions calci amb ions sodi i potassi del medi. Tanmateix, I'equilibri resulta més complex encara
quan s’hi incorpora una gran quantitat de carregues procedents de l'ibuprofé i de la lisina.
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Aquestes molécules, tot i de dimensions menors que les cadenes de polimer, no sén ions i per
tant, el seu moviment dintre I'entramat polimeéric es veura també limitat, actuant a la vegada
per aquest motiu com a estabilitzants de I'estructura de la matriu, el que explicaria els
alliberaments molt més lents que en les matrius només a base d’alginat i la major resisténcia
de les granes a la erosid.

Altres autors (Katchanski, 1949; Katchanski i col., 1955, Peppas i col., 2000), coincideixen en la
importancia de formular les matrius d’hidrogel que responen a canvis de pH amb polimers que
tinguin grups ionitzables fixes. Aquesta és la manera de variar la hidrofilia de les matrius i per
tant, els seu comportament en el medi aqués en funcié del pH extern. En la mesura que es
varia el pH es produeix un increment en el grau d’ionitzacié i per tant, un increment en el
nombre de carregues fixes, el que reverteix no només en una major hidrofilia, sinéd també en
un increment de les repulsions electrostatiques. En el cas de I'alginat, aquest fenomen anira en
augment a mesura que s’incrementa el pH i per tant a mesura que es disposi d‘un nombre
major de grups carboxilat, mentre que pel chitosan sera a la inversa, a mesura que disminueix
el pH del medi els grup amino s’ionitzaran. Ja s’ha discutit la importancia d’establir un equilibri
d’ionitzacié des d’un punt de vista quantitatiu, és a dir estequiométric, durant la preparacié de
les granes, amb un control sobre el pH de preparacid, no obstant, aquest equilibri i les
proporcions finals de polimer d’un signe i de I'altre, és a dir d’alginat i chitosan no només
juguen un paper important des d’'un punt de vista farmacotecnic per la preparacié i
estabilitzacié de les estructures, sind també en el posterior comportament i resposta al pH
extern d’aquestes estructures.

Des d’un punt de vista termodinamic, Maurice Huggins de manera contemporania a Flory
també va estudiar models per explicar el comportament de transicié de fase dels polimers, de
fet, per la seva coincidencia en el temps es parla de la teoria de Flory-Huggins. D’acord amb la
teoria de Flory-Huggins, el canvi total d’energia lliure en els gels polimérics que mostren un
comportament de transicié de fase son la suma de tres termes d’energia lliure que es poden
calcular individualment: L’energia lliure del procés de barreja, I'energia lliure de I'efecte
d’ionitzacié i I'elasticitat. En referéncia a I’ elasticitat, es calcula tenint en compte la constant
de Boltzman, el volum de la xarxa polimérica a I'equilibri, el volum molar del solvent, la
interaccio solvent-polimer i la densitat d’encreuaments.

Tanaka i col., 1977 van desenvolupar models especifics per explicar el comportament dels gels
basats en el punt critic de transicid, és a dir, el punt en el que es produeix la transicié de
continua a discontinua. Aquests models també suggereixen que el comportament de transicié
dels gels és fortament dependent del grau de ionitzacié.

No obstant, aquests models son dificils d’avaluar quantitativament (Hirotsu i col., 1987) i
estudis previs ja suggereixen que durant l'inflament les cadenes adjacents pateixen canvis
menors o resten completament inalterades i per tant, les deformacions de la xarxa polimerica
poden ser absorbides per les cadenes de polimer que tenen una certa capacitat elastica i de fet
serien els que absorbirien la majoria dels canvis estructurals. En base a aquestes
consideracions els models introdueixen un factor previ que contempla el fet que durant el
procés d’inflament només una fraccié de les cadenes polimeriques esta afectada per la
deformacié (Navarro-Verdugo i col., 2011). En funcié de les interaccions que es formin de
manera quantitativa i qualitativa entre I'alginat i el chitosan i els altres elements estructurals
que conformen les matrius mixtes obtingudes, les deformacions que es produeixen sén
diferents en magnitud i en el temps com es despren de les variables analitzades a partir de les
corbes d’inflament (taula 39).
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Altres autors han aprofundit en I'efecte de les interaccions electrostatiques i la rigidesa dels
fenomens de condensacié del polielectrolit i el contraié. S’han desenvolupat molts models
multifisics amb aproximacions acceptables a les transicions de volum de fase. Els models
multifisics es basen en I'ajustament d’equacions complexes com la de conveccid — difusié de
concentracions ioniques, l'equacid6 de Poisson del potencial electric, equacions
termodinamiques de I'equilibri d’inflament i la formulacié Poisson—Nerst-Plank pels hidrogels
sensibles al pH que poden ajustar-se a equacions d’equilibri mecanic no lineals quan
s’observen grans deformacions. Aixi, les equacions que descriuen els fenomens de contraccio i
inflament per canvis de pH del medi en els hidrogels sensibles al pH poden ajustar-se a
equacions diferencials parcials que consideren els efectes dels camps quimics, eléctrics i
mecanics caracteritzats per la no linealitat. Aquests models sén complexes i per tant dificils de
resoldre mitjancant métodes numeérics convencionals, per tant a la practica la seva aplicacid és
limitada (Navarro-Verdugo i col., 2011).

Peppas i col., (2000) prenen en consideracio els fenomens de transicio de fase que succeeixen
en els polimers quan les matrius entren en contacte amb els fluids biologics, i comencen a
inflar-se, moment en el que es comencen a diferenciar dues fases en el polimer. Una fase
interna o cristal-lina, i la fase gomosa inflada. Clarament, I'alliberament del farmac es controlat
per la velocitat i la posicié de la interfase cristall-goma en tant el farmac no difon de la regié
cristal-lina del polimer. A la interfase cristall-goma succeeix un fenomen de cabdal importancia
que afecta l'alliberament del farmac. Tot i les propostes de models per diferents autors
(Korsmeyer i col., 1986 ; Lusting i col., 1990; Peppas 2000) ells mateixos posen de manifest les
dificultats d’establir models i la rigurositat matematica necessaria per modelitzar el
comportament d’aquest tipus de reaccions degut als problemes de la mobilitat dels limits de
deformacié. Nombrosos problemes en mecanica impliguen un domini deformable, entre
aquests s’hi troben el fluxes a través de medis porosos deformables, els fluxes que impliquen
I’erosié. La preséncia d’un limit mobil presenta desafiaments considerables a I’'hora de modelar
i comprendre la dinamica del sistema implicit. El limit mobil sovint introdueix no linealitats que
requereixen d’un tractament matematic especial.

4.6.7.4. La funciod sigmoidal de Boltzman

Es pot preveure la dificultat que representa establir un model matematic que expliqui el
comportament de fenomens complexes i multifactorials com els que poden regir les matrius
mixtes d’alginat i chitosan obtingudes en el present treball i més quan s’introdueixen altres
elements ionics d’interaccié a proporcions elevades com els ions calci de carrega positiva, la
lisina amb carrega positiva i negativa i I'ibuprofé amb carrega negativa. Els equilibris que
poden establir-se, sén dificils de preveure per la possible interaccié de tots els components
entre ells i per tant, també dificils de modelitzar des d’un punt de vista parametric,
sistematitzat i amb les variables que hi intervenen sota control. No obstant, encara és possible
modelitzar el comportament dels gels pel que fa a l'alliberament des d’un punt de vista
empiric. Els canvis observables a nivell macroscopic obeeixen a canvis a nivell microscopic
segons els postulats de la mecanica estadistica.

Una analisi de dades experimentals i models matematics descrits a la literatura demostren que
els fenomens de transicié de fase segueixen patrons similars respecte al seu comportament
fisic i geometric. Per exemple, a les transicions de fase sovint s’observen patrons sigmoidals i
punts d’inflexid. Tanmateix, si els canvis de transicié es produeixen en un punt d’inflexid, el
punt d’inflexié esdevé un punt critic i en aquest sentit la funcié sigmoidal de Boltzman descrita
I'any 1879 pot ser un bon punt de partida per la prediccié dels fenomens de transicié de fase
(Navarro-Verdugo i col., 2011; Reséndiz- Mufioz i col., 2017). Tanmateix, la funcié de Boltzman
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descriu l'activacié dels canals ionics voltatge dependents, tot i que els fenomens de
despolaritzacié no funcionen de la mateixa manera que el que succeeix a les matrius
polimériques, si que impliquen un intercanvi i mobilitat de carregues i I'establiment d’uns
equilibris entre I'interior i I'exterior de les membranes segons Flory (1953).

La funcié sigmoidal de Boltzmann s’ha utilitzat per descriure els comportaments mostrats quan
un factor determinat promou una transicié de fases d’un estat d’equilibri a un altre i aixi
explicar fenomens de tipus biologic (Sevcik, 2017), com corbes de creixement bacteria o
I’efecte d’un farmac sobre els receptors, aixi com també fendmens fisicoquimics diversos, en el
camp dels polimers, I'estudi dels canvis de viscositat en funcié del temps durant els processos
d’entrecreuament, I'estudi de la concentracié micel-lar critica de surfactant o per I'estimacié
de la temperatura de maxima interaccid (estat de transicid) durant la divisié de la unié carboni-
iode a partir del iodur d’etil sobre la superficie de pal-ladi (Ill) (Rahaman i col., 2017).

L’alliberament del lisinat d’ibuprofé a partir de matrius que responen al pH constituides per
biopolimers com [lalginat i el chitosan també obeeixen a fendmens d’aquestes
caracteristiques. Es passa d’un estat d’equilibri quan es troben a un determinat pH fins que
una variacié d’aquest pH promou la transicié cap a un altre estat. Es passa d’un estat de
contraccié del polimer a un estat de relaxacié maxima amb un punt d’inflexié central. La funcié
de Boltzmann pot explicar aquests tipus de comportament.

A la taula 44 es mostren els resultats obtinguts de I’analisi dels resultats en relacié a la funcié
sigmoidal de Boltzman representada per la seglient equacié:

Figura 76: Representacio grafica de la funcio sigmoidal de Boltzmann

Mo 50 % alliberament

T
t
50% t (min)

El valor k és un coeficient que descriu el comportament de la corba del procés durant la transicid i identifica la continuitat o
discontinuitat del procés (Reséndiz — Mufioz i col. 2017)
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Taula 44: Equacions obtingudes per regressioé no lineal del tractament de les corbes d’alliberament
obtingudes a partir de granes mixtes d’alginat- chitosan a diferents proporcions i aplicant el
model de funcié sigmoidal de Boltzmann

Composicio de les Equacio R
granes
M, 95,89
90:10 . =67t e 0,9872
« 14 e 386
M, 87,76
80:20 M.~ 4,88 + 229,6—¢ 0,9711
’ *® 1+ e 4328
M, 90,56
70:30 v = L9t e 0,9812
*® 1+ e 6301
M, 115,8
60:40 o= 1782 0,9804
’ *® 1+ e 1765
M, 125,33
50:50 o= 378t e 0,9820
’ *© 1+ e 8598

De I'analisi de dades experimentals sota aquest model, es pot observar com aquestes s’ajusten
forca al model, si més no amb coeficients R” inclds superiors als altres models assajats. La gran
diferencia entre aquest model i els altres aplicats és que s’han pogut utilitzar les dades de la
corba d’alliberament complerta i no per trams com en els models anteriors, el que suposa un
avantatge, en tant permet modelitzar el que succeeix a tot I'experiment d’alliberament i en els
diferents pHs des de temps zero fins les 24 hores.

A diferencia dels altres models, es pot observar també com el model de funcié sigmoidal de
Boltzman permet explicar els resultats de les diferents proporcions d’alginat-chitosan.
S’obtenen valors equivalents de R en totes les proporcions, el que li déna un valor predictiu
d’alliberament en funcié del temps més fiable i independent de la composicié de la formulacid
i dels mecanismes implicats a I'alliberament que poden afectar altres models assajats com el
de Ritger-Peppas, depenent de si I'alliberament esta controlat per un procés Fickia o no Fickia.

La funcié obtinguda ddna informacié sobre com es produeix I'alliberament, d’'una banda al
numerador de I'exponent (e) hi ha el valor de ts5yy, és a dir, el moment en que s’ha produit el
50% de [lalliberament. Per altra banda, al denominador hi ha la representacié del
comportament del pendent (k). Com més gran és aquest valor, més aplanada és la corba i per
tant, més lent és l'alliberament. Podem observar també, com a mesura que incrementa la
guantitat de chitosan disminueix el valor que el model ens déna pel parametre g;. Els valors de
a; i af correspondrien respectivament als estats d’equilibri previ a la transicié i un cop
finalitzada aquesta.
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Si es comparen els valors de tsg, amb els de la taula 39, s’observa com en gairebé tots els casos
s’obtenen valors equivalents quan s’aplica la funcié de Boltzmann, tret de la proporcié 50:50 a
on els valors de tso estan més allunyats. Els valors de la taula 39 han estat calculats a través
d’una simulacié de corba punt a punt en tot el rang de la variable independent (de 0 a 1440
minuts). En efecte, els valors de la taula 39 no parteix d’'un model matematic concret, siné del
calcul de la funcié que defineix una recta entre dos punts contigus i per a tots els punts,
forgant aixi el pas per tots els punts experimentals reals i no fent-ne una regressid. El valor de
tso correspon al punt d’inflexié de la corba i aquest té a veure amb la velocitat del procés,
guan més baix és aquest valor més rapid és I'alliberament.

Respecte el valor del pendent k, aquest guarda relacié inversa amb la velocitat d’alliberament
del farmac i la durada de la transicié. Es a dir, a mida que incrementa el valor de k
I'alliberament es produeix de manera més lenta i a la inversa. Es possible que un estudi més
acurat d’aquesta constant pugui aportar informacié sobre els mecanismes fisicoquimics
implicats a l'alliberament i la seva relaci6 amb els canvis termodinamics subjacents. Per
exemple, en el model de funcié sigmoidal de Boltzman que s’aplica al flux idonic a través dels
canals voltatge dependents, a partir dels valors de la constant k es pot inferir la valéncia dels
ions implicats en el procés ja que la constant k porta implicita la constant de Boltzmann pels
gasos R, la temperatura del procés i la constant universal de Faraday, no obstant,
I'aprofundiment en els parametres i variables que poden fer modular la constant k s’escapen
de lI'ambit i proposits del present treball, al mateix temps que requereixen d’expertesa
matematica especialitzada.

Si s’aplica el model sigmoidal de Boltzman als resultats de les granes que només tenen alginat
mostrats a la figura 39 s’obtenen les funcions mostrades a la taula 45.

Taula 45: Equacions obtingudes per regressioé no lineal del tractament de les corbes d’alliberament
obtingudes a partir de granes d’alginat i aplicant el model de funcié sigmoidal de Boltzmann

Composicio de les Equacio R
granes i pH d’obtencio

M, o 97,15
o - — =0, — 55t
Alg 2% (pH = 2) M, 14 eligﬁgst 0,9945
Alg 2% (pH = 4) M, 104,32
TR =-514+ — ezt 0,9953
2 14 e 2110
Alg 2% (pH = 6) M, 98,22
=109+ ——55 0,9965
M 158,3-t b
o 1+ e 21,03
Alg 2% (pH = 8) M, 101,81
— 8 =030 P s 0,9957
M : b
2 14 e 2129

Es pot observar en aquest cas com el model sigmoidal de Boltzman un cop més explica els
resultats de tota la corba experimental, és a dir, els alliberaments que es produeixen als
diferents pHs del medi que simulen el transit gastrointestinal (pH=1,2; pH=6,8 i pH=7,4
respectivament). Tanmateix, els resultats s’ajusten a aguest model amb molta fiabilitat si es té
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en compte els valors del coeficient R* > 0,99 en tots els casos. També es pot observar com el
valor de pendent k que ens déna el model és similar i gairebé identic k ca. 21, excepte en el
cas de les granes obtingudes a pH=2 on aquest valor és exactament la meitat. Certament, la
velocitat d’alliberament observada per les granes obtingudes a pH=2 és superior a la resta de
granes, no obstant, si s’assumeix la velocitat d’alliberament com a resposta mesurable d’un
procés fisicoquimic de transicié de fase que succeeix en el polimer, es pot assumir que aquest
valor k esta relacionat amb els mecanismes que regeixen l'alliberament. En el cas de les granes
composades només a base d’alginat, el diferent valor de k estaria indicant que tot i tenir una
mateixa composicié quantitativa de polimer, les interaccions d’aquest a la matriu i per tant, la
configuracio estructural de la mateixa és diferent tal i com ja s’ha discutit a I'apartat 4.4.5.4.

4.6.8. Alliberament colonic del lisinat d’ibuprofe

Si bé es requereixen estudis posteriors més especifics per poder determinar si el problema de
I'alliberament colonic pot quedar resolt amb les diferents composicions dels biopolimers
assajats, el plantejament d’integrar el farmac com a part de I'arquitectura de la microesfera
pot proporcionar alternatives amb alliberaments de més llarg recorregut.

Els resultats del present treball demostren com la preséncia del chitosan aporta una
resistencia a I'estructura de les granes i com I'alliberament és independent de I'inflament quan
hi ha chitosan a les granes, el que suggereix una possible interaccié i formacié d’enllagos idnics
entre els elements del lisinat d’ibuprofe, és a dir, la lisina o el propi ibuprofée amb els altres
elements de la composicié. Tanmateix, I'elevada resistencia de les granes a les variacions de
pH i la permaneéncia de les granes a pH 7,4 durant dies sense desintegrar-se ni perdre la seva
estructura, fan pensar en aquesta possibilitat, sobretot, en la unié de la lisina com a element
estabilitzador que uniria d’una banda I'alginat i a 'altra el chitosan per la seva propietat de
comportar-se a I’hora com a catié i com a anid en els pHs de treball.

El chitosan és un dels polimers més utilitzats per aplicacions farmaceutiques degut a la seva
baixa toxicitat, biocompatibilitat, llarg temps de residéncia i propietats mecaniques favorables
(Islam i col., 2016; Abioye i col., 2016). Aquest biopolimer té molts grups amino i la ionitzacio
d’aquests grups és el que li confereix les caracteristiques de dependéncia del pH i també
I’encreuament amb substancies anioniques com I’alginat. Per encapsular I'ibuprofe en chitosan
per conjugacid, el medi s’ha de trobar a un determinat pH que afavoreixi la reaccié entre el
chitosan carregat positivament amb l|'ibuprofé carregat negativament. Per tant, per un
encapsulament adequat, els autors (Abioye i col., 2016) van dissoldre I'ibuprofé en una solucié
de NaOH 0,1M (per sobre del seu pKa) per tal de produir molts grups carboxilat que
afavoreixin la reaccié amb el chitosan carregat positivament dissolt en una solucié del 1% v/v
d’acid acetic glacial (per sota del seu pKa). La solubilitat de I'ibuprofé i el perfil d’alliberament
dels nanocomplexes chitosan-ibuprofe es va trobar depenent de la concentracié de chitosan i
la velocitat d’alliberament disminuia a mida que el chitosan augmentava (Abyoye i col., 2016).
Aquests resultats coincidirien amb els obtinguts en el present treball amb el lisinat d’ibuprofe.

En un altre estudi (Ofokansi i Kenechukwu, 2013), van demostrar que I'ibuprofé s’alliberava al
colon sense alliberar-se a I’'estomac degut a les interaccions electrostatiques. En aquest cas es
tracta d’ibuprofe encapsulat amb chitosan i Eudragit RL 100 en un complex polielectrolitic amb
inflament depenent del pH i per tant, les unions electrostatiques es produirien entre els grups
carbonil de I'Eudragit i els grups amino del chitosan a pH colonic (pH=7,4). Aquest seria un cas
similar al que succeeix amb l'alginat a on es produeix la reaccid primera entre els grups
carbonil de I'alginat i els grups amino del chitosan. En funcié del pH, les molécules de chitosan
es disposen en un estat d’agregacié ordenada que obstrueix 'alliberament d’ibuprofe, o bé es
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disposen de manera més enredada en un estat tipus gel permetent el pas del farmac cap al
medi sense obstacle. Les caracteristiques bioadhesives del chitosan el fan interessant també
per perllongar el temps de residencia a les localitzacions d’alliberament, en tant pot
interaccionar amb la mucosa, essent aquest un aspecte rellevant pels hidrogels destinats a
I'alliberament al tracte gastrointestinal i al colon (Huang i col., 2000 ).

Aquesta estratégia és prometedora de cara a la consecucid de formulacions d’ibuprofe
d’alliberament colonic per la seva utilitzacié contra afeccions inflamatories de I'intesti o per la
prevencié de determinats tipus de cancer colorectal amb una reduccié del risc de toxicitat
sistemica i reduccié de la tendéncia a la irritacié local.
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Els resultats d’aquest treball evidencien la utilitat dels biopolimers alginat i chitosan per a
I'obtencié de sistemes d’alliberament modulat a base de lisinat d’ibuprofe i permeten arribar a
les seglients conclusions:

CONCLUSIONS

- ’alginat permet de manera totalment efectiva encapsular el lisinat d’ibuprofée en quantitats
suficients sota un procés de gelificacié ionotropica amb clorur de calci que es mostra eficient,
tant qualitativament com quantitativament, i amb una estabilitat minima de les granes
obtingudes de fins a 36 mesos.

- Les matrius d’alginat que contenen lisinat d’ibuprofé sén sensibles al pH extern i modulen el
seu grau d’inflament en funcié d’aquest. Les granes que s’obtenen sén capaces de retenir de
manera efectiva el lisinat d’ibuprofe evitant que aquest s’alliberi en condicions gastriques per
passar a un alliberament intestinal que es produeix de manera progressiva i complerta en unes
2 hores després d’assolir pHs propers a la neutralitat o alcalins.

- El metode ionotropic és suficientment robust, eficient i reproduible, veient-se afectat per la
concentracié de polimer present en el medi a extrusionar i per la concentracié de calci del
medi de gelificacid.

- Les condicions optimes d’obtencié de granes d’alginat amb lisinat d’ibuprofé encapsulat sén
les que corresponen a una concentracié d’alginat del 2% p/v i a una concentracié del 4% p/v de
clorur de calci en el bany de gelificacié a pH neutre, essent el temps d’enduriment de 60
minuts i la concentracié de lisinat d’ibuprofe del 17 % p/p.

- El métode espectrofotomeétric és fiable per I'avaluacié quantitativa del lisinat d’ibuprofe
contingut a les matrius biopolimeériques obtingudes.

- Esdevenen parametres claus a controlar en el procés de preparacid, la concentracié de
polimer i de clorur de calci, influint directament en I’ eficiéncia d’encapsulament i en la
quantitat de farmac encapsulat. El temps d’enduriment no afecta de manera significativa al
procés ni al producte resultant.

- En el procés de preparacio, el pH del bany de gelificacid, és a dir, el pH d’obtencié de les
granes, influeix en I'eficiencia i capacitat d’encapsulament del lisinat d’ibuprofe, aixi com en
I’estabilitat de les granes obtingudes. Els pHs entre 4 i 8 es mostren com idonis pel procés,
sense observar diferencies morfologiques o d’alliberament. Els perfils d’alliberament sén
similars en tots els casos degut a les propietats d’inflament i de solubilitat de I'alginat en medis
neutres o alcalins.

- L'estabilitzacié de les granes d’alginat amb un policatié com el chitosan ddéna resultats
diferents en funcié del métode de preparacio aplicat.

- Quan el metode utilitzat incorpora el chitosan al bany de gelificacid, el comportament de les
granes obtingudes és molt similar a les granes no estabilitzades amb policatié. Aquest fet pot
tenir diversos origens. En el present treball s’atribueix a I’elevat contingut de farmac en relacié
a la quantitat de polimer i també a la relativament elevada concentracié de calci del medi que
propicia gelificacions molt rapides.

- El recobriment de les granes obtingudes amb capes superposades de chitosan i d’alginat no
ofereix variacions pel que fa als perfils d’alliberament del lisinat d’ibuprofe i en qualsevol cas,
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no sén variacions ni aparents ni significatives, pel que aquests metodes només acaben tenint
un paper merament testimonial en el present treball al no poder aportar millores o
caracteristiques diferencials respecte les granes que només estan basades en alginat i per tant
sense interes practic, en tant suposa una complicacié del procés de preparacié per no fer una
aportacié util a la formulacié final des d’un punt de vista galénic, tecnologic o biofarmaceutic.

- La modificacié de les caracteristiques de les granes obtingudes s’assoleix quan es produeix la
interaccio entre polimers prévia a la seva extrusié i gelificacid ionotropica. En aquest cas i sota
aquesta metodologia, les interaccions sén més eficients, fet que es constata per un diferent
comportament d’inflament de les granes, ja sigui sense farmac o quan incorporen el farmac.

- La incorporacié del lisinat d’ibuprofe, suposa la modificaci6 del comportament de les
microesferes pel que fa a caracteristiques d’inflament i de solubilitat i per tant, també
d’estabilitat en el medi d’alliberament el que porta a concloure un paper estructural del lisinat
d’ibuprofe a les matrius i en la formacié d’entrecreuaments amb els biopolimers.

- L’encapsulament només de lisina ja produeix modificacions del comportament d’inflament de
les granes que es modifica encara més quan s’incorpora l'ibuprofé. Les granes esdevenen molt
més resistents i duradores en el medi de dissolucié que quan aquests elements no hi sén, el
que suggereix la formacié d’entrecreuaments entre tots els elements ionics presents a la
formulacid, conferint consisténcia a la mateixa i propiciant que els mecanismes que governen
I'alliberament del farmac siguin també diferents i no només dependents de parametres
relacionats amb I'inflament i conseqlient absorcié d’aigua.

- La proporcié de chitosan present a la formulacié influeix en la capacitat d’inflament de les
granes a pH acid. En general, a major proporcié major és I'inflament.

- l'inflament de polimers mixtes a pH acid no s’associa sempre a alliberaments de lisinat
d’ibuprofé. Les caracteristiques de solubilitat del farmac i interaccions ioniques també hi
influeixen.

- Es constata la influéncia del principi actiu en I'estructura de les matrius polimeriques i en la
seva estabilitat. El caracter ionic de cadascun dels elements de la formulacié i el seu grau
d’ionitzacié als pHs de treball cal tenir-los en consideracié en tant sén capacos d’interactuar
amb l'estructura de les matrius formant-ne part de la mateixa i modulant-ne les seves
propietats.

- Els resultats d’alliberament del lisinat d’ibuprofe obtinguts a partir de les matrius de
biopolimers assajades, Uniques d’alginat o mixtes amb chitosan, s’ajusten per regressié no
lineal a un model de funcié sigmoidal de Boltzman. Aquest model permet descriure tot el
procés d’alliberament des de l'inici fins el final, és a dir des de pH gastric fins els pHs
intestinals.

- Les microesferes de matriu mixta obtingudes pel métode de prebarreja de polimers, per les
seves propietats, capacitat de retencié del farmac a pH gastric i alliberament lent és presenten
com a candidates potencials per un alliberament colonic d’ibuprofé en forma de sal de lisina
en tant es mostren resistents als diferents pHs del tracte gastrointestinal. S6n necessaris
estudis posteriors per optimitzar aquest alliberament .
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The parameters influencing alginate ionotropic gelation and the production of alginate beads loaded
with hydrosoluble ibuprofen lysine salt (IBU-L) were studied, as well as the optimization of the method
for its attainment. A three-factor and three-level factorial design (33) was carried out to determine the
influence of three experimental variables: polymer concentration, CaCl, concentration, and curing time
on the dependent variables drug load and encapsulation efficiency. The effect of the pH used in the
preparation bath was also evaluated. Concentrations of CaCl, and pH of gelling bath were seen to affect
bead formation and stability as well as their ability to properly entrap the drug. In this work, IBU-L was
used as a model of a non-steroidal anti-inflammatory drug with good solubility in alginate solutions.
IBU-L was successfully encapsulated in alginate beads obtained by the ionotropic gelation method. The
obtained alginate matrixes are able to modify the release of the entrapped IBU-L and this occurs in a
pH-sensitive way that can be correlated with the swelling behaviour of the alginate-produced beads.
Morphological characteristics were evaluated by means of scanning electron microscopy.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Biopolymers are a class of natural chemicals characterized by
having repetitive structural units and a wide distribution in nature.
A growing interest in these compounds has given rise to a large
number of published works, not only because of their low cost,
biocompatibility, biodegradability and ready availability but also
because of their potential use for the attainment of drug controlled
delivery systems (Coviello et al., 2007).

Sodium alginate is a particularly attractive biopolymer that has
a wide range of applications in the field of biomedicine. Alginate
is a linear, unbranched polysaccharide co-polymer composed of
1,4-linked B-p-mannuronic acid (M-block) and a-L-guluronic acid
(G-block), which are found in varying composition and sequence
(Gacesa, 1988). Although alginic acid can be produced by bacteria
(Sabraetal., 2001), it is commonly extracted in large amounts from
algae belonging to the family of the Phaeophycea (brown algae), its
sodium salt (sodium alginate) is obtained and is a water soluble
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polymer (Coviello et al., 2007). Depending on the species and parts
of the marine algae used the alginate composition will be deter-
mined, however, other parameters such molecular weight and salt
form may be profiled in the processing (Sabra et al., 2001). The
composition sequence of polymer blocks and molecular weight
of alginates are important as these factors determine the physical
properties of the formed gel (Haug et al., 1967).

One of the properties that makes alginate useful in biomedi-
cal applications is their ability to form strong thermostable gels
achieved through the exchange of sodium ions from G-blocks with
divalent cations, such as Ca2*, BaZ*, Sr2*, Zn2*, that are located in
electronegative cavities, and the staking of G-blocks to form an egg-
box structure (Heng et al., 2003), resulting in a thick membrane
however permeable to small molecules and liquids. This property
is the basis of different potential applications, such as drug delivery
systems (Coviello et al., 2007), bioartificial organs (Zimmermann
et al.,, 2005), cell immobilization (Redenbaugh et al., 1986; Visted
etal.,2001),enzyme immobilization (Burns et al., 1985) and protein
immobilization (Velings and Mestdagh, 1994). The ionic gelation
of alginate molecules offers a flexible and easily controllable pro-
cess for manipulating the characteristics of the beads which are
important in controlling the drug release rate (Bodmeier and Wang,
1993; Arica etal.,2005). The formed alginate gels have pH-sensitive
swelling properties which are interesting for acid sensitive drugs
in order to avoid attack by gastric acids or to control the site of
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drugrelease. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have
been profiled as candidates where alginate gels may be potential
utility (Puttipipatkhachorn et al., 2005; Hwang et al., 1995).

Ibuprofen lysine (IBU-L) is the water soluble lysine salt of
ibuprofen, a propionic acid derivative with well known anti-
inflammatory analgesic and antipyretic properties as well as a
good benefit-risk ratio when compared with other NSAIDs (Busson,
1986; Moore, 2003). Ibuprofen lysine was developed in order to
enhance the speed of absorption of ibuprofen and to minimize the
time of onset of therapeutic effect (Mehlisch et al., 1995). Due to
its short plasma half-life of 1-3 h following oral dosing and gastric
irritation, ibuprofen is an ideal candidate for preparing prolonged
or controlled release drug products. The lysine salt of ibuprofen also
has a bad taste whose masking can be useful for oral formulations.

Although several works have been published using alginate to
produce beads entrapping the non-soluble form of ibuprofen (Arica
et al.,, 2005; Hwang et al., 1995; Ray et al., 2010), few works are
available with soluble forms. The aim of the present study is to
develop ibuprofen lysine loaded alginate beads with potential mod-
ified release properties, to investigate the influence of experimental
conditions on the complex formation, as well as the optimization
of the method for their preparation.

2. Materials and methods
2.1. Materials

IBU-L (Laboratorios FARDI, Barcelona); Sodium alginate
(MANUGEL® DMB) was kindly donated by ISP, Spain; Calcium
Chloride (FAGRON, Spain), all other reagents were of analytical
grade (PANREAC, Spain).

2.2. Alginate-IBU-L solutions

Alginate solutions of 1, 2 and 3% (w/v) were prepared by dis-
solving sodium alginate powder in deionized water and stirring
until complete dissolution. To determine the optimal drug concen-
tration, ibuprofen lysine (IBU-L) was dissolved in the respective
alginate solutions to obtain final concentrations of drug ranging
from 5 to 50% (w/w). Further experiments were carried out at a
fixed IBU-L concentration of 17% (w/w), equivalent to ca. 10% (w/w)
of ibuprofen as base.

2.3. Alginate-IBU-L bead preparation

Beads were obtained by extruding through a 0.25 mm needle
the different alginate — IBU-L solutions into a gelling bath con-
taining CaCl, at 1, 2 and 4% (w/v). Curing times of 30, 60, 90 and
120 min were studied. Bead formation and behaviour in the bath
were observed visually. Height from the dropping device to bath
surface was controlled. Beads were left in the bath during cur-
ing time and filtered through a sieve (@=0.200 mm). The obtained
beads were washed with deionized water and vacuum dried at
room temperature until constant weight.

2.4. Bead formation

The ability of the polymeric solution to form adequate beads
was visually assessed, proper formation being considered when
the generated drops gelled instantly in the bath, rendering spheri-
cal and regular beads at the bottom of the container. When drops
were disintegrated as they made contact with the gelling bath
and irregular shapes or floating beads were obtained on the bath
surface, bead formation was considered inappropriate. Bead size

Table 1
Coded variable description and values.
Independent variables Units Level values
Low —1 Medium 0 High 1
X1 Polymer concentration % 1 2 3
X2 CaCl; concentration % 1 2 4
X3 Curing time min 30 60 120
Dependent variables Units

Y: Drug load mg/g
Y2 Encapsulation efficiency %

was determined as the average diameter of 10 beads measured by
means of a Vernier calliper with to accuracy of +£0.01 mm.

2.5. Statistical design and analysis

A full factorial experimental design was used in order to evalu-
ate the main effects and the influence of the studied independent
variables (polymer concentration, CaCl, concentration and curing
time) on the observed responses (drug load and encapsulation effi-
ciency) with the aim of further selecting the optimal values of the
formulation parameters. A full factorial 33 design was used, con-
sisting of 27 runs. The design was generated and analyzed using
STATGRAPHICS® software (StatPoint Technologies Inc., Warrenton,
VA). Table 1 depicts the independent and the dependent variables
respectively. Table 2 depicts the experimental design indicating the
different runs with the respective coded levels.

2.6. IBU-L load and encapsulation efficiency

To determine the IBU-L loads, 20 mg of dried beads attained in
each condition were accurately weighed and quantitatively placed
in a phosphate buffer (pH=8) solution under shaking until bead
disintegration. Supernatants were filtered in a 0.45 wm syringe fil-
ter (Millipore Milliflex®-HV) and spectrophotometrically analyzed

Table 2
Experimental matrix and observed responses.

Run Coded variable level Observed response
X1 Xz X3 Y1 Y2
1 -1 -1 -1 0 0
2 -1 -1 0 0
3 -1 -1 0 0
4 -1 0 -1 0 0
5 -1 0 0 0
6 -1 0 0 0
7 -1 1 -1 949 81.12
8 -1 1 966 83.29
9 -1 1 1 927 84.38
10 0 -1 -1 644 73.12
11 0 -1 0 663 75.94
12 0 -1 652 72.52
13 0 0 -1 883 79.48
14 0 0 878 78.10
15 0 0 863 78.83
16 0 1 -1 848 80.35
17 0 1 840 83.62
18 0 1 1 853 81.17
19 1 -1 -1 635 67.12
20 1 -1 624 68.33
21 1 -1 648 68.01
22 1 0 -1 837 74.21
23 1 0 887 77.52
24 1 0 868 73.30
25 1 1 -1 809 73.25
26 1 1 847 78.30
27 1 1 1 826 71.40
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atawavelength of 258 nm using an IBU-L calibration curve. Placebo
beads were used as blank correction, and a 0.4 mg/ml solution of
IBU-L in phosphate buffer (pH=8) was used as a control of IBU-L
degradation during sample preparation. Encapsulation efficiencies
were indirectly determined by means of measurement on IBU-
L concentrations in the different gelling baths once beads were
removed. The total amount of IBU-L/alginate solution employed
in each condition was recorded.

Encapsulation efficiencies were determined using the following
equation:

[1BU-Leotal used(Mg) — IBU-Li the bath(Mg)] x 100
IBU-Leotar used(mg)

EE% — 1)

2.7. Effect of pH

The effect of pH in the gelling bath for bead preparation was
studied in different CaCl, solutions at pH 2, pH 4, pH 6, pH 8 and
pH 10, respectively. pH was monitored during bead preparation.
Measurements were carried out using a Crison-pH-meter GLP 21.

2.8. Swelling behaviour of beads

Swelling behaviour of beads prepared under different pHs was
studied by measuring the percentage of water uptake when sus-
pended and incubated until constant weight in solutions at pH=1.2
and pH=7.2. Different sampling times from 5 min to 200 min were
assayed. The mass of dry beads was determined at time zero and
the mass of wet beads was measured at each sampling point on a
precision scale (PCE ABZ200C) accurate to +0.001 g. The percent-
age of water uptake was calculated using the following equation:

(weightyyet peads — Weightdry beads) x 100

%Water uptake = -
Welghtdrybeads

(2)

2.9. Drug release

Static drug release was studied on IBU-L alginate beads obtained
with concentrations of polymer of 2%, CaCl, 4% and different (30, 60,
90 and 120 min) curing times. The beads were left without agitat-
ing in a dissolution bath containing distilled water at 37 °C. Aliquots
of 1 ml were collected in each vessel at sampling times of 1, 2, 3,
and 4.5 h. The dynamic release profile was studied on IBU-L algi-
nate beads obtained with concentrations of polymer of 2%, CaCl, 4%
and a curing time of 60 min. Drug release was studied at two disso-
lution pHs (pH=1.2 and pH="7.2) in an ERWEKA DT80 dissolution
test apparatus with agitation at 100rpm at 37 °C. Samples were
collected at different sampling times (10, 30, 60, 120, 180, 300, 420
and 510min). IBU-L concentrations were spectrophotometrically
determined (A =258 nm) in each aliquot.

2.10. Bead stability

The IBU-L alginate beads were stored at room temperature in
a desiccator. After 12 months of storage the beads’ aspect was
evaluated visually and the content of IBU-L was determined spec-
trophotometrically.

2.11. Bead morphology (SEM)

Bead morphology and surface topographical characteristics of
[BU-L alginate-loaded beads was examined by means of scanning
electron microscopy (SEM), using a ZEISS DSM 940 microscope.

3. Results and discussion
3.1. Bead formation

The formation of alginate beads loaded with IBU-L was assessed
starting from different ibuprofen concentrations in the alginate
solutions. However, beads could not be formed appropriately under
experimental conditions when the IBU-L concentration exceeded
25% (w/w) in the alginate solutions. The relative concentrations of
polymer versus the drug must be necessary to cover the IBU-L par-
ticles completely and form a sufficiently solid and stable hydrogel
structure to form beads. In order to not work at the top limit of
bead formation, a constant content of 17% (w/w) of IBU-L (ca. 10%
ibuprofen as base) in polymer solutions was selected as being the
optimal working concentration for further experiments. Concen-
trations of about 10% of ibuprofen have also been used to obtain
alginate beads in other works (Arica et al., 2005).

Although alginate blank bead formation can be easily obtained
with all polymer and gelling agent concentrations, IBU-L-loaded
beads could be only properly attained at any of the studied poly-
mer concentrations when the gelling agent CaCl; is at a minimum
concentration of 2% (w/v).

Measurements of the diameter of the loaded beads obtained
showed a distribution ranging from 700 wm to 1600 .m. Bead size
and homogeneity were affected by polymer and gelling agent con-
centration as well as the pH of the gelling bath. The viscosity of
the polymer solution affected bead size distribution. The smallest
beads were produced when alginate was used at a low concentra-
tion (1%), and larger beads obtained when polymer solution was
(3%) due to differences in surface tension, as described in other
works (Badwan et al., 1985). Additionally, some bead deformation
was observed when high polymer concentrations (3%, w/v) were
employed, as reported in other works (Fundueanu et al., 1999).
Although higher polymer concentrations (4%, w/v) have been used
by other authors (Kulkarni et al., 2001) to obtain alginate beads,
the experimental conditions resulted in difficulties for the extru-
sion of the polymer through the needle due to excessive viscosity,
and polymer concentrations above 3% (w/v) were discarded. Low
pH (pH=2) contributed to forming smaller beads and high CaCl,
concentrations were seen to influence bead diameter and shape
homogeneity, probably due to highler CaCl, concentrations.

3.2. Drug load and encapsulation efficiency

For statistical study, a three-factor and a three-level factorial
experimental design (33) were applied in order to find out the
influences of three studied variables: polymer concentration (X1 ),
CaCl, bath concentrations (X3 ) and curing times (X3 ), on the attain-
ment of IBU-L-loaded alginate beads, measuring drug load (Y;) and
encapsulation efficiency (Y) as two representative parameters for
process optimization.

A statistical model that includes interactive polynomial terms
represented by the following equation was used to evaluate the
responses.

Y = bg + b1X1 + boXp + b3X3 + b11X3 + b12X1Xo + b13X1Xs

+ bzzxg + b23XZX3 + b33X3

Variable description, codes and level values are depicted in
Table 1

The experimental matrix, as well as, the observed responses on
drug loads and encapsulation efficiencies obtained from the differ-
ent variable levels is depicted in Table 2. For results analysis, when
beads did not form, response was considered zero.
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Table 3 Table 4
ANOVA on estimated effects and interactions of independent variables on drug load Effect of pH on drug load and encapsulation efficiency.
and encapsulation efficiency. — -
Polymer (%) CaCl; (%) pH Curing time (min) DL (mg/g) EE (%)
Source Drug load Encapsulation efficiency 5 2 5 50 940 95.35
F-ratio p-Value F-ratio p-Value 2 4 4 60 852 79.35
2 4 6 60 778 80.83
X1 25.80 0.0001 38.51 0.0000 2 4 8 60 824 81.14
X2 24.09 0.0001 20.23 0.0003 2 4 10 60 853 81.09
X3 0.00 0.9691 0.00 0.9884 ’
X1 X1 9.83 0.0060 20.28 0.0003
X1 X2 11.61 0.0005 18.74 0.0005
X1 X3 0.01 0.0034 0.01 0.9240 conversion to the insoluble alginic acid (Hodson et al., 1995). It can
§2 ;2 8-83 g-g%; (3)-?)8 g-gs?(; be concluded that two gelation mechanisms occur when low CaCl,
2 X3 - . . . . . . . .
X X, 001 0.9066 0.08 07797 solutions are used at low pH: the ionotropic gelation produced by

As a result of factorial design analysis, equations under the fol-
lowing parameters were attained:

Drug load
Y, = 749.7 + 229.9X; + 222.2X; + 1.780X3 — 245.8X?
—188.9X; X, + 6.917X, X3 + 72.17X2 — 1.750X, X3 — 9.333X§

(3)
Encapsulation efficiency
Y, = 71.20 + 22.37X; + 16.21X; + 0.053X3 — 28.11X?
—19.11X; X, — 0.428X; X3 + 12.1689 x X3 + 0.162X,X3
—1.774X3 (4)

The results on statistical significance of the equation coefficients
and variable interactions are depicted in Table 3.

Drug loads show the real concentration remaining in the final
dried beads, whereas encapsulation efficiency shows the relative
amount of drug lost during bead formation. Encapsulation effi-
ciency has been calculated by the indirect method considering the
difficulties in the accurate determination of water and polymer
variations during the gelation process that may result in non-
reliable values if a direct method was used.

Polymer concentration and concentrations of CaCl, in the
gelling bath significantly affect (p <0.05) both encapsulation effi-
ciency and the amounts of IBU-L loaded into the beads. The
influence of polymer concentration in encapsulation efficiency has
also been reported by other authors (Arica et al., 2005). Poly-
mer concentrations of 2% and concentrations of CaCl, of 4% were
selected for further experiments such as the study on the effect of
pH.

3.3. Effect of pH

Beads were properly obtained at any of the assayed pHs when
concentrations of CaCl, were at 4%. However, optimal beads
were obtained using a polymer concentration of 2% containing
17% of IBU-L (w/w) and dropping into a gelling bath containing
CaCl, 4% concentration at pH=2. Under these conditions, beads
were formed instantly, homogeneously and perfectly spherical in
shape with higher drug loads and higher encapsulation efficiency.
The fact that best behaviour was shown at acidic pH=2 gelation
conditions may be explained by the physico-chemical properties of
IBU-L and alginate and their low solubility at low pHs (Segui et al.,
1989). When alginate is dropped into acid solutions its precipi-
tation occurs and hydrogels are also formed as a consequence of

CaZ* jons, and the gelling effect of low pH. Poor IBU-L solubility and
low diffusion through the alginate matrixes due to poor swelling
of alginate matrixes at low pH should also be considered a positive
contribution to bead formation and higher drug loads. Fundueanu
et al. (1999), suggested that after treatment at low pH, the calcium
ions remaining inside the electronegative cavities of G-blocks
originate more stable complexes. Also the formation of hydrogen
bonds under acid conditions would contribute to maintaining the
macroscopic structure and mechanical properties. Average con-
centrations of ca. 0.25 mg/ml IBU-L were found in the acid (pH=2)
gelling bath after beading, whereas average concentrations of ca.
1.00 mg/ml were found at other higher pHs. This demonstrates
that higher encapsulation efficiencies have to be expected at low
pH due to low losses of drug to the gelling media. Significantly
better loads have been found at low pH (pH=2) in comparison
with higher pH (pH=4, pH=6, pH=8 and pH=10). None of the
tested beads was seen to be affected by the curing times, and
similar encapsulation efficiencies were obtained in beads cured at
different times. Results of IBU-L load and encapsulation efficiencies
of beads attained at the different pHs are depicted in Table 4. The
high drug load values obtained result in the ability of the IBU-L
alginate beads prepared at any of the studied pHs to be used in oral
pharmaceutical preparations where the usual therapeutic dosages
could be achieved in a feasible way.

It was thought that the presence of IBU-L in the gelling media
could affect the gradient differential and therefore the rate of
release or even the encapsulation efficiencies. However, some
previous experiments (data not shown) carried out using IBU-L
dissolved in the gelling media prior to attaining beads, resulted in
similar encapsulation efficiencies and drug loads, suggesting that
encapsulation efficiencies are independent of the amount of IBU-L
present in the gelling media.

3.4. Swelling characteristics of beads

The swelling behaviour of alginate polymer has been reported
as one of the relevant factors for controlling release in drug delivery
systems (Gaudio et al., 2005). Fig. 1 shows the swelling behaviour
of beads attained at different pHs. As expected, water uptake is
significantly higher at pH 7.2 whereas at acid pH, water uptake
is near zero. Ostberg and Graffner (1994), suggested that swelling
may be enhanced by the presence of phosphate ions that could act
to complex calcium. The ability of alginate matrixes for swelling,
depending on the pH of the media, is a genuine characteristic of
this biopolymer that can be applied to the controlled release of
drugs and to avoid the gastric release of the drugs.

IBU-L beads showed a quick water uptake when at pH 7.2.
In all cases, at 40 min the beads were at the maximum swelling
rate, with swelling values beginning a slight decrease due to the
erosion of the beads at this pH until their disintegration. There-
fore, it is expected that the release of the drug will be determined
by the alginate swelling properties and the concurrent erosion
of the alginate beads. Similar swelling behaviour with alginate
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Fig. 1. Swelling kinetics at pH=7.2 (a) and pH=1.2 (W) determined on IBU-L alginate beads obtained at different pHs.

matrixes has been described by other authors (Gaudio et al., 2005;
Dolatabadi-Farahani et al., 2006). Since the property of alginate
beads to re-swell is susceptible to environmental pH, the incor-
poration of acid-sensitive drugs into the beads protects them form
acid juice (Segui et al., 1989) and can also avoid gastric damage
when the encapsulated drugs are gastric irritants (Lee et al., 1998).

No significant statistical differences have been found in the
swelling profiles determined in beads attained at different pHs
(ANOVA, p>0.05), thus alterations in the release profile originated
by the preparation of beads at different pHs cannot be expected.
Although at pH 2 the formation of hydrogel also occurs by pre-
cipitation of non-soluble alginic acid, swelling properties are still
maintained (Hodson et al., 1995).

3.5. Drug release

Release as static passive diffusion test was conducted in order
to find out the ability of alginate matrixes to retain the loaded

drug and also to verify the potential IBU-L losses as passive
diffusion due to different curing times. A near zero order release
profile was obtained when beads were introduced to distilled water
under static conditions, without agitation and with a lasting time of
5h and an average maximum release in the studied period around
12% (w/w) of IBU-L with no influence (ANOVA p > 0.05) of curing
time in the release, showing that alginate matrixes are able toretain
IBU-L, that is slowly released into the media by passive diffusion
(Fig. 2). Concentrations of ibuprofen measured in the gelling bath
after beading showed no differences between short curing time
(30 min) to long curing time (120 min).

In the same way as swelling behaviour, the dynamic dis-
solution profile of the tested beads confirms the ability of the
alginate matrixes to properly retain IBU-L and avoid their release
in acid conditions pH 1.2 (Fig. 3). These results correlated well
with the swelling behaviour of beads and their influence in the
release of the drug as well their sensitiveness to pH, as previously
described by other authors. Although the release of ibuprofen from
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Fig. 2. Static release profile of beads attained at different curing times.
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Fig. 3. Drug release profile of IBU-L alginate beads at gastric (M) and intestinal (a)
pH.

alginate beads is considered to occur by a diffusion mechanism,
it could be accelerated by bead erosion and structure disintegra-
tion already detected in swelling studies at pH 7.2 (Gallardo et al.,
1998).

3.6. Bead stability

Samples kept for 12 months at room temperature showed
different behaviour. Although beads obtained at pH=2 showed
better behaviour in terms of bead formation and drug load, these
beads showed worse stability after one year. Samples appeared as
small spherical particles surrounded by crystallized free ibupro-
fen powder outside the particles suggesting the inability to
retain ibuprofen molecules inside the bead alginate-Ca struc-
tures.

In contrast, beads obtained at higher pH (pH = 6) showed better
behaviour with passing time, maintaining both their original spher-
ical structure and without any apparent losses of drug. Similar drug
loads were obtained with aged beads and with recently prepared
beads.

Additionally it has been observed that stability also depends on
the concentration of gelling agent. Thus, beads obtained in a highly
concentrated gelling bath (CaCl, =4%) showed consistency over
time, maintaining their original structure and with no apparent
losses of IBU-L, including beads obtained with low concentra-
tion polymer (1%). IBU-L alginate-loaded beads obtained with low
concentrations of gelling agent (1-2%) appeared less stable, with
apparent losses in their spherical shape and structure.

These stability results can be explained by the precipitation of
insoluble protoned ibuprofen into the alginate hydrogel for beads
obtained at acidic pH. This non-ionized ibuprofen is retained in the
structure without interacting with alginate, as an independent sub-
stance. However, when beads are obtained at higher pH, ibuprofen
isinionized soluble form, which means the ability to ionically inter-
act and to be integrated as a constituent part of the bead structure.

Fig. 4. Influence of calcium chloride concentration. SEM micrographs obtained at different calcium chloride concentrations: (a) alginate 2% CaCl, 1%, (b) alginate 2% — CaCl,

2%, (c) alginate 2% CaCl, 2%, (d) alginate 2% CaCl; 4%.
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Fig. 5. Influence of pH. SEM micrographs obtained at different pH: (a) pH=6, (b) pH=2.

3.7. Morphology

Scanning electron micrographs of IBU-L-loaded alginate beads
and their surface morphology show beads with rough surface
morphology and visible wrinkles. Morphological studies showed
spherical shape and surface porosity for IBU-L-loaded alginate
beads. No appreciable differences between samples obtained at
different curing times have been shown, however, although not sig-
nificantly appreciable, some differences in surface morphology can
be observed between beads attained at different CaCl, concentra-
tions, as well as differences at the different polymer concentrations
and pH.

Micrographs of IBU-L loaded alginate beads attained under dif-
ferent conditions are shown in Figs. 4 and 5.

4. Conclusions

Other authors have investigated the characteristics of beads
loaded with ibuprofen (Hwang et al., 1995; Arica et al., 2005),
however these authors used insoluble forms of ibuprofen, which
means that ibuprofen was dispersed and not solubilized into the
polymer solution at the time of forming beads. The use of ibupro-
fen as its soluble lysine salt is appropriate to obtain loaded beads
with ability to retain ibuprofen into the alginate polymeric matrix.
The relative amounts of IBU-L retained in the alginate matrixes
are adequate to achieve the usual dosage values for therapeutic
purposes when these matrixes are intended to be used for oral
formulations.

Polymer concentration and CaCl, concentration in the gelling
bath affect the amounts of drug loaded and the encapsulation
efficiencies concluding that the optimal conditions for obtaining
alginate beads loaded with IBU-L were produced when using algi-
nate at concentrations of 2% (w/v), and a gelling bath containing 4%
(w/v) of calcium chloride. Although curing times are not demon-
strated to significantly influence bead formation and encapsulation
efficiencies, a curing time of 60 min was selected for method stan-
dardization. The use of acid bath (pH = 2) results in an improvement
in bead formation as well as high encapsulation rate. However
under these conditions the obtained beads resulted less stable one
year after production than beads obtained at a higher pH.

The matrixes of alginate natural polymer are able to retain and
modify the release of IBU-L. The release of IBU-L from alginate beads
is pH sensitive due to the swelling behaviour of alginate and its
dependence on pH. Whereas at gastric pH the drug is not released,
at intestinal pH a slow release can be observed that achieves max-
imum released amount at 2 h.
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INTRODUCTION

In the last years biopolymers have attracted the
interest of biomedical and pharmaceutical
industries, mainly in alginates that their
particular characteristics make a potential
polymer suitable for the development of
controlled-release systems (1).

Ibuprofen lysinate is a potential NSAID
candidate to be studied for modified release
preparations based on alginates as releasing
matrix, since good entrapment efficiencies and
efficient bead formation have been demonstrated
in previous works.

Different parameters have to be considered
during bead preparation, such as gelling time,
ion and polymer concentrations that could affect
the further release profile of obtained beads.

The aim of this work is the study of the release
profile of Ibuprofen lysinate loaded in alginate
beads cross-linked with divalent cation calcium
prepared under different conditions.

MATERIAL AND METHODS

Alginate ibuprofen lysinate solutions.

Alginate solutions of 1, 2, and 3% (w/v) were
prepared by dissolving alginate powder in
deionised water and stirring until complete
dissolution. Ibuprofen lysinate was dissolved
into each polymer solution immediately before
bead preparation at concentration of 17% w/v.

Alginate-ibuprofen lysinate bead preparation.
Beads were obtained by ionoropic gellation
extruding through a 0,25 mm needle the different
alginate — ibuprofen lysinate solutions into a
gelling bath containing CaCl, at 1, 2, 3% and
4% (w/v). Times of 30, 60, 90 and 120 min. for
curing beads were studied. Height from the
dropping device to the bath surface was
controlled. Beads were left into the bath during
curing time and filtered trough a sieve (0,200
mm).

The obtained beads were washed thrice with
deionised water and dried at room temperature
into a dessicator until constant weight.

Analytical validations

Stability of ibuprofen lysinate in gelling media
polymer and release solution was studied.
Spectrophotometric method 258 nm wavelength
was  validated for  Ibuprofen lysinate
determination within the working range.

Ibuprofen lysinate load

Beads were accurately weighed in an amount of
(0,100 g) and were crushed into a porcelain
mortar. Crushed beads were dissolved in
methanol into a 10 ml volumetric flask with aid
of sonication bath. Samples were filtered in a
0,45 pm nylon filter and spectrophotometrically
determined for ibuprofen content.

Release studies

Ibuprofen lysinate loaded beads were suspended
in distilled water using a 8 paddles dissolution
test bath PHARMATEST PTW SIII at 37°C and
50 rpm agitation. 1 ml samples were taken at
interval times of 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120,
180 and 300 minutes. The sampled volume was
restored with distilled water. One of the samples
was suspended in acid media (HCl 0,1 N
pH=1,2) to simulate gastric conditions.

Statistical analysis

One way ANOVA test was performed for
statistical differences (p<0,05) between studied
batches.

RESULTS AND DISCUSSION

Quantitatively, there was differences in the
ibuprofen lysinate loads, with maximum
observed values at polymer concentrations of 2%
in solutions of 4% calcium chloride. Different
ibuprofen lysinate release profiles have been
attained with beads of different polymer
concentrations, however it seems to be more
affected by the different drug loads rather than
release rate.
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Beads obtained with 1% polymer concentrations
released the drug slightly faster than those
obtained with concentrations of 3% (fig 1)

Fig 1. Release from different alginate concentration beads.
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Curing times into the gelling bath are not
affecting the release profile, and no differences
can be observed between the beads obtained in
the same conditions with different curing times
(fig. 2)

1

Ibuprofen lysinate release from
Alginate beads 3-1

.20

g

c

2

k]

©

=

- 10 curing times

2 = 30 min

©

K A4 60 min

7]

© 90 min
0 ® 120 min

T T T T T )
60 120 180 240 300 360
Time (min)

oA

The study of release in acidic (pH=I1,2)
conditions revealed that little ibuprofen lysinate
was released to the media within the studied
period. (fig.3)

Effect of the pH in ibuprofen lysinate
release profile
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These results suggest that the amount of
ibuprofen lysinate release in gastric conditions
could be small, acting the polymeric system for
the retention of drug while the pass trough the
stomach.

Further experiments will be needed to confirm if
a subsequent change raising the media pH will
allow an appropriate release of entrapped
ibuprofen lysinate in order to simulate
physiological conditions.

Beads obtained from  different CaCl,
concentrations in the gelling media and the same
polymer concentration showed that as increasing
the ion concentration the drug release is slow.
Differences in ibuprofen lysinate load can also
be graphically observed (fig 4).

Fig 4: Ibuprofen lysinate release form beads obtained in
different CaCl, concentrations
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CONCLUSIONS

Alginates can be used to modify the release of
Ibuprofen lysinate when formulated forming
calcium cross-linked beads. Different polymer
concentrations and curing times do not
significantly affect the release profile, however
lower drug loads are observed as higher is
polymer concentration. Release profile at
pH=1,2 vs neutral pH is revealing that alginates
could be useful to avoid stomach release of drug,
since near zero percent of ibuprofen lysinate
fraction is detected in the sampling times.
Gelling calcium concentrations affect the release
profile as well as the drug load.
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INTRODUCTION

Biopolymers have been used in the last years in
many different pharmaceutical fields, one of its
potential uses is the ability to act as drug release
modifiers when are formulated with non
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDS).

Although several works have been published
using alginate to produce beads with drugs
entrapped and to determine their release profile,
little have been published about the optimisation
of the method to be used, and the parameters that
seems to influence the drug entrapment and
release.

Different parameters have been seen to affect the
bead formation and the ability to properly entrap
the drug. In this work Ibuprofen lysinate has
been used as a model of NSAID with good
solubility in alginate solutions.

The aim of this work is the optimisation of the
method for obtaining ibuprofen lysinate loaded
beads, using alginates as polymer, the study of
capabilities and potential use of alginates to act
as release modifiers of Ibuprofen lysinate.

MATERIAL AND METHODS

Bead formation

Beads were attained by ionotropic gellation
using calcium chloride as gelling agent.
Different concentrations of alginate (1%, 2%,
3%), and four concentrations of gelling agent
Calcium Chloride (1%,2%, 3% and 4%) were
assayed at different gelling times (30, 60, 90, and
120 min).

Alginate ibuprofen lysinate solutions.

Alginate solutions of 1, 2, and 3% (w/v) were
prepared by dissolving alginate powder in
deionised water and stirring until complete
dissolution. Ibuprofen lysinate was dissolved at
different concentrations into each polymer
solution immediately before bead preparation.

Alginate-ibuprofen lysinate bead preparation.
Beads were obtained by extruding through a 0,25
mm needle the different alginate — ibuprofen
lysinate solutions into a gelling bath containing
CaCl, at 1,2, 3, and 4% (w/v). Curing times of
30, 60, 90, 120 min and 15h were studied. Bead
formation and behaviour into the bath was
observed visually. Height from the dropping
device to the bath surface was controlled. Beads
were left into the bath during curing time and
filtered trough a sieve (@ 0,200 mm).
Remaining ibuprofen in the bath was measured.

Analytical validations

Stability of ibuprofen lysinate in gelling media
and  polymer  solution  was  studied.
Spectrophotometric method (A= 258 nm) was
validated for Ibuprofen lysinate determination
within the working range.

Effect of pH

The effect of pH in the gelling bath for bead
preparation was studied by preparing different
CaCl, buffered solutions at pH=2, pH=4, pH=6,
and pH = 8. pH measurements were carried out
using a glass-electrode pH-meter.

Ibuprofen load

Beads were accurately weighed in an amount of
(0,100 g) and crushed into a porcelain mortar.
Crushed beads were dissolved in methanol into a
10 ml volumetric flask with aid of sonication
bath. Samples were filtered in a 0,45 pm nylon
filter and spectrophotometrically determined for
ibuprofen lysinate content.

Static Release profile

Ibuprofen lysinate loaded beads were suspended
in distilled water, and left at room temperature
without agitation. Samples were collected at 1, 2,
3 and 5 hours after for spectrophotometric
analysis of ibuprofen lysinate released.

Statistical analysis

One way ANOVA test was performed for
statistical differences (p<0,05) between studied
batches.
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RESULTS AND DISCUSSION

Bead formation

Ibuprofen lysinate was dissolved at different
concentrations up to 50% (w/w) into the polymer
solutions, however beads could not be formed
until this amount was less than 25% of ibuprofen
as lysinate.

For not working in the top limit of bead
formation a constant content of 17% of
ibuprofen lysinate (10% Ibuprofen as basis) was
chosen as optimal working concentration for
next experiments.

Whilst alginate blank bead formation was
attained with all polymer and gelling agent
concentrations, ibuprofen lysinate loaded beads
(tablel) could be only properly attained at any
polymer concentration using the gelling agent at
a minimum concentration of 2% (w/v) having
into account that as higher the gelling agent
concentration better the bead formation.

CaCl, % Polymer concentration % (p/v)

(p/v) 1 2 3
1 - - +
2 - + —+
3 + + +
4 + + +

(+) formation (-) not formation

Beads were measured using a Vernier calliper.
Diameter (@) pm distribution of loaded beads
ranged from 0,7 to 1,6 mm. Bead size and
homogeneity was affected by polymer and
gelling agent concentrations as well as pH of the
gelling bath. Bead stability was better at higher
polymer and cation concentrations.

pH influence

Unhomogeneous beads were obtained at pH=8
with lower drug load. Whereas pH=6 pH=4
showed a better behaviour in size uniformity and
load capacity, the best behaviour was shown at
acidic pH=2 gelling conditions.

It is suggested that low pH values of the gelling
bath involve the protonation of ionised soluble
ibuprofen lysinate avoiding a quick release to the
media, also changes in the matrix structure
should be considered (reference).

Percentage of drug loaded

Higher ibuprofen lysinate percentages were
attained with low polymer concentration 1%, and
2 % and high level concentrations of gelling
cation 3% and 4%. pH showed influence on the
ibuprofen lysinate loaded amount with better
results in acid conditions than alkaline or neutral
conditions.

Ibuprofen lysinate concentration in gelling bath
Measured concentrations of ibuprofen in the
gelling bath after beading, showed no differences
between curing times of 30 min to 120 min.
However, beads left into the bath for 15 hours
showed higher concentrations in the media,
suggesting that partial ibuprofen lysinate quick
diffusion from the polymer matrix to the gelling
bath occurs during bead formation until an
average concentration of 0,99 mg/ml and slow
release of ibuprofen lysinate to the media is
produced during curing time until 1,49 mg/ml at
15 h. The presence of ibuprofen lysinate into the
media is affecting the gradient differential and
therefore the velocity of release. These results
suggest that although curing times lower than 2
hour have no incidence in the Ibuprofen lysinate
losses, better entrapment efficiencies could be
attained with ibuprofen lysinate added to the
gelling media.

Static release profile

A near zero order release profiles were obtained
in static conditions, with a lasting time of 4,5
hours and average maximum release in the
studied period around 12% (w/w) of ibuprofen
lysinate with no influence (p>0,05) of curing
times.

Static release profile of ibuprofen
from alginate (2%) CaCl, (4%) beads
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s T OKIITNINE SISewr Zsotwains
s
2
s
2 10 ANOVA test (p>0,05) [ i _
= Curing times
@ = 30 min
g 4 60 min
< 90 min
3 Y * 120 min

o4 T T T T )

0 1 2 3 4 5
Time (h)

Results showed the ability of alginate for
entrapping ibuprofen lysinate as well as to
modify its release with no dependence of the
conditions that beads have been prepared. We
conclude that polymer and gelling ion
concentrations are important for bead formation
and stability, although does not significantly
affect the static release profile of ibuprofen
lysinate, however, dynamic release experiments
should be done to confirm the influence of these
parameters in the release profile. pH of gelling
bath influences in the entrapment efficiency as
well as the homogeneity and size of beads.
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