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Resumen

Las formas farmacéuticas aplicadas en las secreciones fisiolégicas prolongan la efectividad terapéutica de los farmacos
mediante la incorporacién de polimeros mucoadhesivos que incrementen el tiempo de permanencia del producto
en la mucosa. Por ello, se evalu6 la fuerza bioadhesiva de mezclas de dispersiones acuosas de Escleroglucano
(Scl) con Dextrano 70 (Dex) o Quitosano (Qs), como posibles vehiculos estructurados para modificar la liberacion
del ingrediente activo a nivel bucal y ocular. Las determinaciones en presencia de fluido salival simulado (FSS),
fluido lagrimal simulado (FLS) y mucina se realizaron por el método viscosimétrico en un viscosimetro/reémetro
Brookfield DV-II+Pro al cabo de 3 min a 100 rpm. Las combinaciones de polimeros conteniendo Scl-Qs en cada
uno de los fluidos estudiados demostraron un mejor comportamiento bioadherente que las mezclas Scl-Dex, muy
probablemente debido a la protonacion de los grupos aminos en los aminoglicanos del Qs en el medio de disoluciéon
(pH = + 5,0) que le permite una fuerte interaccién con el acido sidlico de la mucina. También se observd una
correlacién directa entre la mucoadhesion y la concentracién total polimérica para el Scl-Qs en FSS y Scl-Dex en
FLS. Este sinergismo reologico se vio influenciado por la temperatura, fuerza i6nica, asi como, la concentracién y
caracteristicas de los polimeros estudiados.
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Abstract

The pharmaceutical formulations applied in physiological secretions could extend the therapeutic effectiveness of
the drug. This is done by incorporating mucoadhesive polymers that increase the product’s residence-time in the
mucous. For this reason, the bioadhesive force of Scleroglucan/Dextran or Scleroglucan/Chitosan aqueous dispersion
mixtures were evaluated. These mixtures were considered as possible buccal and ocular drug-delivery vehicles.
The essays were conducted in simulated saliva fluid (FSS), simulated tear fluid (FLS) and mucin. Moreover, the
viscosimetric method was used with a Brookfield DV-II+Pro viscometer/rheometer, after 3 minutes at 100 rpm. The
Scl-Qs mixtures showed a better bioadherent behavior than the Scl-Dex mixtures in both simulated fluids. This may
be due to the protonation of the amine groups in the Chitosan amine-glycan chains had in the dissolution medium
(pH = £ 5). The Qs’s charges allowed a strong interaction with mucin’s sialic acid. Also, a direct correlation was
observed between the mucoadhesion and the total polymeric concentration for Scl-Qs with FSS and Scl-Dex with FLS.
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PROPIEDADES MUCOADHESIVAS DE DISPERSIONES ACUOSAS

Introduccion

El epitelio de muchos O6rganos y

tejidos del cuerpo humano esta en
contacto relativamente directo con
el ambiente externo. Estas areas

corporales incluyen la conjuntiva que
recubre al 0jo, membranas mucosas que
envuelven la cavidad oral y los aparatos
respiratorio, digestivo y genitourinario.
Estas superficies se encuentran banadas
de secreciones fisiologicas que tienen,
entre otras funciones, la de proteger
tejidos y oOrganos internos vitales, asi
como también la lubricacion, hidratacion
y la conformacion de barreras contra
microorganismos patdégenos y sustancias
extranas. Su permeabilidad le permite
el intercambio de gases y nutrientes en
la superficie de las células donde ellas
se encuentran (Bansil y Turner, 2006;
Gésime y col., 2009).

Es por ello que el mantenimiento
adecuado de la composicion y volumen
de estos fluidos es esencial para
preservar la homeostasis del sistema
biologico. Cuando este equilibrio se
pierde, se evidencian patologias tales
como, la xeroftalmia, la xerostomia o
enfermedades respiratorias del tracto
superior, entre otras, 1o que ha hecho
necesario su estudio e investigacion.
Como consecuencia de ello, han surgido
nuevas tendencias en el desarrollo
de productos farmacéuticos que son
capaces de liberar el farmaco en estas
células epiteliales mediante la habilidad
de adherirse a ciertas moléculas que
estan presentes en estas secreciones.
Estas vias de administracion permiten
obtener una efectiva accion local o
sistémica, evitandose, en esta ultima, el
metabolismo dastrointestinal de primer
paso a través de la pared intestinal y el
higado (Authimoolam y Dziubla, 2016).

Por otro lado, éstas formulaciones
farmacéuticas deben ser capaces de
resistir los mecanismos de renovacion
fisiologica como la saliva y la lagrima, los
movimientos bucolinguales, asi como el
parpadeoy latemperatura, ya que estos no
permiten mantener las concentraciones
efectivas de los farmacos por periodos
prolongados y como consecuencia,
disminuye la biodisponibilidad de los
ingredientes activos (Achouri y col.,
2013).

La composicion de estas capas mucosas
epiteliales es bastante compleja, con un
elevado contenido de agua y en menor
proporcion de mucinas, sales inorganicas,
carbohidratos y lipidos (Andrews y col.,
2009; Boddeda y col., 2014). Las células
de Goblet especializadas del epitelio
de estos Organos, pueden sintetizar
sustancias mucinosas que le confieren
a los fluidos viscosidad y caracteristicas
adherentes (Bansil y Turner, 2006; Roy y
Prabhakar, 2010).

La mucina no es mas que un conjunto
de glicoproteinas de alto peso molecular
capaz de formar geles viscoelasticos con
propiedades cohesivas y adhesivas, que
se unen al epitelio mediante los grupos
de acido sialico y sulfato que contienen,
resultando polielectrolitos aniénicos a
pH fisioloégico (Andrews y col., 2009).
Tomando en  consideracion  estas
caracteristicas, muchos investigadores se
han planteado la estrategia de desarrollar
productos de aplicacion toépica que
contengan componentes viscosos 'y
bio/mucoadhesivos que sean capaces
de unirse a las superficies mediante el
mecanismo de adhesion de tal manera
de controlar y conservar por mas tiempo
los ingredientes activos farmacéuticos en
el sitio terapéutico de accidén y aumentar
su concentracion efectiva.
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Se podria definir que una sustancia
adhesiva es aquella que al ser aplicada
entre la superficie de dos materiales,
permite una unidon que se resiste a la
separacion. Los materiales que se unen
por medio del adhesivo se denominan
sustratos, y al conjunto de procesos que
involucran interacciones fisicas y quimicas
que se presentan en la interfase adhesivo-
sustrato se le conoce como adhesion
(Vallejo y Perilla, 2008). Cuando estas
interacciones intermoleculares se suceden
en presencia de un material de naturaleza
bioldgica, se le llama bioadhesiéon (Smart,
2005; Jones y col., 2009; Rahamatullah y
col., 2011). Igualmente, si esto ocurre con
la participacion de sustancias mucinosas,
el término adhesion se corresponderia a
la mucoadhesion.

La mucoadhesion es una herramienta
ampliamente estudiada en el desarrollo de
los sistemas de liberaciéon de ingredientes
activos farmacéuticos, ya que mejora
la eficacia terapéutica por su mayor
permanencia en el lugar de aplicacion
debido a la capacidad de los sistemas
farmacéuticos de adherirse a las mucosas
(Carvalho y col., 2010; Saraswathi y col.,
2013). Ademas, estas membranas son
relativamente permeables y permiten
una rapida absorcion del compuesto
activo. Este tipo de formulaciones puede
ser posible gracias a la incorporacion
de polimeros mucoadhesivos
fisiologicamente compatibles, que son
capaces tanto de unirse a la superficie de
los tejidos, como de modificar el patréon
de liberacion de los ingredientes activos
(Mythri y col., 2011).

Los polimeros mucoadhesivos de
preferencia son aquellos de origen natural
ya que son biodegradables, es decir, que su
estructura quimica puede ser reducida a una
0 mas cadenas hidrocarbonadas sencillas
por accion de las enzimas del cuerpo

humano, trayendo como consecuencia una
mejor biocompatibilidad con las mucosas
y menos efectos colaterales dentro de los
seres vivos (Herrero, 2007; Vieira y col.,
2009; Tamboli y col., 2012). Entre estos
polimeros cabe desatacar los de naturaleza
neutra como el Escleroglucano (Scl) y el
Dextrano 70 kDa (Dex) asi como el Quitosano
(Qs) (De Oliveira y col., 2012; Chaiyasan
y col., 2013; Andueza y Hochhaus, 2013;
Andueza y Hochhaus, 2015).

En este trabajo se evalué la fuerza
de bioadhesion (F) de mezclas de
dispersiones acuosas de Escleroglucano
con el Dextrano o Quitosano, para que
puedan servir como posibles vehiculos
estructurados en productos de liberacion
bucal y ocular.

Materiales y métodos

El Scl 5000 kDa empleado resulté ser
el Tinocare GL® de BASF (numero de lote:
0008886294) (Tinocare GL®, 2011), que
se presenta como una dispersion acuosa
del polimero al 1%, (Biofina C.A.). EI1 Qs de
la investigacion fue adquirido de Sigma-
Aldrich® (50-190 kDa con 75-85% de
desacetilacion de la molécula) y la muestra
de Dex (70 kDa) utilizada fue de Gentec
Pharmaceutical Group, (Laboratorios L.O.
Oftalmi, C.A.). Se empleé una solucion
amortiguadora de acido acético (0,2 M) /
acetato de sodio trihidratado (0,2 M) con
un pH de 5,0 £ O,1.

Se utilizé bicarbonato de sodio, cloruro
de potasio, cloruro de sodio, fosfato
monobasico de potasio y fosfato dibasico
de potasio en grado reactivo para la
preparacion del fluido salival simulado
(FSS), mientras que para el fluido lagrimal
simulado (FLS) se utiliz6 bicarbonato de
sodio, cloruro de potasio y cloruro de
sodio de igual pureza (Tabla I).
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La mucina tipo Il utilizada como sustrato
bioldgico es de estbmago porcino (uniones
de acido sialico alrededor de 1%) y fue
adquirida de Sigma-Aldrich® (nimero de
lote 107K0127) en forma de polvo.

PREPARACION DE LAS MEZCLAS POLIMERICAS

Se prepararon por duplicado mezclas
de dispersiones acuosas de Scl con Dex
y Scl con Qs en soluciéon amortiguadora
de acido acético (0,2M) / acetato de sodio
trihidratado (0,2M) pH =5,0 £ 0,1 y en un
intervalo de concentracion en polimeros
totales de 0,35% a 0, 65% (Tabla II).

DETERMINACION DE LA FUERZA DE BIOADHESION

(F)

La fuerza de bioadhesion (F) se obtuvo
empleando el método viscosimétrico
(Hassan y Gallo, 1990; Kesavan y col.,
2010; Pawar y col., 2013).

Para representar la incorporacion y
dilucion de las mezclas poliméricas en
los fluidos biolégicos simulados (Tabla
I),semezcl6é cadaunadelasdispersiones
poliméricas indicadas en la tabla II con
el FSS o el FLS en una proporcion igual

a 40:7 (polimero:fluido) en términos
de peso (Davis y col., 1971; Qi y col.,
2007; Kartal y col., 2010; Yeole e lyer,
2011; Marques y col., 2011).

Posteriormente, se determindé Ila
viscosidad de las mezclas poliméricas
(np) diluidas con cada uno de Ilos
fluidos Dbioldégicos simulados, asi
como la viscosidad de estas mismas
dispersiones diluidas en presencia de
la mucina (nt: viscosidad del sistema
o viscosidad total polimero-fluido
simulado con la mucina) (Hassan y
Gallo, 1990; Kesavan y col., 2010;
Pawar y col., 2013).

Para la determinacion del valor de nt,
se procedidé a incorporar la mucina en
cada uno de los sistemas poliméricos
diluidos con los fluidos simulados, en la
proporcion de una parte de polimeros
totales con veinte partes de la mucina
en términos de peso (1:20) (Rossi y col.,
2001).

Por su parte, para calcular la viscosidad
debida a la bioadhesion (nb) se aplico la

siguiente ecuacion:

nb = nt - nm - np (Ecuacién 1)

Tabla I
Composicion de los fluidos biolégicos En donde nm es la viscosidad de la
simulados
Tabla II
Ingredientes %p/v FSS %p/v FLS Composicion de los sistemas poliméricos
Blcarbon.ato 0,126 0,218 ‘ - - - .
de sodio Férmula Yo Scl Yo Dex %o Qs 9% polimeros)
dClorrrq 0,072 0,138 S,D; 0,15 0,2 0,35
e potasio
Clp : S,D, 0,25 0,2 0,45
oruro
de sodio D 0,678 S\D, 0,15 0,4 0,55
Fosfato S,D, 0,25 0,4 0,65
monobasico de 0,068 S:Q; 0,15 0,2 0,35
potasio anhidro S,Q, 0,25 0,2 0,45
Fosfato dibasico S:1Q, 0,15 0,4 0,55
de potasio 0,042
anhidro S,Q. 0,25 0.4 0,65
Agua destilada 100 mL 100 mL Nor.nenclatura: S/Scl: Escleroglucano; Q/Qs:
CSp Quitosano; D/Dex: Dextrano 70
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mucina dispersa en una mezcla diluida del
fluido biolégico simulado con la solucion
amortiguadora sin los polimeros, es decir,
primero se mezclaron 40 partes de la
solucion buffer pH =5,0 + 0,1 (blanco en
ausencia de polimero) con siete partes
del fluido simulado correspondiente.
Posteriormente, a esa mezcla se le
incorporé la proporcion equivalente a
20 partes de mucina por una parte de
la cantidad de polimero total (Tabla II)
en términos de peso, esto es, (buffer-
fluido simulado): mucina en proporcion
1:20 (Hassan y Gallo, 1990; Kesavan y
col., 2010; Pawar y col., 2013). Por lo
que la cantidad de mucina incorporada
para determinar la nm fue variando en
funcidon de la concentracion de la mezcla
polimérica total a evaluar.

La F se calculé de acuerdo al método
viscosimétrico utilizado por Hassan y
Gallo (1990) a través de la ecuacion:

F =nb . o (Ecuacion 2)

En la cual o es la velocidad de
deformacion aplicada por el viscosimetro
en unidades de sequndo’! (seg') en funcién
de la aguja empleada. Los resultados de la
F se expresaron en dinas/cm.

Las mediciones de los parametros np,
nt y nm se realizaron en un viscosimetro
rotacional Brookfield DV-II+Pro, con
la aguja SC4-31 correspondiente al
adaptador de pequenas muestras, asi
como, la aguja LV4. La seleccion de la
aguja se realizo en funcion del grado de
viscosidad de las muestras. Las mezclas
fueron sometidas durante 3 minutos a una
velocidad de deformacion constante igual
a 100 rpm. Las mediciones se realizaron
por triplicado a una temperatura igual a
37 £ 1°C para FSS y a 35 + 1°C para el
FLS, para simular las condiciones bucal
y ocular, respectivamente. Los valores

de viscosidad se expresaron en mPa.
seg. En la figura 1 se esquematiza el
procedimiento utilizado.

También se calcul6 la relacion (Rn) entre
la viscosidad debido a la bioadhesion y
la viscosidad de la mezcla de polimeros
diluidos aplicando la ecuacion 3 (Fini y
col., 2011).

Rn=nb/np (Ecuaciéon 3)

Viscosidades
delas
dispersiones
diluidas

(npolimero)

Mezclas de las Dilucién con cada
dispersiones uno de los fluidos
liméricas a imulados 40:7

pH=5 (Pdlimero:Fluldo)

Viscosidades en buffer
pH=5 con Fluldo
(40:7) +mucina 1:20
(Dmucina)

Figura 1. Esquema del procedimiento para
determinar nb

Resultados y discusion

El analisis viscosimétrico de mezclas
polimero-mucina nos brinda un modelo
in vitro que es representativo del posible
comportamiento in vivo de un polimero
con propiedades mucoadhesivas. Hassan
y Gallo (1990), implementaron las
técnicas viscosimétricas para el estudio
de las propiedades mucoadhesivas de
varios polimeros; para esto, evaluaron
la F de los sistemas poliméricos al
registrar los cambios de viscosidad de los
polimeros al interactuar con la mucina. La
energia asociada con los enlaces fisicos
y quimicos de la interaccion polimero-
mucina es reflejada en los rearreglos de las
macromoléculas que estan involucrados
en los procesos bioadhesivos y originan
cambios en la viscosidad del sistema
(Kesavan y col., 2010; Pawar y col., 2013;
Singh y col., 2015). Con el empleo de esta
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metodologia, se espera que, al mezclarse
con la mucina, los sistemas poliméricos
con gran capacidad mucoadhesiva
presenten valores de viscosidad
superiores a la sumatoria de la viscosidad
de la dispersion polimérica mas la del
blanco de la mucina.

En la tabla III, se presentan los valores
de la nb y la F obtenidos aplicando las
ecuaciones 1 y 2 para las diferentes
concentraciones en polimeros totales
de Scl-Qs en FSS. Al incrementar la
concentracion total de polimero presente
da como resultado un aumento de la
viscosidad debido a la bioadhesiéon y de
la fuerza bioadhesiva. En las mezclas
poliméricas de Scl-Dex en FSS no se
obtuvieron incrementos en la viscosidad
en presencia de mucina por lo que la
bioadhesioén no se vio favorecida dentro
del sistema salival empleado.

Por otra parte, las asociaciones
poliméricas en FLS y mucina presentaron
un aumento de la viscosidad (nt), cuya
magnitud fue dependiente delaproporcion
y tipo de mezcla polimérica. Esto indica
posiblemente la formacion de arreglos
moleculares y enlaces secundarios entre
los polimeros y la mucina que generaron
valores interesantes de bioadhesion
(Tabla IV). No obstante, las asociaciones
del Scl con la menor concentracion
de Qs no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en los

Tabla III

valores de nb y F, lo que indica que el
efecto bioadhesivo de estas mezclas
es dependiente de la concentracion de
los dgrupos aminos protonados en los
aminoglicanos del Qs.

Las combinaciones de polimeros
conteniendo Scl-Qs en cada uno de los
fluidos estudiados, mostraron un mejor
comportamiento bioadherente que las
mezclas Scl-Dex, muy probablemente
asociado a la carga que adquiere el Qs al
disolverse en la solucion acuosa pH = 5,
formandose bajo estas condiciones un
polielectrolito lineal con carga positiva
que es responsable de las interacciones
de los grupos aminos del Qs y la carga
negativa del acido sialico, presente en
la estructura de las glicoproteinas de la
mucina. De esta forma, el grupo funcional
cargado en el polimero al interactuar con
la mucina, tiene un efecto sobre la nb y
la F, siendo evidenciado en su sinergismo
reologico (Rossiy col., 2001; Kumary col.,
2010; Andueza, 2012; Nilsen-Nygaard y
col., 2015).

Por otra parte, se pudo observar que
el comportamiento bioadhesivo de
las mezclas poliméricas fue afectado
por la temperatura empleada y muy
principalmente por la mezclas de sales
presentes en los fluidos ensayados. Una

Tabla IV

Valores promedio de la viscosidad debida a
la bioadhesidn y la fuerza de bioadhesion en
FLS de los sistemas Scl-Qs y Scl-Dex

Féormula | % polimero nb F

Valores promedios de viscosidad debido a la sQ 0.55 139.66 1 4.68 | 47.48  1L.59
bioadhesion y la fuerza bioadhesiva en FSS

para el sistema Scl-Qs S.Q 0,45 139,98 + 2,07 | 47,25 +0,71
SiIQ; 0,55 153,77 + 1,21 | 52,28 + 0,41

Férmula | % polimero nb F S,Q, 0.65 535,38 + 3,47 ~
SN 0,35 (0] (0] S,D; 0,35 11,39 + 1,37 3,87 + 0,47
S.Q, 0,45 1,81 £ 0,35 0,62 + 0,57 S,D, 0,45 44,1 + 1,35 14,99 + 0,46
5:Q2 0,55 12,5 +2,86 | 4,25+ 0,97 S:D, 0,55 48,19 1,14 16,38 + 0,39
S5:Q; 0,65 29,39 £+ 1,59 | 9,99 = 0,54 S,D, 0,65 122,85+ 1,58 | 41,77 + 0,54

Nomenclatura: S: Escleroglucano; Q: Quitosano

Nomenclatura: S: Escleroglucano; Q: Quitosano
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mayor fuerza ionica en el FSS proporciono
una clara disminucion tanto en la nb como
en la F. Por lo tanto, la composiciéon del
fluido biologico juega un papel importante
en la seleccion del sistema polimérico de
liberacion bioadhesivo 6ptimo.

Al evaluar la relacibn entre Ila
viscosidad debido a la bioadhesion y la
viscosidad de la mezcla de polimeros
diluidos correspondientes, se desprende
que, en presencia del FSS, la mayor
concentracion de la mezcla Scl-Qs
(0,65%) tuvo la mejor relacion (nb/np),
por lo que si esta mezcla formara parte
de los componentes de una formulacion,
podria evidenciarse, in vivo, un
incremento del tiempo de residencia en
la cavidad bucal, ya que la interaccion
y adherencia con la capa mucosa que
recubre al epitelio seria mayor (Figura
2). Por otro lado, el comportamiento en
FLS demostré que las concentraciones
de las mezclas al 0,55% y 0,65% son
mas determinantes para favorecer los
rearreglos moleculares con la mucina
(Figura 3). Para las mezclas Scl-Dex en
FLS, se comprob6 que la relacion nb/
np esta intimamente relacionada con
la proporcion de la mezcla polimérica,
resultando superior la de maxima
concentracion (Figura 4).

De igual modo, es importante desta-

Rn=nb/p
3.85

3.3
2.75

sl

0.15:0.2 0.25:0.2 0.15:0.4 0.25:0.4
%Scl:%Qs

o

Figura 3. Relacion entre la viscosidad debido
a la bioadhesion y la viscosidad de la mezcla
poliméricas Scl: Qs en FLS.

car que el sinergismo reologico también
se vio influenciado por la concentracion
y caracteristicas de los polimeros
estudiados, la temperatura, la cantidad
de iones presentes en el medio y los
factores instrumentales propios del
ensayo seleccionado.

Conclusion

Las mezclas del Scl con el Dex o el Qs,
proporcionan caracteristicas bioadhesivas
dependientes del ambiente biologico, lo
que permitiria su seleccion como vehiculo
estructurado para formas farmacéuticas
liquidas de liberacion que contribuyan
a prolongar el tiempo de residencia del
producto, asi como controlarlacesionlocal
de los ingredientes activos farmacéuticos
constituyendo wuna alternativa en el
desarrollo de férmulas eficientes para
estas vias de administracion.

Rn=nb/np
0.4
0.35 I
0.3
0.25 I
0.2
0.15 —
0.1
0.05
; = b
0.15:0.2 0.25:0.2 0.15:0.4 0.25:0.4
%Scl:%Qs

Rn=nbip
1.75 4
15
1.25

14

Y mm “
S 11 =

0.15:0.2 0.25:0.2 0.15:0.4 0.25:0.4
%Scl:%Dex

Figura 2. Relacion entre la viscosidad debido
a la bioadhesion y la viscosidad de la mezcla
poliméricas Scl: Qs en FSS.

Figura 4. Relacién entre la viscosidad debido
a la bioadhesion y la viscosidad de la mezcla
poliméricas Scl: Dex en FLS.
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