W
B &
7\

+

=

UNIVERSITAT be

BARCELONA

Formacion y caracterizacion de sistemas terapéuticos
a partir de emulsiones agua-en-agua

Esteban Figueroa Becerra

OMOM

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement 4.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento 4.0. Espafa de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0. Spain License.




S [UNIVERSITAToe
i+ BARCELONA

UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE FARMACIA | CIENCIES DE L’ALIMENTACIO

FORMACION Y CARACTERIZACION DE SISTEMAS TERAPEUTICOS A PARTIR DE
EMULSIONES AGUA-EN-AGUA.

ESTEBAN FIGUEROA BECERRA, 2023






UNIVERSITAT DE BARCELONA
FACULTAT DE FARMACIA | CIENCIES DE L’ALIMENTACIO
PROGRAMA DE DOCTORAT:

NANOCIENCIES

FORMACION Y CARACTERIZACION DE SISTEMAS TERAPEUTICOS
A PARTIR DE EMULSIONES AGUA-EN-AGUA.

Memoria presentada por Esteban Gabriel Figueroa Becerra para optar al titulo de doctor por la

Universidad de Barcelona

Directoras: Dra. Elvira Escribano Ferrer y Dra. Maria José Garcia Celma

Doctorando: Esteban Gabriel Figueroa Becerra

Tutora: Dra. Elvira Escribano Ferrer

ESTEBAN FIGUEROA BECERRA, 2023






Agradecimientos

En primer lugar, agradezco a Dios por estar conmigo en todo este tiempo, por su mano
carifosa y gentil en todo momento, y agradecer porque nada me ha faltado. Ademds,
agradecer a mi familia, y mis padres Germdn y Estrella, estar lejos no ha sido fdcil, pero se
hace ameno con el enorme apoyo de ustedes. Ha sido bueno nacer con esta tecnologia, poder
hablar en cualquier momento y lugar, y si me sentia sdlo o simplemente los extrafiaba era
sencillo tomar el celular y llamar. Lo mismo para mi pequefia Sofia, la cual no ha pasado ni un
minuto sin extrafarte, haz estado en mis pensamientos y decisiones. A mi hermano y su
familia, (Germdn, Carolina y el JT) y a mis tios y primos por su preocupacion. A Elisenda y su

familia a los cuales agradezco enormemente por su carifio y apoyo, es algo que nunca olvidaré.

A mis directoras de tesis, las Dras. Maria José Garcia Celma y Elvira Escribano Ferrer,
por todo el apoyo que me han proporcionado y creer en mi cuando aun no me conocian. Por
ensefiarme a conocer mds el mundo de la tecnologia farmacéutica, sus reglas y orden. Por su
preocupacion en momentos dificiles. Decirles que he aprendido muchas cosas gracias a

ustedes, ademds de aprender a redactar en un orden, contando una historia.

A el equipo de trabajo del QCl, al Dr. Jordi Esquena, por esas interrupciones mias de 5
minutos y que se transformaban en horas de conversacion de emulsiones W/W. Al Dr. Carlos
Rodriguez, por su ayuda en el desarrollo de proyectos. A Susana y Jonathan por estar dispuesto
a ensefar y ayudarme en mis trabajos en el IQAC. A la Dra. Cristina Fornaguera del 1QS, por

su tiempo y dedicacion a ensefiarme.

Al departamento de Tecnologia Farmacéutica, donde realice la mayoria de mi trabajo,
a los Dres que lo componen (Dras Anna, Pilar, Lyda, Montse, Angels, Mireia y Dres. Sufie, Ticé,
Del Pozo), a sus técnicos y secretarias. El carifio que me han dado y la compafiia cuando
muchas veces me sentia sdlo no tiene precio. A Rosa, Tina, Yeray, Inma, Esther, Roser, team

SDM, entre muchos mds.

A los estudiantes “Minions” que pasaron por el laboratorio, ya que también se aprende
ensefiando y de las personas. A Daniel, Paola, Cris, Laia, Alvaro. Especial mencion a Aitor y
Andrea, que de estudiantes pasaron a mis amigos, los cuales hemos compartidos grandes

momentos.



A mi mejor amigo Daygoro, que a pesar la enorme distancia que hay entre Espafia y
Australia, siempre conversamos, reimos y disfrutamos de nuestras cosas y negocios. A
Alejandro que fue quien me formo como cientifico al igual que Emilio, ya que sin ese gran

aporte no estaria donde estoy ahora.

A la Universidad de Barcelona, a la facultad de Farmacia, y al coordinador del
programa de doctorado, Dr. J. Marcos Prada por su ayuda y gestion. A Becas Chile extranjero,
ANID, por su financiamiento durante los estudios. Asi también al proyecto de la Dra. Garcia

Celma, CTQ2016-80645-R, Espana.

Muchas gracias a todos



“Dios mismo serd tu guia, y te ayudard en todo; él jamds te abandonard. jEcha fuera

el miedo y la cobardia!”

Deuteronomio 31:8

A mi hija Sofia

y mis padres Germdn y Estrella






indice

3T ¥ 4 =T o N 13
ABFEVIATUIAS. ......coiiereeiiiniteseestistesses st sstesses s sssssasssssssssssssssssssnsssasasssssssassessssnssssassesssssssssasaasnnss 15
Capitulo L INTRODUCCION..........ccocueerrerrreeetesssesssessssesssesessessssessssesssesssesessssssesessesessesssessas 17
00 I =3 YU [ To T o 1= RSOOSR 18
1.2 EMUISIONES W/W ittt ettt et e e e e ettt e e e s seeenaaa et eeesssasaabeaeeeeesssesnssraaeeees 24
1.2.1 Comportamiento fasico €N MEzZClas ACUOSAS ......vvveeeeeeeriiiiiriieeeeeeeerreeeeeeeeeeeananes 25

1.2.3 Diagrama de fases en el estudio de la formacion de emulsiones W/W................. 26
1.2.4 Estabilizacion de emulSiones W/W ......oocuviviiiiiieiieieee ettt stee e st e s 30
1.2.5 Emulsiones W/W formadas por proteina y polisacaridos..........ccceeeevereecreecreenveenne 32
1.2.6 Aplicaciones de emulsSiones agua €N ABUA .....cvveeeervreeeeiiiieeeerieeeesreeeesreeeesneeeas 35
Capitulo 2 OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO........cccovviiiiinenncninissssssssssssssssssssssssssssssssssassnsns 39
Capitulo 3 PARTE EXPERIMENTAL ........coiiiieneeceerees e sceesseesseesseessnesseessessseessnsssesssnassnsssasssesssnns 43
TR 5 =T =1 LTSRS 44
0 0 A T T T o1 [o T3 Tt o 1Yo N 44
3.1.2 Polimeros utilizados para la formacion de emulsiones W/W .........cccoeeeeveeeveennen. 48
3.1.3 Excipientes estabilizantes de emulsiones W/W .........ccccevveeeeeiecieeccee e 58
3.1.4 Componentes utilizados en cultivos celulares ..........ccccoeveereeeiiee e, 61
3.1.5 Otros compoNENtES QUIMICOS .....eeeeevieeeieirieeeeeieeeeeeiteeeeeeteeeeeerteeeesabeeeeesseeeeennsenas 62
3.1.6 Otros Materiales.....eieciiieriieiiieecee ettt s 67

B Lo [U [T To L J PPt 69
3.2.1 Equipos para la preparacion de emulsiones y nanoparticulas........ccccceeeevveeeennneen. 69
3.2.2 Equipos para la caracterizaCion........cceeeeeueeeicciiee ettt 72
3.2.3 Equipos para cesién y cuantificacion de principios activos........cccceecveeeecieeeeennen. 76
3.2.4 Equipos para estudios de citotoxicidad...........ccceviiiiiiiiiiiiii e, 78

TR T 1= oo [ LSRR 81
3.3.1 Preparacion de 1as @MUISIONES .......cccuvieiieiiie ettt ettt 81
3.3.2 Incorporacion de prinCipios aCtiVOS.......coccuuieieiiieeeeciiee ettt e et e e e e e 82
3.3.3 Caracterizacién macroscopica y microscopica de las emulsiones............ccceccun..e.. 84



3.3.4 Determinacion de tamano de gota de las emulsiones y estudio de estabilidad....85

3.3.5 Identificacion de sélido por espectroscopia confocal RAMAN .........cccceeevveeenneen. 85
3.3.6 Determinacion de la viscosidad y propiedades reoldgicas........ccccceecvveeeecreeeeennnnen. 86
3.3.7 Estabilizacion de emulsiones W/W por métodos quimicos .........cceeeevveeeveeereeennee. 86
3.3.8 Estabilizacion por métodos fiSiCOS .......ccuvviiiiiiiiiiiiiiee e 87
3.3.9 Estudios de liberacién a partir de las formulaciones ..........ccccovveeeeeeeccciiivieeeee e, 90
3.3.10 Cuantificacion de principios activos por HPLC .......c.ceeiveiieieiiieen e 91
3.3.11 Estudios de CitotOXiCidad........eeieeeriereiiieriie e 92
3.3.12 ANAIiSiS d@ datOS....ccocueieriiiiiiieiiteeee ettt ettt s 93
Capitulo 4 RESULTADOS Y DISCUSION .........coeuerrreurerrersssssssssassssssssssssssssasssssssssssssssssassssssens 95
4.1 ESTUdios PreliMiNares ........eeecciiiee ettt et e et ee e e e abe e e e e nbee e e e nraeeeenneeas 96
4.1.1 Alginato de sodio-albimina sérica bovina (BSA)........coeeeieciiieiccieee e 98
4.1.2 Alginato de SOAI0-CaSEiNa .......ccccurieieiiiieeeiiiee e et e ecteee e stre e e e srae e e e ebbe e e eeaaeeeeas 102
4.1.3 Alginato de sodio-Caseinato de SO0 ........ccuveeeeciiiiecciiiee e 104
4.1.4 Pectina-Caseinato de SOIO ......ccueriiiiiiiieieeeeee et 107
4.2 Sistema Alginato de sodio-Caseinato de sOdio........cccceereiriieiienieeneeniese e 109
4.2.1 Diagrama pseudobiNario........cccccuiiiieciiii e 109
4.2.2 Incorporacion de prinCipios aCtiVOS .......cceccviieiiiiiieeiciiee e saeee e 114
4.2.3 ESTabiliZacion......cooeiiiiiiiiiece e e 127
4.2.4 Estudios de lIDeracion .........ccceevieieiiiiiiieeeeceesee e 140
4.2.4.1 Estudios preliminares de CeSION........cccuvveeieeeeeecciiireeee e eeerrree e e e eeenrreeee s 140
4.2.4.2 Hidrocloruro de ClindamiCing .........ccceceeveenieneenieneeeeneeseesee e 142
4.2.4.3 Hidrocloruro de Metformina.........coceeeeeneeneeneenieeeceeseesee e 152
4.2.5 Estudios de citotoxXiCidad.........ceerueiiiiiiiiiieiie e 157
4.3 Sistema Alginato de sodio-Caseinato de sodio/etanol..........cccceeeevenirienenceneneeens 161
4.3.1 Diagrama pseudobinario ........cccuviiiieee i 161
4.3.2 Incorporacion de Melatoning ...........occvieeeeciiee et e 163
4.3.3 Estabilizacion fisica con nanoparticulas ...........cccceeeeeciiiieeiciiececee e 168
4.3.4 Incorporacion de NP y melatonina.........ccoocueiieeciieiccciiee et 171
4.3.5 Estudios de lIDeracion .........coceoiioiiiiiiiieeeeete et 175
4.4 Sistema pectina-CaseiNato . .....cccoiviiiiiiiiiiiii 177
4.4.1 Diagrama pSeUdODINGIio .....coceeiieriirieeiieee ettt e 177

10



4.4.2 Incorporacion de prinCipios aCtiVOS........cceccuieeiiiiiieeciiiee et caaee e 179

N B S (VLo [T Yo L=l [1 o Y=] = (o1 Lo ] HP N 190
4.4.3.1 Hidrocloruro de clindamiCing...........ueeeeererererereiiriieieieieeersresereeeseseseneee.————. 190

4.4.3.2 Hidrocloruro de metforming.............eeeveeeeererereiiieiiiiieiieereieeereeeeeneseneeen.————. 192

4.4.4 Estudios de CItotOXiCIAad.......couuuueeiiiieiieeiee et e e e e e e e eeenes 195
Capitulo 5 CONCLUSIONES ........cccoeeiiirceenrenenieseessessessessesssessesssessessessessssssssssssesssssssssessssssassasses 199
BibliOBrafia.....c.ccceeieiceereiiricciccenireece sttt ses e sttt sae s e sae s e s e e e e sae s e s e s e e sae s e e e enannenn 203

11



12



Resumen

Las emulsiones W/W son dispersiones de dos fases acuosas inmiscibles, que presentan
la compartimentalizacion multifasica de las emulsiones convencionales sin requerir la
presencia de solvente orgdnico ni tensioactivo y, debido a su contenido mayoritariamente
acuoso, presentan una mayor biocompatibilidad. Cuando se mezclan dos soluciones acuosas
poliméricas, se puede producir una separacién de fases por dos mecanismos. El primero se
denomina separacidn asociativa o coacervacién compleja y ocurre cuando los dos polimeros
se atraen mutuamente y dan lugar a una fase rica en la mezcla de los dos polimeros
(coacervato), y la otra fase tiene una baja concentracién polimérica. El segundo mecanismo
se denomina separacién segregativa y tiene lugar cuando se mezclan dos polimeros
completamente incompatibles en solucién, porque predominan las fuerzas de repulsién entre
ellos, dando lugar a una fase rica en uno de los polimeros y una fase rica en el otro polimero;

cuando se mezclan estas dos fases se pueden obtener emulsiones W/W.

Se ha estudiado la formacién y caracterizaciéon de emulsiones W/W formadas por
mezclas de proteinas y polisacdridos. Para ello se han seleccionado polimeros biocompatibles
y adecuadas para uso farmacéutico que presenten incompatibilidad en solucién acuosa para
dar lugar a la formaciéon de emulsiones, como lo son el caseinato, alginato y pectina. Se
realizaron estudios preliminares para seleccionar las mezclas de polimeros y las condiciones
de pH a temperatura ambiente. Se han elaborado diagramas binarios donde se identificaron
las zonas en las que podia formarse emulsiones. Se seleccionaron las formulaciones en las

gue se incorporaron posteriormente los principios activos.

Actualmente, no se encuentran en la bibliografia estudios relacionados con el uso de
este tipo de emulsiones en aplicaciones farmacéuticas; por ello, el objetivo de esta tesis
doctoral es estudiar la incorporacién de principios activos modelo, de cardcter hidrofilico
como hidrocloruro de clindamicina e hidrocloruro de metformina, y de caracter lipofilico

como melatonina.

Los principios activos estudiados en este trabajo y su incorporacion en emulsiones

W/W, han mostrado perfiles de cesién retardados en comparaciéon con las soluciones
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poliméricas. Ademads, se ha logrado incorporar melatonina, una molécula lipofilica en una

solucién acuosa donde se afiadié un porcentaje de etanol para facilitar su disolucion.

La estabilizacion de emulsiones W/W es un reto. En este trabajo se han estabilizado
emulsiones W/W mediante métodos fisicos y quimicos. Entre los métodos fisicos se ha
estudiado la estabilizacién mediante particulas, ya que la presencia de particulas en la
interfase disminuye la coalescencia de las gotas proporcionando una mayor estabilidad al
sistema. Se ha utilizado para este fin, particulas de mucina y nanoparticulas de PLGA. Entre
los métodos quimicos, se ha seleccionado la utilizacién un agente gelificante, glucono-delta-

lactona.

Se ha estudiado la estabilidad de las emulsiones macroscépicamente vy
microscopicamente. Se han obtenido emulsiones cinéticamente estables en periodos de 4 a
6 meses, logrando una mayor estabilidad cuando las formulaciones contenian mucina, en

comparacion con las emulsiones que no lo contenian.

Mediante estudios reoldgicos se ha comprobado que las emulsiones estudiadas
presentan un comportamiento pseudopldstico y que su viscosidad depende de Ia

composicion.

Se ha estudiado la toxicidad de las emulsiones con los principios activos y los distintos
agentes estabilizadores que se han utilizado, mediante cultivos celulares y a diferentes
concentraciones. La biocompatibilidad de los excipientes utilizados y las propiedades de las
emulsiones W/W desarrolladas permite considerarlas vehiculos adecuados para aplicaciones

farmacéuticas y alimentarias.
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Abreviaturas

Biopolimeros

A Alginato de sodio

B Suero albumina de bovino
C Caseinato de sodio/caseina
P Pectina

Principios activos

CL Hidrocloruro de clindamicina
MF Hidrocloruro de metformina
ML Melatonina

Nomenclatura de Emulsiones

0] Aceite (oil)

w Agua (water)

W/W Emulsién agua en agua
Oo/W Emulsidn aceite en agua
W/0 Emulsién agua en aceite
0/0 Emulsidn aceite en aceite

Estadistica y parametros de modelos matematicos

DE Desviacidn estandar

AlC Criterio de informacion de Akaike

k1l Contante de liberacién de primer orden

r? Coeficiente de determinacién

o Parametro de la escala de tiempo (Weibull)
B Parametro de forma (Weibull)

kn Constante de liberacidn de Higuchi

kkp Constante de liberacidon de Korsmeyer-Peppas
n Exponente difusional

Otros

e Etanol

Ce Concentracién de etanol

DMEM Medio Eagle modificado de Dulbecco
DMSO Sulféxido de dimetilo

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FBS Suero bovino fetal

Hela Células Hela

M Mucina

MTT 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

6 Glucono-delta-lactona
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Capitulo 1
INTRODUCCION
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1.1 Emulsiones

Las emulsiones son una clase de sistemas dispersos que consisten en dos liquidos
inmiscibles. Uno de los liquidos se encuentra dispersado en formas de gotas (fase interna,
dispersa o discontinua) en el otro (fase externa, dispersante o continua) [Tadros & Vincent,
1983] [Gibbs, 1961]. Las emulsiones no se forman espontdneamente, y requieren un aporte
energia para su formacion. Termodindmicamente, son sistemas inestables que tienden a la

separacion de fases para lograr un estado de minima energia [Leal-Calderon y cols., 2007].

Las emulsiones se clasifican en funcién del tamafio de las gotas que constituyen la fase
dispersa, de la relacién en volumen de las fases, de la naturaleza de las fases y de su
estructura.La formacién de una emulsién implica un proceso termodinamico. Es decir, si se
considera un sistema en el que una gran gota W de area Al estd inmersa dentro de liquido O
(Estado 1), que luego se subdivide en un gran niumero de gotas mas pequeias con un area
total A2 (donde A2>A1, Estado II) como se observa en la Figura 1. La tensién interfacial entre
ambos liquidos (yow), que es la interaccion entre capas liquido/liquido, es la misma para la
gota de mayor tamafio en el estado | como las de menor tamafio en el estado Il. El cambio de
energia al pasar del estado | al estado Il se produce a partir de dos contribuciones: La energia
superficial, que es positivo, es igual a la diferencia de area de A2 y Al por la tensidn interfacial
entre ambos liquidos (yow); vy la entropia de las dispersiones que también es positivo, debido

a que el aumento de numero de gotas esta acompafiado de un aumento de la entropia (TAS)
Segun el tamario de las gotas [Gupta y cols., 2016], las emulsiones pueden ser:

e Macroemulsiones, poseen un didmetro de gota superior a 500 nm. Tienen un
aspecto visual lechoso.
e Nano-emulsiones, poseen gotas muy pequefias con un didametro menor a 500

nm. Pueden presentar un aspecto transparente o translucido.

Segun la relacién en volumen de fases, las emulsiones se consideran [Lissant, 1974]:
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e Emulsiones diluidas, que presenta un porcentaje de fase interna menor al 20-
30%.

e Emulsiones concentradas, que presentan un porcentaje de fase interna entre el
20-30% vy el 74%.

e Emulsiones altamente concentradas, presentan un porcentaje superior al 74%

de fase interna.

En funcién de la naturaleza de fases [Esquena J. , 2016] las emulsiones se pueden

clasificar en:

¢ Emulsiones agua-en-aceite (W/0), donde la fase interna es acuosa y la fase
externa es oleosa.

e Emulsiones aceite-en-agua (O/W), en las que la fase interna es oleosa y fase
externa es acuosa.

e Emulsiones aceite-en-aceite (0/0), en las que ambas fases son oleosas. Por lo
general, solventes orgdanicos, polares/no polares.

¢ Emulsiones agua-en-agua (W/W), en las que las dos fases son acuosas.

Segun la estructura de las emulsiones [Schuster, 1985], se pueden clasificar en:

e Emulsiones simples, constituidas por una fase dispersa y una fase dispersante.
e Emulsiones muiltiples, constituidas por una emulsion simple dispersada en una

fase continua.

La formacion de una emulsion implica un proceso termodinamico. Es decir, si se
considera un sistema en el que una gran gota W de area A; esta inmersa dentro de liquido O
(Estado 1), que luego se subdivide en un gran numero de gotas mas pequefias con un area
total A; (donde A,>A;, Estado Il) como se observa en la Figura 1. La tension interfacial entre

ambos liquidos (yow), que es la interaccion entre capas liquido/liquido, es la misma para la
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gota de mayor tamafio en el estado | como las de menor tamafio en el estado Il. El cambio de
energia al pasar del estado | al estado Il se produce a partir de dos contribuciones: La energia
superficial, que es positivo, es igual a la diferencia de area de A2 y Al por la tension interfacial
entre ambos liquidos (yow); Y la entropia de las dispersiones que también es positivo, debido
a que el aumento de numero de gotas esta acompafiado de un aumento de la entropia (TAS)

[Tadros, 2013].

Formacion 0. O O
— 0©
-

o ©0

Estado| Estado Il

0 Ruptura

Figura 1. Representacién esquematica de formacién y ruptura de emulsiones. En el estado | se
representa una gota de gran tamafio (W) inmersa en un liquido (O), de drea de A;, el borde de la esfera
de W indica la tension interfacial entre O y W, dado por yow. En el estado Il se representa multiples
gotas de W de area A,. Modificado de Tadros, 2013.

La segunda ley de la termodinamica indica que:
AGP™ = AAy,., — TAS (Ecuacién 1)
siendo:
AG™™: energia libre de formacion de emulsién
AA: diferencia del area interfacial
T: temperatura
AS: diferencia de la entropia del sistema

En emulsiones convencionales (O/W o W/O), el valor de AAyow s muy superior al valor
de TAS (AAyow >> TAS), y esto se traduce en que el valor de AG™™ es superior a 0 por lo que

presenta un valor positivo. Cuanto mds baja es la energia libre de formacion (es decir,
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negativa) mas favorable es la formacién de la emulsidn. Sin embargo, en la mayoria de los
casos el valor de AG™™ es positivo, lo que significa que es necesario un aporte de energia para
formar las emulsiones, y, una vez formadas, son termodindmicamente inestables y tienden a

desestabilizarse [Tadros, 2013].

La desestabilizacion puede ocurrir por diferentes mecanismos que lleva a la

separacion de fases representadas en la Figura 2.

Emulsion

' }

« &

Cremado Floculacién Maduracién de Ostwald Coalescencia

| l . ! }
}

—

Separacion de fases

Sedimentacion

Figura 2. Representacion esquematica de los mecanismos de desestabilizacidon de emulsiones.

Sedimentacion y cremado:

Este proceso de desestabilizaciéon es el resultado de la fuerza gravitatoria. Cuando las
fuerzas superan el movimiento térmico de las gotas (movimiento browniano de las gotas), se
acumula un gradiente de concentracion en el sistema, lo que da lugar a que las gotas se
muevan hacia la parte superior del recipiente que contiene la emulsién (si su densidad es
menor que la del medio) o hacia la parte inferior (si su densidad es mayor que la del medio).
Si las gotas migran progresivamente a la parte inferior, al proceso de le denomina
sedimentacién directa. En caso contrario, cuando las gotas de la emulsidon migran hacia la
parte superior, se llama sedimentacién inversa o cremado. Este proceso es reversible y las

gotas se pueden redispersar mediante la adicién de energia [Tadros, 2013].
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2 Apgrj

Segun la ley de Stokes I, = 5 n (Ecuacion 2), la velocidad de sedimentacion es

directamente proporcional al radio de las gotas (rp), a la diferencia entre densidades de los
componentes de cada fase de la emulsion (Ap) y a la fuerza de gravedad; y es inversamente
proporcional a la viscosidad del medio (n).

_ 2Apgr5
ST 9

(Ecuacion 2)

Esta ecuacidn es valida para sistemas muy diluidos y monodispersos. En sistemas mas
concentrados hay que tomar en cuenta restricciones en la movilidad debido a la interaccién

entre gotas [Stanislav y cols., 2006].

Floculacion:

El proceso de floculacidon consiste en la agregacién de gotas de una emulsién, sin
perder su integridad, en gotas de mayor tamano. La floculacién es el resultado de las fuerzas
de atraccidn de Van der Walls que superan a las fuerzas de repulsién. Asi pues, este proceso
se produce cuando no hay suficiente repulsién para mantener las gotas separadas a distancias
en las que la atraccion de Van der Walls es débil. Este proceso se puede evitar mediante la
adicién de tensioactivos idnicos y/o electrolito, y se considera un proceso reversible que

mediante un proceso de agitacion la emulsion puede volver a su estado original [Tadros,

2013].

Maduracion de Ostwald:

Es un proceso irreversible producido por la diferencia de presién que soportan las
gotas de diferente tamafio, denominada presion de Laplace, la cual es mayor en gotas
pequeiias que en las grandes. Con el tiempo, una vez formada la emulsién, las gotas mas
pequeiias desaparecen y sus moléculas difunden a las gotas mas grandes. Este fendmeno

afecta la distribucion del tamafio [Tadros, 2013].
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Coalescencia:

El proceso de coalescencia se refiere al proceso de adelgazamiento y ruptura de la
pelicula liquida entre las gotas (pelicula interfacial) con el resultado de la fusién de dos o mas
gotas entre otras mds grandes. El punto limite de coalescencia de una emulsién es la
separacion completa de las distintas fases que componen la emulsién. El proceso de

floculacién, por las atracciones entre gotas favorece a la coalescencia [Tadros, 2013].

Para evitar el proceso de coalescencia, se pueden utilizar varios agentes
emulsionantes o emulgentes, dentro de los cuales pueden ser: tensioactivos idénicos o no
idnicos, polimeros, polielectrolitos, cristales liquidos y particulas finamente divididas [Tadros,

2013].

Las emulsiones que utilizan como emulgentes las particulas sdlidas se denominan
emulsiones Pickering [Pickering, 1907]. El factor clave en la formacién de este tipo de
emulsiones es la humectabilidad de las particulas, que se caracteriza por un angulo de
contacto 8 en la interfaz aceite-particula-agua (Figura 3). Para particulas hidrofilicas con un 6
< 90°, la mayoria de las particulas estan inmersas en la fase acuosa, induciendo la formacion
de aceite en agua (O/W). Por otra parte, para particulas hidrofébicas con un 6 > 90° forman
una emulsién agua en aceite. Las particulas con un angulo de 90° en la interfaz aceite-agua

poseen la maxima energia de adsorcién, AG, calculada por la ecuacion:

AG = mR?y,,, (1 + cos 0)* (Ecuacion 3)

Donde yow representa la tensidn interfacial entre aceite y agua, R representa el radio
de una particula esférica y 0 es el angulo de contacto de la particula absorbida en la interfaz

[Binks & Lumsdon, 2000].
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Aceite Aceite

Aceite Aceite

Figura 3. Angulo de contacto a la izquierda y particulas adsorbidas en la interfase, entre dos fases.
Adaptado de Wu y cols., 2016.

1.2 Emulsiones W/W

Las emulsiones W/W fueron descritas por primera vez en 1896, por Martinus Willem
Beijerinck [Beijerinck, 1896]. Su trabajo como microbidlogo en el estudio del crecimiento
bacteriano, le llevd a la preparacién de una solucion de almidén como medio de cultivo. Al
mezclar dicha solucidn con una solucién de gelatina observd la formacidn de gotas. Identifico
también que, en base a la proporcién de la mezcla de polimeros, se podian obtener

emulsiones de gelatina en almiddn y de almidén en gelatina.

Los sistemas acuosos de dos fases acuosas (ATPS, por sus siglas en inglés aqueous two-
phase system), se han utilizado como soluciones en técnicas de fraccionamiento para la
extraccidén, separaciéon, purificacion y enriquecimiento de proteinas, virus, enzimas vy
biomoléculas. A partir de los sistemas ATPS se pueden formar las emulsiones agua-en-agua,
a veces denominadas emulsiones de ATPS. Sin embargo, se prefiere utilizar el término mas

comun de “emulsién agua-en-agua” abreviado como emulsion W/W [Esquena J., 2016].

Actualmente, existe un gran interés en el estudio de este tipo de emulsiones que
constituyen un reto cientifico y tecnolégico importante, dado que poseen la
compartimentalizacion multifasica propia de las emulsiones convencionales y una mayor
biocompatibilidad, gracias a su alto contenido en agua, ademas de la posibilidad de incorporar

eficazmente, biomoléculas [He, 2015] [Beldengriin y cols., 2018] y microorganismos [Singh, y
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cols, 2018]. En la bibliografia farmacéutica, no existen estudios respecto al introduccion de

principios activos en este tipo de emulsiones.

Generalmente, las emulsiones W/W se preparan con mezclas de dos soluciones de
polimeros hidrofilicos que presentan una incompatibilidad de fases, como por ejemplo
mezclas de proteinas y polisacaridos. Grinberg y Tolstoguzov publicaron en 1977 [Grinberg &
Tolstoguzov, 1997] un articulo con mds de 100 mezclas de proteina y polisacarido
incompatibles termodinamicamente, indicando los factores de inestabilidad tales como el pH
y la fuerza idnica, entre otros. A partir de esta publicacién, se han realizado numerosos
estudios con mezclas de proteinas y polisacdridos con la finalidad de aumentar su estabilidad
y conseguir nuevas aplicaciones industriales [Norton y cols., 2015] [Dickinson, 2016] [Sagis,

2009] [Scholten y cols., 2006].

1.2.1 Comportamiento fasico en mezclas acuosas

Cuando se mezclan dos polimeros en solucidn, a diferentes proporciones, se pueden
observar dos comportamientos diferentes dependiendo de la repulsién o atraccién entre los

dos polimeros: separacién asociativa y separacion segregativa [Piculell & Lindman, 1992].

La separacidn asociativa es un fendmeno en el cual las mezclas de dos componentes y
el agua se separan en un precipitado tipo sélido que contiene altas concentraciones de dos
polimeros hidrofilicos, y una solucién liquida sobrenadante que sélo tiene una baja cantidad
de polimeros. Es producida por atraccion electrostatica, es decir, debido a la presencia de
polimeros con cargas opuestas. El precipitado que se forma puede estar constituido en
particulas amorfas no cristalinas, al cual se le llama coacervato. Por otra parte, la separacion
segregativa se observa en mezclas de dos polimeros hidrofilicos, cuando la concentracién
polimérica es baja, la mezcla resultante forma una fase (cosolubilizacién) con dos
componentes en solucién. Sin embargo, al aumentar minimamente la concentracién de algin
componente y si existen fuerzas repulsivas, se forma una incompatibilidad de fases.

[Matalanis, Jones, & McClements, 2011] (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes situaciones generadas por la atraccidn o repulsién entre macromoléculas
adaptada de Matalanis, Jones, & McClements, 2011.

1.2.3 Diagrama de fases en el estudio de la formacién de emulsiones W/W

Un diagrama de fases nos permite obtener informacién respecto a diferentes estados
de agregacién o fases que se encuentran al mezclar diferentes componentes. Los diagramas
de fases en el estudio de emulsiones, se pueden clasificar en diagramas binarios o terciarios.
Los diagramas binarios estan construidos con dos componentes, en el caso de las emulsiones
W/W hemos utilizado este tipo de diagramas para relacionar dos concentraciones poliméricas
gue formaran la emulsién. Por otra parte, en emulsiones convencionales formados por aceite,
agua y un tensioactivo, se utilizan diagramas ternarios donde se representan graficamente

tres componentes.
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La determinacién de las fases en un diagrama, se lleva a cabo experimentalmente
preparando diferentes concentraciones de las mezclas en estudio y observando su
comportamiento a temperatura constante. En la Figura 5, se muestra un ejemplo de una
mezcla de soluciones de polisacdrido y representando en cada eje, su concentracién en
porcentaje p/v. La linea negra resaltada se define como la linea binodal que indica la zona de
cambio de fase. Es decir, a una menor concentracién polimérica (bajo la linea binodal) se
observa una fase. Por el contrario, sobre la linea binodal a una mayor concentracién se
observan dos fases, una fase enriquecida en polisacarido y empobrecida en proteinas; y la
otra fase enriquecida en proteinas, pero empobrecida en polisacaridos. Sobre la linea binodal
se encuentra una linea de unidn o de reparto, que corresponde a la composicidn total inicial
de la mezcla, es decir, las concentraciones totales de proteina y polisacéarido [Stepheny cols.,
2006]. Todas las mezclas con las concentraciones de polimeros que caen en la misma linea de
union se separaran en dos fases, compartiendo cada fase las mismas composiciones de
polisacaridos y proteinas. Sin embargo, los volumenes relativos de las dos fases separadas son
muy diferentes, determinados por la relaciéon de concentracién de los dos polimeros en la
mezcla inicial [Yang y cols., 2021]. Finalmente, el punto F representa el umbral minimo de

separacion de fase.

' Separacion de fases

y Linea de reparto
Una fase

D

Punto F

Solucion de polisacarido (%)

Solucion de proteina (%)

Figura 5. Diagrama binario de una mezcla de caseina y alginato. Adaptado de Yangy cols., 2021.

A modo de ejemplo, en la Figura 6 se puede observar el diagrama binario del sistema

gelatina/maltodextrina y algunas micrografias de las estructuras identificadas cuando la
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gelatina se marco fluorescentemente (color verde). En la zona de dos fases, se pueden formar

emulsiones con tres tipos de estructuras: emulsiones de maltodextrina en gelatina (12%

gelatina/6% maltodextrina), emulsiones de gelatina en maltodextrina (3% gelatina/20%

maltodextrina) y emulsiones bicontinuas, donde predominan ambas estructuras (6%

gelatina/9% maltodextrina) [Beldengriin y cols, 2018].

Gelatin/ wi%

14

10 4+ .. -

=4}

12% Gel /6% MD

L;+Ly*S

6% Gel / 9% MD

3% Gel / 20% MD

10

Maltodextrin / wt%

Figura 6. Diagrama de fases del sistema gelatina/maltodextrina (pH = 5), observado a 50°C después
de 5 dias de equilibrio. L, fase liquida; S, fase sélida; Gel, gelatina; MD, maltodextrina [Beldengriin y

cols, 2018]
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Figura 7. Representacion esquematica de separacion de fases de mezclas de soluciones acuosas de
polisacaridos y proteinas. En el tiempo se pueden obtener dos tipos de desestabilizacion: nucleacidn
y crecimiento (NG, por el inglés “nucleation and growth") y deformacion o descomposicién espinodal
(SD, por el inglés “spinodal descomposition”) Adaptado de Turgeon, y cols., 2003.

Por naturaleza, la separacion de fases de sistemas formados por proteinas y
polisacaridos es un proceso cinético. Diferentes fluctuaciones pueden afectar a el proceso de
separacion de fases como lo son una ineficaz mezcla de los componentes, la temperatura o
interacciones especificas e inespecificas. Se ha utilizado modelos cinéticos para describir la
separacion de fases como lo son la nucleacién (NG) y la descomposicién espinodal (SD) ()
[Turgeon y cols, 2003]. El primero se caracteriza por cambios de en las fluctuaciones iniciales
de la concentracidon de corto alcance y gran amplitud, mientras que la SD procede de
fluctuaciones de largo alcance y menor amplitud. La NG generalmente termina con gotas
esféricas dispersas en la fase continua, mientras que la SD presenta una red interconectada.
Las emulsiones formadas con composiciones poliméricas cercanas a la linea binodal (bajas

concentraciones de polimero) pueden sufrir procesos de NG. Las emulsiones a altas
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concentraciones de polimero pueden sufrir separacién de fases rapidamente por la SD

[Turgeony cols, 2003].

Caracteristicas moleculares de los biopolimeros (peso molecular, conformacion,
densidad de carga, etc.), los factores que las afectan (pH, fuerza idnica, calidad del disolvente,
etc.), las condiciones de mezcla (proporcién, concentracion total, etc.) y los procedimientos
de mezcla (tratamiento térmico, presion, cizallamiento, etc.) deben considerarse factores

determinantes en la incompatibilidad termodinamica [Turgeon y cols, 2003].

1.2.4 Estabilizacion de emulsiones W/W

Las emulsiones W/W presentan tensiones interfaciales muy bajas [Antonov y cols.,
2004] [Dingy cols, 2002] [Vis y cols., 2015]. En la literatura se han reportado valores del orden
de 103 a 10 mN/m para sistemas de caseinato y alginato [Antonov y cols., 2004]. Se puede
observar que estos valores son mucho menores si se comparan con la tensién interfacial de
las emulsiones convencionales (W/O y O/W), que se encuentran en el rango de 30 mN/m
[Esquena J. , 2016]. Ademas, las emulsiones W/W presentan una interfase que tiene mayor

espesor que en las emulsiones convencionales [Esquena J. , 2016].

A diferencia de las emulsiones convencionales W/O y O/W, las emulsiones W/W no
pueden estabilizarse con tensioactivos ya que por sus propiedades anfifilicas tienden a
situarse en las interfases agua-aceite y en las emulsiones W/W ambas fases son acuosas. Por
ello se han estudiado diferentes estrategias de estabilizacién, que pueden clasificarse como

en métodos quimicos y fisicos:
Métodos quimicos:

Las emulsiones W/W se pueden estabilizar mediante el uso de agentes gelificantes
donde la formacién de micro y nano-geles permite retardar o disminuir los procesos de
floculacién y coalescencia. En relacién con emulsiones W/W, las estrategias para gelificar

consisten en la adicién de agentes entrecruzantes, consiguiendo su reticulacién mediante
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modificacion de factores como el pH [Impellitteri y cols., 2012][Duval y cols., 2015]

[Beldengriin y cols., 2018].

En el sistema PEG/dextrano, se gelificé usando luz UV, debido a la funcionalizacion de
PEG con norborneno, el cual bajo este estimulo tiene la capacidad de reticular [Impellitteri y
cols., 2012]. En el sistema proteina de suero aislada/pectina se utilizé cloruro de calcio para
la formacion de hidrogeles. En este trabajo utilizaron la gelificacién en frio, donde una
solucion de proteina globular se calentd por encima de la temperatura de desnaturalizacion
bajo condiciones que indujeron a una fuerte repulsidon entre moléculas (baja fuerza idnica y
pH lejos del punto isoeléctrico). Al desnaturalizarse, las proteinas se plegaron parcialmente y
formaron agregados lineales, que mediante la induccidn de fuerzas atractivas y presencia de
iones como el cloruro de calcio gelificaron [Duval y cols., 2015]. Otro ejemplo es la utilizacion
de genipina en el sistema de gelatina/maltodextrina. Se formaron microgeles en el sistema
gelatina/maltodextrina mediante el uso de genipina como agente entrecruzante, con la
finalidad de incorporar la enzima B-galactosidasa dentro de los de estas estructuras

[Beldengriin y cols., 2018].

Meétodos fisicos:

Los métodos fisicos son aquellos que utilizan parametros fisicos tales como Ia

temperatura y presién, o particulas que tengan la capacidad de ser adsorbidas en la interfase.

Una forma de estabilizar las emulsiones es mediante la temperatura. Una emulsidn se
puede preparar a temperatura ambiente o la temperatura que se considere necesaria para
posteriormente ser almacenada a bajas temperatura. Al aplicar este factor en la ecuacion 1,
se obtiene que, a menor temperatura mas negativa es la energia libre de formacidon. Una baja
temperatura permite disminuir el movimiento de las particulas (movimiento browniano),
permitiendo reducir la velocidad de los procesos de floculacion y coalescencia [Hanggi &

Ingold, 2006].

Otra forma de estabilizar las emulsiones es con el uso de particulas que se absorben
en la interfase y dificultan la coalescencia, formando las denominadas emulsiones Pickering

[Pickering, 1907]. Si bien el tamafio de las particulas es relevante a la hora de estabilizar
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emulsiones W/W, también lo son las interacciones entre particulas-interfase, el potencial Z,
la polidispersidad y la estructura de las particulas. Estos factores pueden cambiar la afinidad
electrostdtica que tenga la particula por alguna de las fases acuosas. Diferentes estudios con
nanoestructuras han mostrado estabilidad de este tipo de emulsiones, basicamente por la

estructura que poseen y la capacidad de formar ciertos agregados [Nicolai & Murray, 2017].

Se han estabilizado emulsiones del sistema polietilenglicol (PEG)/sulfato de magnesio,
utilizando nanoparticulas de silice, de un didmetro de 6 nm y 50 nm a una concentracion de
6% en peso de particulas. Las nanoparticulas fueron pegiladas y utilizadas para estabilizar,
previniendo los procesos de separacion de fases y coalescencia, debido a que se incorporaron
en la interfase [Griffith & Daigle, 2018]. También se han utilizado nanoparticulas de
polidopamina (400 nm), en el sistema dextrano/PEG. La reticulacién de este tipo de
nanoparticulas forma una especie de microcdpsula (coloidosoma) por la agregacion de las
mismas, estabilizando las emulsiones [Zhang y cols., 2018]. Otros investigadores utilizaron
nanocristales de celulosa (180 nm) que forman capas en las superficies de las gotas del
sistema dextrano y polidxido de etileno. La agregacién de los nanocristales en presencia de
NaCl permite ademas la formacién de un gel cuando se incorpora en la emulsién [Ben Ayed y
cols., 2018]. También se han utilizado proteinas para formar emulsiones Pickering, como lo
son las B-lactoglobulina y mucina. A partir de B-lactoglobulina se prepararon nanoparticulas
(microgeles) con un diametro de 184 nm y nanofibras, las cuales se adsorbieron en la interfase
del sistema amilopectina/xiloglucano [Hazt y cols, 2020]. En el caso de mucina, se ha utilizado
para estabilizar el sistema gelatina/maltodextrina, en una emulsién
maltodextrina/gelatina/maltodextrina. Las particulas de mucina presentaban un tamarfo de

2,9 um [Beldengriin y cols., 2020].

1.2.5 Emulsiones W/W formadas por proteina y polisacéaridos

Se han publicados varios estudios acerca de la incompatibilidad termodinamica de
proteinas y polisacaridos en soluciones. Concretamente, los estudios de Grinberg y
Tolstoguzov en 1997 [Grinberg & Tolstoguzov, 1997], han dado lugar a la publicacién de una

lista con mas de 100 tipos de mezclas y las condiciones de incompatibilidad.
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En esta tesis doctoral, se ha estudiado el sistema formado por soluciones acuosas de
alginato de sodio y caseinato de sodio, entre otros. Uno de los primeros trabajos del sistema
alginato/caseina fueron los estudios de Suckov y cols., 1980. Estos investigadores querian
estudiar la hilabilidad (capacidad de ciertas sustancias de producir fibras) en un sistema
bifasico a pH 7,2. Desarrollaron un diagrama binario a una temperatura de 25 °C, graficando
la linea binodal y las lineas de reparto (Figura 8A). La zona de emulsién abarcaba
concentraciones desde un 2 a un 4 % de alginato y un 10 a 20 % de caseina [Suckov y cols,
1980]. Mas tarde los estudios de Capron y cols., 2001, se centraron en estudiar la reologia de
mezclas de alginato y caseinato. En este caso, desarrollaron un diagrama de fases
obteniéndose parcialmente la linea binodal y las lineas de reparto, abarcando
concentraciones maximas de alginato 3,5 % y caseinato 16 %, a temperatura ambiente (Figura
8B). Las mezclas binarias se ajustaron a pH 7 con NaOH. Los estudios reoldgicos posteriores
indicaron que, cuando se desestabiliza la emulsidn, los mecanismos que estan involucrados
son propios de fluidos no Newtonianos [Capron y cols., 2001]. En el aifio 2011, estudios de
Antonov y Moldenaers estudiaron la formacion de emulsiones alginato/caseinato en
presencia de un polielectrolito fuerte como sulfato de sodio de dextrano (DSS) [Antonov &
Moldenaers, 2011]. En dichos estudios, desarrollaron un diagrama de alginato y caseinato a
pH 7 a una temperatura de 23 °C con presencia ausencia de DSS (Figura 8C). Los resultados
obtenidos demostraron que el DSS desplazaba la linea binodal a concentraciones poliméricas
mas bajas, lo que luego se tradujo en una pérdida de las morfologias de las gotas y cambios
en los parametros reoldgicos. Estos cambios se debian a las interacciones del DSS con el
caseinato, que varian segun la concentracion de proteina y la fuerza idnica, lo que resulta de
gran interés para la formacidn de emulsiones y también en procesos de separacién en

biotecnologia [Antonov & Moldenaers, 2011].
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Figura 8. Diagramas binarios del sistema alginato/caseina y caseinato. Figuras extraidas de (A)
Diagrama del sistema alginato/caseina, pH 7,2 a 25°C, Suckov, y cols., 1980; (B) Diagrama del sistema
alginato/caseinato. pH 7 a temperatura ambiente, Capron, y cols., 2001; (C) Diagrama del sistema
alginato/caseinato, pH 7 a 23°C, Antonov y Moldenaers, 2011; (D) Diagrama del sistema
alginato/caseinato, pH 8 a 25°C, Maestro, y cols., 2020.

Estudios de Maestro y cols., 2020, se han centrado en estudiar la reologia de sistemas
caseinato/pectina y caseinato alginato [Maestro y cols., 2020]. El objetivo de este trabajo era
probar experimentalmente diferentes modelos reoldgicos propuestos por diferentes
investigadores, considerando la baja tensidn interfacial de este tipo de emulsiones. Se
estudiaron diagramas de alginato y caseinato determinando la linea binodal y lineas de
reparto a pH 8 de las mezclas de alginato/caseinato (D) y pectina/caseinato (Figura 9A)
[Maestro y cols., 2020]. Rediguieri y cols., 2007 estudiaron el sistema formado por pectina y
caseinato. Estos investigadores formaron un diagrama binario a pH 7 ajustado con una

solucion amortiguadora de fosfatos 0,01M, entre concentraciones de 10 a 30 g/L de pectina
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y 50 a 200 g/L de caseina (Figura 9B). En los diagramas a 5, 20 y 45 °C, no se detectaron
cambios de la linea binodal. También estudiaron la reologia y el comportamiento de
emulsiones tras una ligera acidificacion, a pH >6. Observaron la separacion de fases seguida
de la descomposicion espinodal, y a pH inferiores, la formacidn de complejos debido al
cambio de cargas de la caseina las cual tenia la capacidad de atraer pectinas con carga
positiva. El proceso de complejacidn es un proceso reversible de modo que detectaron que al

aumentar el pH volvia a formarse la emulsién [Rediguieriy cols, 2007].
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Figura 9. Diagramas binarios del sistema pectina/caseina y caseinato. Figuras extraidas de (A)
Diagrama del sistema pectina/caseinato, pH 8 a 25°C, Maestro y cols., 2020; (B) Diagrama del sistema
pectina/caseina, pH 7 a 45 °C, Rediguieri y cols., 2007.

1.2.6 Aplicaciones de emulsiones agua en agua

Las emulsiones W/W son sistemas novedosos, de gran impacto cientifico y
tecnolégico. Con dichas emulsiones se consigue la compartimentalizacién multifasica propia
de las emulsiones convencionales, constituidas generalmente por aguay un solvente organico
no polar, sin requerir la presencia tensioactivos. Ademas, debido a su elevado contenido en
agua, presentan una mayor biocompatibilidad siendo respetuosas con el medio ambiente, lo

gue las hace sostenibles y muy adecuadas para diversas aplicaciones.
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Como se ha mencionado anteriormente, existen varios estudios referentes a
emulsiones W/W formadas por proteinas y polisacaridos, que tienen la capacidad de
incorporar diferentes moléculas y microorganismos. La ausencia de solventes organicos y
tensioactivos, y su alta biocompatibilidad las hace unas buenas candidatas para diferentes

aplicaciones alimentarias y farmacéuticas.

En cuanto a las aplicaciones en tecnologia de los alimentos, cabe destacar
publicaciones recientes sobre la incorporacion de biomoléculas y microorganismos. Un
ejemplo es la incorporacién de la enzima B-galactosidasa, con la finalidad de tratar la
intolerancia a la lactosa. En este caso, se fabricaron microgeles a partir de emulsiones W/W,
concretamente con el sistema gelatina/maltodextrina (Figura 6) [Beldengriin y cols., 2018].
En este sistema, se indujo la gelificacion de gotas de gelatina mediante enfriamiento y
reticulacién con genipina, el cudl es un reactivo de baja toxicidad, formando particulas de
microgeles de gelatina. La reticulacién de la gelatina permitié incorporar la enzima

obteniéndose una eficiencia de encapsulacién del 64%.

También se ha incorporado microorganismos como Lactobacillus rhamnosus GG en
emulsiones W/W del sistema carboximetil celulosa/gelatina (Figura 10) [Singh y cols., 2018],
permitiendo mejorar la supervivencia de los microorganismos en fluidos gastrointestinales.
También en este contexto, se han formado microcapsulas a partir del sistema
gelatina/caseinato y gelatina/goma ardbiga por la formacion de coacervatos, incorporando

Lactobacillus reuteri [Zhao y cols., 2020].

Figura 10. Emulsiones W/W de carboximetil celulosa/gelatina a distintas concentraciones. Las
bacterias se encuentran marcadas fluorescentemente con Syto9. Extraido de Singh y cols., 2018.
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Las vitaminas y flavonoides son componentes bioactivos esenciales que contribuyen
positivamente a la salud. La riboflavina actia en las reacciones 6xido y reduccién del
metabolismo protegiendo a las células por su accién antioxidante. Sin embargo, es
fotosensible, hecho que conlleva a que ciertos alimentos expuestos a la luz pierdan este
componente, produciéndose productos téxicos. Para evitar la degradacion de la riboflavina
se utilizan emulsiones W/W del sistema proteina de soja/goma guar estabilizadas con
particulas de zeina (proteina que se encuentra en el maiz) (Figura 11) [Chen y cols., 2019], a
las que se le incorpora riboflavina la cual queda protegida de la luz. Otros investigadores
prepararon microesferas con riboflavina a partir del sistema alginato/caseina, gelificando con
cloruro de calcio [He y cols., 2015]. En este caso se obtuvo una eficiencia de encapsulacion de
alrededor del 97 %, y mediante la simulacién de fluidos gastrointestinales, se logré liberar la
riboflavina en medio intestinal, ya que la microesfera facilité el paso por el estdmago sin que

se degradara.

Riboflavin SPI-RITC Combined

Figura 11. Emulsiones del sistema proteina de soja/goma guar cargadas con riboflavina estabilizadas
con particulas de zeina. La riboflavina se marcé fluorescentemente (color verde) al igual que la
proteina de soya (color rojo, SPI-RITC). Extraido de Chen y cols, 2019.
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Aunque existen numerosos estudios relacionados con emulsiones W/W para
aplicaciones en tecnologia de los alimentos, en el dmbito farmacéutico, en la fecha de inicio
de esta tesis doctoral, no se encontraron en la bibliografia investigaciones sobre la
incorporacion de principios activos en emulsiones W/W ni estudios de cesién, estabilidad y
toxicidad de estas formulaciones. El comportamiento de las emulsiones en cuanto a la
capacidad de retener y ceder farmacos y biomoléculas dependerda de la naturaleza vy

propiedades de los polimeros que las constituyen.

En esta tesis doctoral, se ha estudiado la incorporacién de principios activos modelo
en emulsiones W/W formuladas con proteinas y polisacaridos, debido a sus caracteristicas de

biocompatibilidad y sin la presencia de tensioactivos ni solventes organicos.
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Capitulo 2
OBJETIVOS Y PLAN DE
TRABAJO
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Las emulsiones W/W son dispersiones liquido/liquido de dos fases acuosas
inmiscibles, en ausencia tanto de aceite como de tensioactivo. Estas emulsiones se forman en
mezclas acuosas de dos polimeros hidréfilos, cuando la separacién de fases es inducida por
incompatibilidad termodinamica entre los dos polimeros [Esquena J. , 2016]. En los ultimos
afos, el estudio de las interfases agua-agua y la estabilizacion de las emulsiones W/W
[Dickinson, 2019] se ha convertido en un tema de notable interés, ya que estas emulsiones
logran la compartimentacion multifasica en ausencia de tensioactivo y componente oleoso,
tienen una mayor biocompatibilidad, ademas de la posibilidad de incorporar eficazmente
biomoléculas y microorganismos [Esquena J. , 2016]. Sin embargo, la aplicacidon de estas
emulsiones como vehiculos de farmacos no se ha estudiado hasta el momento. La estabilidad
fisicoquimica de las emulsiones W/W y su comportamiento en cuanto a la liberacion de
principios activos son aspectos fundamentales para poder proponer estas nuevas emulsiones

como formas farmacéuticas.

Las mezclas acuosas de polisacaridos y proteinas pueden formar emulsiones W/W y
su estabilidad depende de la concentracién de los polimeros, el peso molecular, la fuerza

idnica, el pH y la temperatura [Capron y cols., 2001].

El objetivo de la presente tesis doctoral es la formacidn de emulsiones agua en agua
(W/W) utilizando polimeros adecuados para aplicaciones farmacéuticas. Para estudiar la
formacién de emulsiones W/W se seleccionaran distintos sistemas proteina/polisacarido y se
estudiard la influencia de variables de preparacién que pueden influir en la formacidn vy
estabilidad de las emulsiones, etc. La seleccidn de las composiciones se efectuara a partir del
estudio del comportamiento fasico de los correspondientes sistemas. Se procederad a la
estabilizacidn fisicoquimica de las emulsiones mediante la preparacién de emulsiones con
particulas de mucina y nanoparticulas de PLGA. Se estudiara la incorporacion de principios
activos en emulsiones W/W estabilizadas y la cinética de liberacién de estos a soluciones

receptoras. Finalmente se estudiara la toxicidad en cultivos celulares.
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El plan de trabajo comprende las siguientes etapas:

1.- Formulacion y desarrollo de las emulsiones W/W.

Las emulsiones W/W pueden formarse a partir de dos fases acuosas en las que se
produce una segregacién de polimeros incompatibles en solucidn, y la dispersidon de una de
estas fases (fase dispersa) en el seno de la otra (fase continua). La formulacién y el desarrollo
de las emulsiones incluye: la seleccién de sistemas poliméricos biocompatibles y adecuados
para uso farmacéutico, el estudio del comportamiento fasico mediante diagramas de fases;
el analisis de la influencia de las variables de composicidn y preparacién en las caracteristicas

de la emulsion.

2.- Estudios de la estabilizacion de dichas emulsiones.

Los mecanismos principales de desestabilizacién de las emulsiones W/W son la
sedimentacién y la coalescencia. La diferencia de densidad entre la fase dispersa y la fase
continua es normalmente pequefia, lo cual minimiza el problema de la sedimentacién. La
coalescencia es la fusién de gotas por rotura del film interfacial, pero para que las gotas se
fusionen se tienen que deformar, por lo que los mecanismos que tiendan a evitar la
deformacion minimizaran la coalescencia. El aumento de viscosidad y/o gelificacién de las
gotas pueden dificultar la deformacion de las gotas y, por lo tanto, tenderdan a minimizar la
coalescencia. Esta tarea incluye analizar los mecanismos de estabilizacion, tales como la

reticulacién quimica y la formacién de emulsiones Pickering.
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3.- Incorporacion de principios activos y estudios de liberacion de los mismos.

En primer lugar se seleccionaran las emulsiones mds adecuadas por su composicion y
caracteristicas reoldgicas, en segundo lugar se seleccionaran los principios activos modelo y
se pondrdn a punto métodos analiticos para su cuantificacion, en tercer lugar se estudiard la
incorporacion de los principios activos a las emulsiones y su influencia en la estabilidad, en
cuarto lugar se comprobara la ausencia de toxicidad de las formulaciones, en quinto lugar se
realizardn estudios de liberacion de los principios activos desde las emulsiones a soluciones

receptoras adecuadas.
4.-Discusion de los resultados y elaboracidon de las principales conclusiones

En esta etapa se realizard la discusion de los resultados obtenidos en cada uno de los

estudios realizados, y se extraeran las principales conclusiones obtenidas de la tesis doctoral.
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Capitulo 3
PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Materiales

3.1.1 Principios activos

Hidrocloruro de clindamicina [CAS 21462-39-5] (Fagron)

El hidrocloruro de clindamicina (CL) es un antibidtico semisintético derivado de
lincomicina (Figura 12). Es un polvo blanco o casi blanco cristalino, ligeramente higroscopico.
Tiene un peso molecular de 461,5 g/mol con un logP de 2,16 [Hansch y cols., 1995]. Es muy
soluble en agua (100 mg/mL a 25°C y muy poco en etanol [Lawrence y cols., 2018]. Tiene un
pKa aproximado de 7,45 [Schwab y cols., 1983]. Dentro del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutico (BCS) pertenece a la clase lll, por lo que tiene una alta solubilidad y baja
permeacién [Papich & Martinez, 2015]. CL es estable en soluciones acuosas a un pH entre 3y
5, sin embargo, se ha demostrado en estudios a temperaturas sobre los 70°C que existe una
degradacion de no mas de un 10% en un rango de pH 1 a 6,5 después de dos afios almacenado
a 25°C [Oesterling, 1970]. En una solucién amortiguadora de fosfatos 0,2M a pH 7,25 no

presentd cambios en la tasa de degradacién [Oesterling, 1970].

H3C\/’a.,
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Figura 12. Estructura quimica del hidrocloruro de clindamicina.

Este antibidtico inhibe la sintesis de proteinas bacterianas por unién al ARN 23S de la
subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Esto impide el proceso de traduccién de mensajero
a proteina, lo que da lugar a la muerte bacteriana. La CL es activa contra una serie de bacterias
aerdbicas grampositivas, asi como contra anaerobias grampositivas y gramnegativas [Dhawan

& Thadepalli, 1982].

En relacidn con la farmacocinética de CL, cerca del 90% de la dosis oral de hidrocloruro
de CL es absorbida en el tracto gastrointestinal. En piel, entre un 4 a 5% puede ser absorbido
cuando se administra fosfato de CL de forma tépica. CL estd ampliamente distribuida en
liguidos y tejidos corporales, incluido el hueso y no llega al liquido cefalorraquideo en
concentraciones significativas. Mas del 90% de la CL circulante se une a proteinas plasmaticas,
tiene una semivida de 2 a 3 horas. Es metabolizada en el higado, aproximadamente el 10% es

excretado en la orina y alrededor del 4% en las heces [Buckingham, 2020].

La posologia de hidrocloruro de CL por via oral esta entre 150 y 300 mg cada 6 horas
y en caso de infecciones severas se incrementa a 450 mg cada 6 horas [Buckingham, 2020].
La forma farmacéutica comercializada en Espana son capsulas orales de 150 mg o 300 mg

[CIMA, 2022]

Ademads de la forma hidrocloruro existe en el mercado fosfato de CL y palmitato
hidrocloruro. Por via parenteral se administra fosfato de CL en inyeccidon intramuscular a una
dosis de 0,6 a 1,2 g y por via intravenosa se administra una dosis de 18 mg/mL [Buckingham,
2020]. Por via tépica, el fosfato de CL se administra en forma de gel, de emulsion y de solucion.

También se administra por via vaginal en forma de évulos y crema [AEMPS, 2022].

45



Hidrocloruro de metformina [CAS 1115-70-4] (Fagron)

El hidrocloruro de metformina (MF) (Figura 13) es un polvo cristalino blanco con peso
molecular de 165,62 g/mol, facilmente soluble en agua (1,06-10% mg/L a 25 °C) [NCBI, 2022],
un de pKa de 12,4 [NCBI, 2022], y un log P de -1,43 [Graham y col., 2011]. Dentro del BCS
pertenece a la clase lll, es decir, presenta una alta solubilidad y baja permeacién [Cheng y
cols., 2004]. Fue aprobada en 1994 por la Food and Drug Administration (FDA) para el
tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 [Jones y cols., 2002]. La MF debe protegerse de la luz

y puede exponerse a temperaturas entre 15 y 30°C [Buckingham, 2020].

H,N H r}rCH3
CHs

Figura 13. Estructura quimica del hidrocloruro de metformina.

MF inhibe el complejo mitocondrial I, evitando la produccién de ATP mitocondrial que
conduce a un aumento de las proporciones citoplasmicas de ADP: ATP y AMP: ATP [Rena y
cols., 2017]. Estos cambios activan la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), una enzima
gue desempefia un papel importante en la regulacién del metabolismo de la glucosa. La AMPK
activada fosforila dos isoformas de la enzima acetil-CoA carboxilasa, inhibiendo asi la sintesis
de grasas y conduciendo a la oxidacidn de grasas, reduciendo las reservas de lipidos hepaticos

y aumentando la sensibilidad del higado a la insulina [Rena y cols., 2017].
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El hidrocloruro de MF se absorbe lenta e incompletamente en el tracto
gastrointestinal, tiene una biodisponibilidad del 50 a 60%. En plasma la unién a proteinas es

insignificante, y se excreta inalterado en la orina [Buckingham, 2020].

Las dosis orales usuales para el tratamiento de la diabetes tipo 2 son de 500 a 850 mg
de MF administrada de una a dos veces en el dia [Davidson & Peters, 1997]. Segun el grado
de diabetes, edad y enfermedades crénicas, se ajustan los comprimidos orales [Hermann,
1979]. En Espafiia, las formas de comercializacién son comprimidos recubiertos con pelicula

en dosis entre 850 a 1000 mg [CIMA, 2022]

Melatonina [CAS 73-31-4] (FluoroChem)

Melatonina (ML) o N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 14), es un polvo cristalino de
color blanco a blanquecino. Es una hormona secretada principalmente por la glandula pineal,
responsable de la regulacién del suefio y el ritmo circadiano, que participa en una gran
variedad de procesos celulares, neuroendocrinos y neurofisioldgicos [Xie y cols., 2017] . Tiene
un peso molecular de 232,278 g/mol y un pKa de 16,51 y -0,69 y no se ioniza en todo el rango
de pH [Osol y cols., 1975]. En agua tiene una solubilidad de 2-10% mg/L a 20 °C; 5-10° mg/L a
50 °C [SCCS, 2010] y es soluble en mezclas de etanol y agua [Bikjdaouene y cols., 2003] [Sierra
y cols., 2013]. Dentro del BCS pertenece a la clase Il, es decir, presenta baja solubilidad y alta

permeabilidad [Li y cols., 2017]
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Figura 14. Estructura quimica de la melatonina.
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ML se sintetiza en la fase nocturna del fotoperiodo y es una importante regulador de
los ritmos circadianos. Esta hormona se ha descrito que tiene una proteccién efectiva contra
las especies reactivas de oxigeno a través de la estimulacién de enzimas antioxidantes [Garcia
y cols., 2014], y la modulacion negativa de fuentes pro oxidantes [Reiter y cols., 2013]. ML
tiene dos receptores a nivel de membrana celular, MT1 y MT2, que producen una cascada de
sefializacion de efectos antagdnicos, siendo el primero caracterizado por efectos
vasoconstrictores y el segundo por una accién vasodilatadora a nivel de musculo liso

endotelial [Doolen y cols., 1998] [Masana y cols., 2002].

ML se administra por via oral en formas farmacéuticas sélidas de liberacién modificada
y con una dosis de 2 mg, para el tratamiento del insomnio primario. También se ha estudiado
su eficacia en trastornos depresivos [Haimov & Lavie, 1995]. En Espafa se comercian

comprimidos recubiertos de entre 1 a 3 mg [CIMA, 2022].

3.1.2 Polimeros utilizados para la formacién de emulsiones W/W

3.1.2.1.- Polisacaridos

Alginato sddico [CAS 9005-38-3] (Merck)

El alginato (Figura 15) es un polisacarido extraido de algas marinas y se utiliza en la
industria farmacéutica y alimentaria. Este biopolimero se compone de secuencias de acido B-
D-manurdnico (bloques M) y acido a-L-gulurdnico (bloques G) unidos por enlace 1-4 [Pawar
& Edgar, 2012]. El alginato sddico tiene un peso molecular de entre 32000 a 400000 g/mol
[Lee & Mooney, 2012]. Lentamente se disuelve en agua, formando soluciones coloidales
viscosas [Sheskey y cols., 2020]. Tiene un pKa en un rango de 3,4 a 4,4 [Shinde & Nagarsenker,
2009]. En esta tesis se ha utilizado alginato sédico de viscosidad media. Es practicamente

insoluble en etanol 95%, éter, cloroformo y mezclas de etanol/agua en las que el contenido
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de etanol sea superior al 30% en peso [Sheskey y cols., 2020]. En presencia de una
concentracion de etanol del 15 %, la viscosidad del alginato incrementa [Hermansson y cols.,

2016].
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Figura 15. Estructura quimica del alginato: (A) mondmeros de alginato, (B) conformacion de cadenas
y (C) distribucién en bloque. Extraido de Draget y Taylor, 2011.

En relacién a su estabilidad, el alginato de sodio es un material higroscépico, aunque
estable si se almacena a baja humedad relativa y baja temperatura. En solucion, es estable a
pH 4-10. Por debajo de pH 3 el acido alginico precipita [Sheskey y cols., 2020]. En solucion
acuosa al 1 % de concentracién de alginato, expuesta a diferentes temperaturas, su viscosidad
se reduce del 60 a 80 % del valor original tras 2 afios de almacenamiento [Pavics, 1970]. En el
almacenamiento a largo plazo, las soluciones son susceptibles a crecimiento microbiano
afectando a la viscosidad del alginato [Coates & Richardson, 1974]. El calentamiento del
alginato a unos 70 °C, provoca la despolimerizacion de este polimero lo que se traduce en la

pérdida de viscosidad [Coates & Richardson, 1974].

El alginato tiene la capacidad de formar hidrogeles, por el entrecruzamiento de las

cadenas de su estructura, hay dos formas convencionales de gelificar el alginato: bajando el
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pH debajo de valores de pKa y mediante la introduccion de cationes (gelificacién ionotrdpica)
[Gurikov & Smirnova, 2018]. La gelificacidon ionotrdpica se puede realizar mediante difusion o
fraguado interno. El método de difusidn se realiza mediante el uso de reticulantes idnicos
como lo es el cloruro de calcio. En el cloruro de calcio, los cationes divalentes como el calcio
tienen preferencia por los bloques G del alginato, formando un gel rigido. El bloque G se une
con otro bloque G formando una estructura llamada caja de huevos (Figura 16) [Fu y cols.,
2011]. El cloruro de calcio es el agente mas utilizado para reticular el alginato, sin embargo,
puede provocar una rapida gelificacion y poco controlada debia a su alta solubilidad en
soluciones acuosas. Para solucionar la rapida gelificacion se hidroliza con soluciones
amortiguadoras con fosfatos que compiten por el grupo carboxilato del alginato en la reaccion
entre los iones calcio, retardado la gelificacion. También se utiliza sulfato de calcio y el
carbonato de calcio, esto debido a su menor solubilidad, retardando la gelificacion y
ampliando el tiempo de trabajo de los geles de alginato. Por otra parte, el método de fraguado
interno esta mediado por un cambio de pH, que a su vez, libera cationes reticulantes de la
insolubilidad de una forma quelada, como ejemplo se utiliza la glucono-delta-lactona [Lee &

Mooney, 2012].
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Figura 16. llustracién del modelo de “caja de huevos” para gel de alginato de calcio y la interaccién
entre los cationes de calcio y los atomos de oxigeno (circulos negros) en los mondmeros de acido
gulurénico. Extraido de Fu y cols., 2011.

Dentro de métodos no convencionales, se han utilizado: La criogelacion de alginato
asociados a métodos ionotrdpicos; La utilizacion de separacion de fases no inducido por

solventes (precipitacion por inmersién), donde la solubilidad del alginato disminuye al utilizar
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no solventes; La gelificaciéon inducida por diéxido de carbono, donde se somete una solucién
de alginato a didxido de carbono presurizado; La gelificacién por radiacién UV; El uso de

acidos carboxilicos que pueden gelificar el alginato [Gurikov & Smirnova, 2018].

El alginato de sodio es incompatible con derivados de acridina, acetato y nitrato de
fenilmercurio, las sales de calcio, metales pesados. Ademds, bajas concentraciones de
electrolito provocan un aumento de viscosidad, pero altas concentraciones provocan la
formacién de sal de alginato (esto ocurre si hay mas del 4% de cloruro de sodio presente

[Sheskey y cols., 2020].

El alginato ha sido utilizado en formas farmacéuticas para administracién tépicay oral,
ademads se ha utilizado como excipientes en pastas, cremas y geles [Tgnnesen & Karlsen,
2002]. En formulaciones de comprimidos, el alginato se utiliza como aglutinante y
disgregante; en cambio en cdpsulas se utiliza como diluyente. Se ha usado el alginato en
formulaciones de liberacién sostenida, ya que retrasa la disoluciéon de un farmaco a partir de

comprimidos, cdpsulas, suspensiones acuosas y jaleas [Sheskey y cols., 2020].

Es un polimero biocompatible, ademas es bioadhesivo, lo que ha permitido su uso
como sistema de liberacion de farmacos a través de mucosas [Swain, y otros, 2012]. Se han
desarrollado hidrogeles de alginato, donde se ha estudiado la cesién a partir de formulaciones
mucoadhesivas [Boateng, y otros, 2010]. La bioadhesién esofdgica de suspensiones de
alginato puede proporcionar una barrera contra el reflujo gastrico [Richardson y cols., 2004].
En soluciones oftalmicas se ha incorporado el alginato como agente mucoadhesivo, ademas
de usarse en implantes intraoculares [Sharma y cols., 2019], y sistemas de administracién

nasal [Cardia y cols., 2019].

El alginato se puede encontrar en diferentes viscosidades: de baja viscosidad (<240
mPas); viscosidad media (240-3500 mPas); y alta viscosidad (>3500 mPas). La viscosidad tiene
una relacién directa con la tasa de flujo, que afecta al tiempo de gelificacion y diversas
preparaciones [Devina y cols., 2018]. En este trabajo doctoral se ha utilizado alginato de
viscosidad media de Merck, de un aspecto marrén tenue, en forma de polvo, de una

viscosidad de 2000 mPas.
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Pectina [CAS 9000-69-5] (MERCK)

La pectina (Figura 17) es un polisacdrido que se obtiene de la piel de citricos. Se
encuentra en la pared celular de los vegetales, donde funciona como agente hidratante para
la red de celulosa. Su estructura consiste en cadenas de acido galacturénico unidos por
enlaces glicosidicos, con un peso molecular de 30000 a 100000 g/mol [Sheskey y cols., 2020].
Es un polvo blanco-amarillento, soluble en agua, pero insoluble en disolventes organicos
[Kaya y cols., 2014]. Tiene un pKa de 3,5 [Opanasopit y cols., 2008]. La pectina es un material
no reactivo y estable, y se puede almacenar en lugares frescos y secos [Sheskey y cols., 2020].
En solucion, la pectina es estable a temperaturas altas y a un pH 3,5 comienza a

despolimerizarse con calor [Flutto, 2003].
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Figura 17. Estructura quimica de la pectina [Sweetman, 2011].

Por su capacidad gelificante, formador de peliculas, propiedades aglutinantes,
biocompatibilidad, la pectina muestra grandes ventajas en formulaciones farmacéuticas [Liu,
2007]. Debido a las propiedades gelificantes se ha utilizado en formulaciones intranasales
para modificar la absorcion de farmacos, y también como estabilizador de emulsiones [Watts
& Smith, 2009] [Lund, 1994]. De manera experimental, pectina se ha utilizado en
formulaciones tipo gel para la administracién oral sostenida de ambroxol. Las perlas formadas

por la gelificacion de pectina se han estudiado como formas de liberacién controlada de varios
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farmacos (sulfasalazina, ipsalazina, balsalazina y olsalazina) en el tracto gastrointestinal
[Chourasia & Jain, 2003]. Las matrices de pectina se han utilizado en parches para la
administracion transdérmica de cloroquina [Musabayane, Munjeri, & Matavire, 2003]. Se han
estudiado matrices de pectina con diferentes grados de esterificacién como comprimidos de

liberacion controlada [Sheskey y cols., 2020].

Las pectinas se encuentran en todas las plantas, pero las principales materias primas
para la produccidn de pectina son las cascaras de los citricos, el hollejo de uvas y la pulpa de
remolacha [Ostrozhenkova, 2020]. Las materias primas mencionadas se utilizan para producir
pectina de diferentes grados de metilacién y acetilacion: pectina de alto contenido en
metoxilo (>50%) y pectina de bajo metoxilo (<50%). La pectina de bajo metoxilo es menos
sensible a la acidez, mientras que la de alto es extremadamente sensible. La pectina requiere
una mayor concentracién de acidos solubles para formar el gel debido a enlace de hidrégeno
e interacciones hidrofébicas entre las cadenas de pectinas. La de bajo metoxilo tiene
cualidades gelificantes debido a los iones de calcio [Singhal & Hulle, 2022]. En esta tesis
doctoral se utilizd pectina de cdscaras de citricos de bajo metoxilo de Merck, de color amarillo

tenue a marrdn, en forma de polvo con un porcentaje de grupos metoxilos > 6,7%.

3.1.2.2.- Proteinas

Caseina [CAS 9000-71-9] (MERCK) y Caseinato sédico [CAS 9005-46-3] (MERCK)

La caseina de leche de bovino es una fosfoproteina (Figura 18), que se encuentra como
sal calcica y representa entre el 77 al 82 % de las proteinas en la leche. Esta formada por alfa,
beta y kappa caseina, que se diferencies por su peso molecular comprendido entre 19 y 25
kDa y su punto isoeléctrico comprendido entre 4,6 y 4,8. Las cuatro fosfoproteinas son
anfifilicas y tienen estructuras poco definidas. En la industria farmacéutica se puede utilizar
en forma acida, la cual presenta baja solubilidad en medio acuoso, o como caseinato de sodio,

gue es soluble, excepto cerca del punto isoeléctrico [Fox & Mulvihill, 1990].
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Figura 18. Estructura quimica de la caseina [NCBI, 2022].

La caseina B es la mas hidrofébica de las caseinas, contiene una regién hidrofdbica que
abarca dos tercios de la proteina. La caseina a, es la mas hidrofilica, contiene tres dominios
hidréfobos distintos que se distribuyen a lo largo del polipéptido. La caseina k, es la Unica
caseina glicosilada [Farrell y cols., 2004]. La caseina a puede formar polimeros mediante la
asociacion de extremo a extremo de su regidén hidrofébica, en cambio las demds forman
puentes disulfuros hidrofdbicos, siendo la caseina B la que forma particulas esféricas en

ausencia de calcio [Kelly y cols., 2000].

Las caseinas son proteinas anfifilicas que se auto ensamblan en estructuras micelares
(50 a 500 nm) en soluciones acuosas, debido a la formacién de nanoclusters de fosfato de
calcio los cuales les permite mantener la integridad micelar [De Kruif & Holt, 2003]. En la

leche, del 85 % al 90 % son micelas de caseinato [Kelly y cols., 2000].

La separacidon de caseina a partir de la grasa de la leche se realiza por diferentes
procesos. Uno de los procesos se lleva a cabo mediante la precipitacion, debido a la adicion
de dacidos, permitiendo que el complejo caseinato de calcio y fosfato de calcio que forma la
caseina, se disocie. A un pH 5,3 la caseina comienza a precipitar lentamente. Otro proceso es
la coagulacién enzimatica, donde se agrega quimosina/renina que escinde una porcion de la
caseina llamada glicomacropéptido, este proceso desestabiliza las micelas presentes en la
leche, formando coagulos de caseina [Sarode y cols., 2016]. Tras la separacion, el cuajo se
lava con agua debido a que son varios los minerales que quedan atrapados en el mismo lo
gue lo hace mas impuro. Finalmente, |la cuajada puede ser susceptible a ataques microbianos,

por lo que se debe secar rapidamente y prensarse [Rollema & Muir, 2009].
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Debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, la caseina, es un biopolimero con
propiedades tensioactivas con elevado potencial para ser utilizado en la preparacién de
formas de dosificacion de farmacos. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la caseina
es un material adecuado para la administracién eficaz de farmacos. Se han preparado
microesferas de caseina que se han utilizado como portadores parentales biodegradables
para administracion por via intramuscular, intraperitoneal, intratumoral directa o
intraarterial. También se han preparado a partir de caseina, biofilm y microesferas para la

liberacion sostenida por via oral [Elzoghby y cols., 2011].

Los caseinatos son las formas hidrosolubles de la caseina, obtenida por la adicién de
sales idnicas a la caseina recién precipitada. Cuando se utiliza hidréxido de sodio se obtiene
caseinato de sodio. También se puede producir caseinato de potasio, calcio o amonio si se
utiliza hidroxido de potasio, calcio o amonio, respectivamente. Estos tipos de caseinatos
tienen propiedades similares. Sus soluciones acuosas son translucidas, de color pajizo vy
viscosas, en cambio las soluciones de caseinato de calcio son turbias ya que el caseinato de

calcio forma agregados con el agua [Augustin y cols., 2011].

Los caseinatos poseen una, buena solubilidad, aunque depende en gran medida del
pH, fuerza idnica y la temperatura. La solubilidad del caseinato de sodio, aun pHde 5,6 a 6,2,
mejora considerablemente al agregar fosfato de sodio. El caseinato de sodio tiene una
solubilidad mas baja cerca de su pl (pH 4,6), que se incrementa drasticamente al aumentar el

pH a valores comprendidos entre 6,5 y 8,0 [Jahaniaval y cols., 2000].

Debido a las interacciones proteina-proteina y producto de la hidratacidon de los
caseinatos, estos presentan una elevada viscosidad. La viscosidad aumenta rapidamente (de
manera exponencial para el caseinato de sodio) con la concentraciéon. Las soluciones de
caseinato presentan un comportamiento newtoniano a bajas concentraciones de proteina y
un comportamiento pseudoplastico a altas concentraciones [Southward, 1985]. La viscosidad
de los caseinatos aumenta con la concentracion de sal y la disminucidn de la temperatura
[Augustin y cols., 2011]. Cationes monovalentes aumentan exponencialmente la viscosidad
de soluciones de caseinato de sodio debido a la competencia de la sal por el agua. Cationes
divalentes aumentan la viscosidad del caseinato de sodio hasta un maximo y luego la

disminuye, debido a la agregacion de proteinas [Augustin y cols., 2011]. Las soluciones de

55



caseinato de sodio pueden formar geles en pH acido, formandose red de proteinas de color

blanco [Braga y cols., 2006].

El caseinato de sodio en presencia de etanol, da a lugar a cambios conformacionales y
la precipitacion de esta proteina. Sin embargo, si en la preparacién de la solucién de caseinato
se dispersa en agua y luego en etanol, la solubilidad aumenta, y el punto critico de
concentracion de etanol es de un 25% en peso, esto en estudios de emulsiones de aceite en

agua [Erxleben y cols., 2021].

En esta tesis se ha utilizado caseina de leche de bovino de Merck, de color amarillo a
marrén, en forma de polvo, con una humedad inferior al 7%. También se utilizé caseinato de

sodio de leche de bovino de Merck, de color blanco hueso, en forma de polvo.

Albumina de suero de bovino [CAS 9048-46-8] (MERCK)

La albumina de suero (Figura 19) es la proteina mds abundante en el plasma sanguineo
(52-62 %) [Jahanban-Esfahlan & Panahi-Azar, 2016]. Esta constituida por una cadena
polipeptidica compuesta por aproximadamente 585 residuos de aminoacidos La albumina de
suero de bovino (BSA) se usa como modelo en sustitucion de la albumina de suero humano
(HSA). En su estructura tiene 17 puentes disulfuros reticulados entre cisteinas para estabilizar
su estructura [Roufegarinejad y cols., 2019]. Su peso molecular es de aproximadamente 66,8
kDa. EL BSA tiene un punto isoeléctrico de 4,7 [Ge y cols., 1998]. El BSA debe conservarse a

temperaturas entre 2 y 8 °C y protegido de la luz [Scientific, 2018].
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Figura 19. Estructura tridimensional de la albimina de suero de bovino [Tang y cols., 2020].

La albumina es susceptible a la degradacion quimica y la desnaturalizacién por
exposicién a cambios de pH extremos, altas concentraciones de sal, calor, enzimas solventes

organicos entre otros agentes quimicos [Sheskey y cols., 2020].

La albumina humana tiene numerosas aplicaciones en formulaciones farmacéuticas,
en agentes de diagndstico, en alimentos y en andlisis quimicos [Atmeh, Arafa, & Al-Khateeb,
2007]. Se ha utilizado como estabilizador de formulaciones bioldgicas para prevenir la
agregacién de proteinas. Se ha investigado albumina de suero humana para estabilizar y
evitar la agregacion de eritropoyetina e interferon a-2bm en nanosistemas terapéuticos

[Sheskey y cols., 2020].

En esta tesis doctoral se ha utilizado suero albumina de bovino, fraccién V pH 5,2 de

Merck, de color amarillo y en forma de polvo.
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3.1.3 Excipientes estabilizantes de emulsiones W/W
Mucina [CAS 84082-64-4] (MERK)

La mucina (Figura 20) es una glicoproteina compuesta por oligosacaridos y proteina.
Es el principal componente macromolecular de las secreciones de mucosas que recubren las
cavidades orales, respiratorias, gastrointestinales y urogenitales de los animales. Es
responsable de la viscoelasticidad de las secreciones, proporcionando proteccién para

superficies epiteliales delicadas y expuestas fisicamente [Adikwu, 2006].
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Figura 20. Representacidon esquematica de la mucina. (A) mucina secretada, (B) mucina anclada a
membrana y (C) Red de gel de mucina [Wagner, 2018].

En solucion acuosa, las cadenas de mucina de alto peso molecular forman una red
mediada por una compleja serie de enlaces reversibles que incluyen interacciones
hidrofdébicas, que se estabilizan por la repulsion electrostatica entre las cadenas laterales de
polisacaridos con carga negativa [Schipper y cols., 2007]. La configuracidén de las cadenas de

mucina y las fuerzas de interaccién de la red son sensibles a las variaciones de pH, asi como a
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la concentracién de iones y pequefias moléculas, es por esto que dependiendo de donde se
ubique la mucinay su funcién bioldgica, presentan unas propiedades mecdnicas y bioquimicas

u otras [Wagner, 2017].

La mucina puede extraerse de diversas fuentes (peces, medusas, estrellas de mar,
ranas, caracoles, etc.). Sin embargo, para aplicaciones farmacéuticas, se utiliza generalmente
mucina procedente de mamiferos, como la mucina gastrica porcina y la mucina submaxilar
de ovino, que se pueden obtener en grandes cantidades, facilitando su uso en investigacion

[Wagner, 2018].

En farmacia, se han utilizado las mucinas como vehiculos de principios activos
formando parte de matrices con otros componentes como alginato, gelatina, celulosa y
guitosano, entre otros [Builders y cols., 2008][Laurén y cols., 2018]. La mucina posee carga
neta negativa, lo que permite incorporar farmacos catidnicos y retardar la liberacion
[Marczynski y cols., 2021]. Debido a las propiedades hidratantes y lubricantes, las mucinas
tienen un potencial uso en paciente con el sindrome de ojo seco y en la sequedad bucal,
formando una barrera protectora contra la evaporacion del agua [Frenkel & Ribbeck, 2015]

[Sullivan y cols., 2002].

En esta tesis doctoral se ha utilizado mucina de estdmago de porcino de Merck, de

color amarillo apagado a marrdn, en forma de polvo, de pH 5.

Glucono-delta-lactona (6) [CAS 90-80-2] (MERCK)

La glucono-delta-lactona (Figura 21) es un éster, es un polvo cristalino blanco e
inodoro. Se hidroliza parcialmente en acido glucénico con la adicién de agua y la velocidad de
esta reaccion aumenta a temperaturas y pH mas elevados [Pocker & Green, 1973]. Este
producto es biocompatible y permite gelificar parcial o totalmente ciertas soluciones
polimeras [Takeuchi & Cunha, 2008]. Tiene un peso molecular de 178,14 g/mol, es soluble en
agua fria (590 mg/L) y ligeramente soluble en etanol (0,01 mg/L) [Sheskey y cols., 2020]. En

solucién acuosa al 1% tiene un pH de 3,6 que cambia a 2,5 en 2 horas. [Sheskey y cols., 2020].
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Figura 21. Estructura quimica de glucono-delta-lactona y la formacién de acido glucénico en solucion
acuosa [Feiner, 2016].

En la industria farmacéutica, la glucono-delta-lactona, se utiliza como acidulante en
productos orales y tdpicos [Bonse y cols., 1999]. También se ha utilizado en inyectables y
formas tdpicas como agente complejante [Nasir y cols., 1977]. Se ha investigado como
excipiente en formulaciones de dispersion sélida y granulos para mejorar la velocidad de
disolucion del proxicam y la carbamazepina [Al-Hamidi y cols., 2015]. También, se ha
estudiado como nanotransportador para la administraciéon de farmacos, ademas de utilizarse

como aditivo y uso en hidrogeles de alginato [Kalaf y cols., 2016].

La glucono-delta-lactona se ha utilizado para la gelificacion de caseinato de sodio. El
mecanismo de gelificacidén estd basado en un cambio de pH en solucién acuosa dado por el
agente gelificante. La acidificacidon del caseinato de sodio a concentraciones del 4 al 6 % de
glucono-delta-lactona se consideran las mas dptimas para los procesos industriales, debido a

su particular textura y capacidad de retencion de agua [Takeuchi & Cunha, 2008].

En esta tesis doctoral se ha utilizado glucono-delta-lactona de Merck, de color blanco
y en formato de polvo, que en una solucién acuosa a una concentracién de 10 g/Ly 20°C tiene

un pH de 3,6.
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3.1.4 Componentes utilizados en cultivos celulares

Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)

El DMEM es utilizado ampliamente como medio basal para favorecer el crecimiento
de diversas células de mamifero. Este medio estd compuesto de diferentes aminoacidos,
vitaminas, sales inorganicas, dextrosa, rojo fenol y una solucién amortiguadora de
bicarbonato de sodio. Sin embargo, el DMEM no contiene proteinas, lipidos ni factores de
crecimiento, por lo que requiere suplementacién segun la aplicacidon que se desea utilizar.

Generalmente se suplementa el DMDM con un 10 % de suero fetal de bovino (FBS).

Suero de bovino fetal (FBS) (GIBCO)

El suero de bovino fetal (FBS) es un subproducto de la cria de ganado de la industria
alimenticia. Este medio este compuesto por factores de crecimiento esenciales para el
mantenimiento y el crecimiento de células. EL FBS se utiliza como suplemento del medio de
crecimiento basal en cultivo celular, y se complementa con DMEM. Tiene un total de

proteinas de entre a 3 a 5 g/dL, de hemoglobina inferior a 25 mg/dL, en un pH entre 6,9 a 7,8.

Tripsina-EDTA (0,05%) (GIBCO)

La tripsina, es una enzima con capacidad digestiva, se emplea para la disociacion
celular, el pasaje de cultivos celulares rutinarios y la disociacidon de tejido primario (células
aisladas de un tejido animal o vegetal). El EDTA, un agente quelante, aumenta la actividad
enzimatica al eliminar los iones de calcio y magnesio. Estos iones protegen los enlaces
peptidicos sobre los que actua la tripsina, ademds de mejorar la adhesidn de célula a célula.

La concentracion de tripsina necesaria para la disociacién varia en funcién del tipo de célula
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y de los requerimientos experimentales. En esta tesis se ha utilizado a una concentracién de

0,05% Tripsina-EDTA para disociar las células y el pasaje de cultivos.

PBS pH 7,2 (GIBCO)

La solucion amortiguadora de fosfatos salino (PBS) estéril se utiliza para el lavado de
células antes de la disociacion, el transporte de muestras de células o tejido, la dilucién de

células para el recuento y la preparacion de reactivos.

Bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo (MTT) [CAS 298-93-1] (MERCK)

El MTT es un colorante que se utiliza en la medicién de la proliferacién celular. MTT
produce una solucién amarillenta que se convierte en cristales insolubles de formazan, de
color azul oscuro, por la accién de las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas. Los
cristales azules se disuelven con dimetil sulfoxido (DMSO) y la intensidad se mide

colorimétricamente a 570 nm [Putnam y cols., 2001].

3.1.5 Otros componentes quimicos

3.1.5.1 Solventes

Agua (Millipore)

Se ha utilizado agua desionizada filtrada, obtenida mediante un sistema Mili-Q®. Este

proceso de purificacién implica etapas sucesivas de filtracion y desionizacion (mediante la
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electrodesionizacidn) para conseguir la pureza adecuada. Su resistividad es de 18,2 MQ:cm a

25°C.

Acetonitrilo [CAS 75-05-8] (Carlo Erba)

El acetonitrilo es un solvente organico utilizado como fase moévil orgdnica en
cromatografia. Presenta una pureza 299,9% y su férmula quimica es C;HsN. Es un liquido

incoloro con un peso molecular de 41,05 g/mol y una densidad 0,786 g/cm? a 20 °C.

Dimetil sulféxido (DMSO) [CAS 67-68-5] (Carlo Erba)

El dimetil sulféxido es un solvente polar. Posee una pureza 299,5% y su férmula
guimica es C2HgSO. Su aspecto es incoloro, el peso molecular es 78,13 g/mol y es miscible en

agua. En esta Tesis se uso6 para en el ensayo MTT para disolver los cristales de formazan.

Acetato de etilo [CAS 141-78-6] (MERCK)

El acetato de etilo o etanoato de etilo se emplea como fase orgdanica para disolver el
PLGA. Su férmula quimica es C4HsO; y es un liquido incoloro. Es miscible con hidrocarburos,
alcoholes y ésteres y poco soluble en agua. Su peso molecular es de 88,11 g/mol, su punto de

ebullicién de 77 °Cy su densidad es de 0,9 g/cm3 a 20 °C.

Etanol [CAS 64-17-5] (Alcoholes Montplet) y Etanol [CAS-N 64-17-5] (Carlo
Erba)

Es un solvente organico utilizado para la disolucion de ML. Su férmula quimica es

C,HeO vy es un liquido incoloro. Tiene un peso molecular de 46,07 g/mol, con un punto de
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ebullicién de 78 °C y una densidad de 0,79 g/cm?a 20 °C. El etanol utilizado en la preparacion

de principio activo fue de alta pureza de 96°.

3.1.5.2 Soluciones

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7,4

La solucién de PBS pH 7,4 se utilizd en la preparaciéon de emulsiones y como medio
receptor en los ensayos de liberacién. La solucidn estd compuesta por 0,27 g de KH,POa4, 1,59
g de Na;HPO4 y 8 g NaCl en 1000 mL agua desionizada filtrada (Milli-Q®) y se ajustd el pH a

7,4 con acido ortofosfaorico.

Solucién acuosa pH 2,5

La solucién acuosa pH 2,5 se utiliz6 como fase mdvil en la cuantificacion de
hidrocloruro de CL mediante HPLC. La solucidon estd compuesta por 2,81 g Na;HPO4
(hidrogenofosfato de sodio) y se ajusta a pH 2,5 con acido ortofosférico en 1000 mL de agua

desionizada filtrada (Milli-Q®) [Stankovié y cols., 2013].

Soluciéon reguladora pH 5,8

La solucién reguladora de fosfatos 0,1M pH 5,8 se utilizd en la cuantificacién de
hidrocloruro de MF mediante HPLC. Se prepard con 1,3 g de Na;HPO4:2H,0 y 13,12 g de
Naz;HPO4-H;0 y se ajustd a pH 5,8 con acido ortofosférico en 1000 mL de agua desionizada

filtrada (Milli-Q®) [Chhetri y cols., 2014].
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3.1.5.3 Marcadores fluorescentes
Isotiocianato de fluoresceina [CAS 33.26-32-7] (MERCK)

El isotiocianato de fluoresceina (FITC) es un marcador fluorescente (Figura 22) que es
de color amarillo anaranjado con un maximo de absorcidn a 495 nm. Tras la excitacién, se
observa un color amarillo verdoso con un maximo de emisién 525 nm. Tiene un peso
molecular de 389,39 g/mol y una solubilidad de 5:103 mg/L en DMSO [Merck, 2017]. En esta

Tesis se utilizd como marcador fluorescente del caseinato de sodio.

HO O OH

Figura 22. Estructura quimica del isotiocianato de fluoresceina [Merck, 2017].

Isotiocianato de rodamina [CAS 36877-69-7] (MERCK)

El isotiocianato de rodamina B (RhBITC) (Figura 23) es un marcador de fluorescencia
organico, que es de color rojo con un maximo de absorcién a 555 nm. Tiene un peso molecular
de 536,08 g/mol y es soluble en etanol y DMSO aproximadamente a 15-10 mg/L [Merck,

2020]. En este trabajo se utilizd para marcar mucina en nanoparticulas de PLGA.
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Figura 23. Estructura quimica del Isotiocianato de rodamina [Merck, 2020].

3.1.5.4 Otros componentes

Azida de sodio [CAS 26628-22-8] (Thermo Scientific)

La azida de sodio es un compuesto inorganico, de un peso molecular de 65,01 g/mol.
Es utilizado como conservante para inhibir el crecimiento de contaminantes como bacterias
u hongos en reactivos de laboratorio, muestras de suero y equipo de dialisis. Es un producto
téxico para el ser humano, debido a que es considerado un potente vasodilatador, ademas
gue no existe un antidoto para la intoxicacion por este componente [Sweetman, 2011]. En
esta tesis doctoral se ha utilizado este reactivo como agente conservante a una concentracion

inferior al 0,04% en peso.

Tween® 20 [CAS 9005-64-5] (Sigma Aldrich)

Tween 20 (monolaurato de polioxietilensorbitano) es un tensioactivo no iénicos del
grupo de los ésteres de sorbitano polioxietilenados, también denominados Polisorbatos.
Tween 20 o polisorbato 20 estda constituido por la cadena hidrocarbonada del acido laurico y

contiene 20 moles de 6xido de etileno. Es un liquido amarillento viscoso a 20 °C.
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PLGA Resomer® RG 752 H [CAS 26780-50-7] (MERCK)

El Poli (D, L-lactida-co-glicolida) (Figura 24) es un copolimero del acido lactico y el acido
glicélico. El PLGA utilizado tiene una relacion lactico:glicélico 75:25 p/p, con peso molecular
4000-15000 g/mol. Esta aceptado por la FDA como excipiente para proporcionar una
liberacidon sostenida de farmacos, debido a su biodegrabilidad y biocompatibilidad [Wang y

cols., 2021]. Se ha utilizado para la preparacién de nanoparticulas.

O
o oyl
n O m
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Figura 24. Estructura quimica del PLGA.

3.1.6 Otros materiales

Membrana de didlisis OrDial D14 (Orange Scientific)

Membrana de celulosa regenerada en forma de tubo, de didmetro 15 mm, con 2,02
ml/cm de volumen, un espesor de 20 um y un tamafio de poro de 12000 a 14000 MWCO
(molecular weight cut off). Esta membrana fue utilizada en los estudios de liberacién de

principios activos a partir de emulsiones.
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Membrana de didlisis Spectra/Por® Biotech CE (SpectrumlLabs)

Membrana de celulosa regenerada en forma de tubo, de didmetro de 10 mm, 0,78
ml/cm de volumen y un tamafio de poro de 3500 a 5000 MWCO. Esta membrana fue utilizada
en los estudios de liberacién de principios activos de emulsiones con nanoparticulas

incorporadas.

Unidad de filtracion Millex® -GP; 0.22 um (MERCK)

Unidades de filtrado de poliétersulfona de tamafo de poro de 0,22 um, esterilizadas
por radiacion. Estos filtros soportan una presién maxima de 10,5 bares. Se utilizaron para
filtrar las muestras provenientes de los estudios de liberacidon antes de ser analizadas por

HPLC.

Centriprep® YM-3, 3 kDa (MERCK)

Los filtros centrifugos Centriprep® de membrana de celulosa regenerada (Figura 25)
son dispositivos de ultrafiltracién desechables que se utilizan para purificar, concentrar y
desalar muestras biolégicas de un rango de volumen de 2 a 15 mL. Proporciona una
ultrafiltracién de 30000 Dalton en un drea de 1 cm?. Consisten en un recipiente de muestra
con una tapa con cierre giratorio, un colector de filtrado que contiene una membrana de
celulosa regenerada Ultracel® de baja adsorciéon Se utilizaron para concentrar las

nanoparticulas de PLGA.
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Figura 25. Unidades de filtrado centrifugo Centriprep® YM-3, 3 kDa.
3.2 Equipos
3.2.1 Equipos para la preparacion de emulsiones y nanoparticulas
Homogenizador de alta cizalla, ULTRA-TURRAX® (IKA)

El homogenizador IKA® ULTRA-TURRAX® T-18 digital (Figura 26jError! No se encuentra
el origen de la referencia.), permite dispersar un volumen de 5 a 15 mL y tiene un rango de
velocidad de 3.000 a 25.000 rpm. El equipo lleva acoplado el vastago S18N-10G. Se utilizd

para la preparacién de emulsiones.

—_—

Figura 26. Homogenizador ULTRA-TURRAX® T-18 digital (IKA®).
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Rotavapor (Biichi®)

El sistema de rotaevaporacion Bichi® (Figura 27) consta de: un bafo calefactor, una
bomba de vacio V-100, un refrigerador recirculante Chiller F-10, y un controlador. Se puede
regular la temperatura de 20 a 180 °C, segun el solvente a evaporar. Este equipo se utilizé en

la preparacion de nanoparticulas.

Figura 27. Rotavapor R-215 (Biichi®), acoplado a una bomba de vacio V-700 (Bichi®)

Bomba peristdltica 323 DU (Watson-Marlow)

La bomba peristaltica utilizada posee un flujo de 0,09 a 2000 mL/min, con una
velocidad de 3 a 400 rpm (Figura 28). Se utilizd para la preparacién de nano-emulsiones

utilizadas como plantilla para la preparacién de nanoparticulas de PLGA.

Figura 28. Bomba peristaltica 323 DU (Watson-Marlow).
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Sonda de ultrasonidos (HIELSCHER)

El homogeneizador ultrasdnico portatil modelo UP200Ht (Figura 29), posee una sonda
ultrasénica de 200 vatios y esta protegida con una caja acustica SPB-L, de cristal acrilico. Se

utilizé para la dispersion de las particulas de mucina.

Figura 29. Homogeneizador ultrasénico portatil modelo UP200Ht (HIELSCHER).

pHmetro y conductimetro (Mettler Toledo)

Se utilizé el equipo Seven compact Duo (Figura 30), acoplado al electrodo de pH InLab®
Expert Pro-ISM (Mettler Toledo) y la sonda de conductividad InLab®710 (Mettler Toledo),
ambas con un sensor de temperatura incorporado, para las mediciones de pH y conductividad

en soluciones y emulsiones.
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Figura 30. (A) pHmetro y conductimetro, Seven compact Duo, (B) electrodo de pH InLab® Expert Pro-

ISM, (C) sonda de conductividad InLab®710, (Mettler Toledo).

3.2.2 Equipos para la caracterizacién

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)

Es un equipo que permite determinar el tamafio de particula basado en la tecnologia
de la luz dindmica dispersada (DLS, Dynamic light scattering) (Figura 31), también permite
conocer el potencial Z de diferentes particulas. La tecnologia de DLS, esta basada en las
fluctuaciones de un laser dispersado por las particulas, que produce su movimiento
browniano, debido a las interacciones con el solvente. Este equipo fue utilizado para la
determinacion del tamafio, polidispersidad y potencial zeta de nano-emulsiones vy

nanoparticulas.

Figura 31. Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.).
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Micro-Raman confocal (Jobin-Yvon LabRam HR800)

La espectroscopia Raman es una técnica de alta resolucion que permite identificar
guimicamente la estructura de la materia. El fundamento se basa en medir la luz dispersada
por un material sobre el cual se hace incidir un haz monocromatico, esta luz dispersada
presenta cambios en la longitud de onda respecto al haz incidente dependiente de la
estructura quimica que posea la muestra. Los haces son recogidos por diversos filtros de

muesca y detectores de carga aplicada (CDD) [Huong y cols., 2010].

La luz del micro-Raman (Figura 32) proviene de un laser de diodo (TEC-120 de Sacher
Lasertechnik), que emite a A= 532 nm y una potencia del laser sobre la muestra de 0,5-4 mV.
El detector utilizado es un CCD enfriado a una temperatura de -70 °C. La muestra se observa
a través de un microscopio 6ptico (Olympus BXFM). Este equipo se ha utilizado para

identificar el sélido presente en algunas emulsiones . Este equipo estd ubicado en los Centros

Cientificos y Tecnolégicos de la Universidad de Barcelona.

\

Figura 32. Micro-Raman confocal (Jobin-Yvon LabRam HR800), acoplado a un microscopio 6ptico
(Olympus BXFM).

Redmetro (Thermo Fisher Scientific)

El equipo utilizado fue el redmetro HAAKE Rheostress 1 (Figura 33) que permite

realizar diferentes mediciones como, por ejemplo, viscosidad a una velocidad de corte
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definida o esfuerzo cortante, determinacién del limite eldstico con pruebas de tension
controladas, pruebas de fluencia y recuperacion para mediciones de estabilidad, mediciones
dinamicas (oscilacidn) para la determinacién de la elasticidad. Ademas, permite el control de
la temperatura de las muestras. Este equipo se utilizd para estudiar la estabilidad mediante

reologia de las diferentes emulsiones estudiadas.

Figura 33. Redmetro HAAKE Rheostress 1 (Thermo Fisher Scientific).

Microscopio éptico (LEICA), microscopio fluorescencia (Olympus) vy
microscopio 6ptico confocal de fluorescencia (Zeiss)

El microscopio dptico Leica DM1000 Led (Figura 34A) fue utilizado para caracterizar
las emulsiones y en los estudios de estabilidad. Las imagenes de las emulsiones se trataron

con el software Leica Application Suite.

El microscopio dptico de fluorescencia Olympus BX54TRF-6, tiene acoplada una
camara digital (Olympus DP73) (Figura 34B). Este equipo fue utilizado para la toma de
imagenes fluorescentes de las emulsiones y estd ubicado en la unidad de caracterizacion de

liguidos nanoestructurados (U12) del NANBIOSIS (CIBER-BBN) en el IQAC-CSIC.
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Figura 34. (A) microscopio 6ptico Leica DM1000 Led, (B) el microscopio éptico de fluorescencia

Olympus BX54TRF-6, acoplada a una cdmara digital Olympus DP73.

Se utilizd el microscopio Zeiss LSM 880 Airyscan (Figura 35), con la lente de objetivo
Plan-Apochromat 63x 1,4 Qil DIC M27 para caracterizar las emulsiones y nanoparticulas,
marcadas fluorescentemente. Con las imagenes obtenidas se hicieron reconstrucciones en
tres dimensiones. Este equipo estd ubicado en los Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la

Universidad de Barcelona.
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Figura 35. El microscopio LSM 880 Airyscan (Zeiss).
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3.2.3 Equipos para cesidn y cuantificacién de principios activos

Equipo de disolucion (Hanson)

El equipo de disolucion Vision® G2 Elite 8™ Dissolution Test (Figura 36) consta de un
controlador Autoplus Maximizer™, el cual programa la toma de muestra y las condiciones de
trabajo controlando las demas partes del equipo; un recolector de muestras automatico
Autoplus MultiFill™, que permite tomar muestras a diferentes tiempos; un bafio
termorregulado, donde las soluciones receptoras se mantienen a una temperatura
establecida, esta solucion receptora se usa para mantener el volumen fijo en el equipo de

disolucidén gracias al controlador (USP 42-NF 37)[USP31, 2008].

Autoplus
Maximizer™

Autoplus
MultiFill™

Vision® G2 Elite 8™
Dissolution Test

Figura 36. Equipo de disolucién Vision G2 Elite 8 con muestreo automatico (Hanson).

En esta tesis doctoral, se han utilizado vasos de 150 mL donde se incorpora una forma
farmacéutica (solucion, emulsién, etc.) que contiene un principio activo, ya sea en bolsas de
dialisis o células de inmersidn. En el vaso se vierte una solucién receptora, PBS a 37°C. Al
incorporar la forma farmacéutica se extrae muestra en diferentes tiempos para estudiar la
liberacion desde la misma. Se utilizd una agitacion de 25 rpm, y se le adaptd la automatizacion

de la toma de muestra para evitar el error humano al extraer muestras.
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Cromatoégrafo liquido de alta resolucién (HPLC) (Shimadzu)

El equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) Shimadzu, Nexera series
(Figura 37). Este equipo permite separar analitos mediante diferentes fases y columnas de

separacion. El HPLC se utilizé para la cuantificacion de principios activos.

Consta de: un controlador, que permite ajustar los diferentes parametros para el
funcionamiento; un desgasificador, que permite eliminar aire presente en las diferentes fases;
dos bombas para fase acuosa y orgdnica; un muestreador automatico, que permite
seleccionar las muestras previamente numeradas; y un detector UV/VIS donde se visualiza la

sefal de los analitos.

Las columnas de fase reversa utilizadas fueron: para hidrocloruro de CL la columna
Xbridge® BEH C18 2,5 um y longitud de 75 mm; para hidrocloruro de MF la columna Cortecs®
C18 2,7 um y longitud de 75 mm; y para ML la columna Cortecs® T3 2,7 um y longitud de 50
mm, Waters. Cada columna se utilizé con su respectiva precolumna (CORTECS C18 VanGuard

Cartridge Cart 2.7um, 3.9X5mm y XBridge BEH C18 V-Gd Cart 2.5um 3.9X5 XP).

Figura 37. Equipo de HPLC, Nexera series (Shimadzu).
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3.2.4 Equipos para estudios de citotoxicidad

Espectrofotémetro para Microplacas (Epoch ™)

Este equipo es un espectrofotometro UV/Visible que puede cuantificar varias
muestras en microplacas (Figura 38). Este equipo se utilizé para el ensayo de MTT, en el cual

era necesario leer a una longitud especifica.

Figura 38. Espectrofotdmetro para Microplacas (Epoch ™).

Cabina de seguridad bioldgica (Telstar)

La cabina de seguridad bioldgica de Clase Il (Figura 39) se ha utilizado debido a que
proporciona la proteccion: al personal, el producto y del medio ambiente de particulas
peligrosas, tales como agentes que requieren de bioseguridad de nivel 1, 2 o 3 de contencion.
Posee un flujo laminar horizontal y un sistema de filtracion de dos filtros HEPA; uno colocado
sobre la superficie de trabajo y el segundo en el sistema de extraccidn de la cabina. Esta cabina
se utilizd para trabajar con células en los ensayos de toxicidad, evitando contaminacion de

parte del exterior afectado al ensayo.
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Figura 39. Cabina de seguridad biolégica de Clase Il (Telstar).

Incubador CO; (ThermoFisher Scientific)

El incubador de CO, Heracell 150i de 150 litros (Figura 40), permite mantener
concentraciones de humedad (95 +3%) CO2 (0 a 20%), O2 (1 a 90%) y temperatura (3 a 55°C).
Posee un método de descontaminacion con calor himedo automatico. Este equipo se utilizé
para mantener células a una concentracién de CO; y temperaturas controladas en un

ambiente estéril, para realizar estudios de citotoxicidad.

.t 2
n
Figura 40. Incubador de CO2 Heracell 150i (ThermoFisher Scientific).
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Centrifuga refrigerada Megafure 16R (Thermo Fisher Scientific)

La centrifuga modelo Heraeus Megafuge 16R de Thermo Scientific (Figura 41) ofrece
una gran capacidad, permitiendo adaptar diversos rotores para diferentes aplicaciones. El
control de temperatura es de -10 a 40 °C. Tiene una velocidad mdaxima de 15200 rpm y 25830
g. Se utilizé para la concentracion de nanoparticulas y determinacién de eficiencia de

incorporacion de principios activos.

Figura 41. Centrifuga refrigerada Megafure 16R (Thermo Fisher Scientific).
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3.3 Métodos

3.3.1 Preparacion de las emulsiones

Se prepararon soluciones concentradas de cada biopolimero (polisacaridos vy
proteinas), para ello se pesé cada biopolimero y se incorpord PBS pesandolo en un vaso
precipitado para llegar a la concentracion deseada, luego mediante agitacion magnética
durante 1 hora a 250 rpm a 25°C. Posteriormente, las muestras se ultrasonicaron en un bafio
de ultrasonidos durante 30 minutos para facilitar la disoluciéon y se mantuvieron durante 12
horas a 25 °C, en un bafio termorregulado, para eliminar burbujas de aire que se formaron
durante la dispersion, obteniéndose las soluciones concentradas de cada biopolimero.
Después, se prepararon mezclas de alginato-BSA (AB), alginato-caseinato (AC) y pectina-
caseinato (PC), a diferentes concentraciones a temperatura ambiente. Para ello, las
soluciones concentradas se mezclaron utilizando un homogeneizador de alta cizalla a 25.000
rom durante 2 min para obtener las emulsiones, agregando una soluciéon concentrada de
biopolimero sobre el otro. (Figura 42). Después de 24 horas a 25°C, en un bafio

termorregulado, las emulsiones se utilizaron para los diferentes ensayos.

Alginato
PBS 1M
pH7,4

Homogenizacion
25.000 rpm

Figura 42. Esquema de formacién de una emulsidn de caseinato en alginato, a partir de dos soluciones

concentradas de los biopolimeros, mediante homogeneizacidon por ultraturrax.
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Para cada formulacién, se prepararon 6 g finales. Para ello, se mezclaron cantidades
iguales en peso de solucidn de polisacarido y de solucion de proteina, y cantidades extremas
de cada una de las fases. Cuando la proporcién de las fases era distinta, siempre se adiciond
la fase que estaba en mayor proporcién sobre la de menor proporcién. En cambio, cuando el
peso de las dos soluciones era el mismo, se mezclaron las dos fases a la vez. La composicidon
de cada formulacién, asi como el orden de incorporacién se detalla en el apartado de

resultados para cada sistema estudiado.

En las formulaciones que contenian caseina o caseinato de sodio se adiciond un 0,04%
de azida de sodio, que es un conservante antimicrobiano que evita la rdpida contaminacion
de la proteina. Este conservante aparece en numerosas publicaciones donde se estudia el
comportamiento fasico o la reologia de formulaciones con caseina, para evitar el crecimiento
de microorganismos [Maestro y cols., 2020]. Aungue es un producto tdxico, se utiliza a muy
baja concentracién, por lo que no interfiere en las propiedades de las emulsiones y en un

futuro se estudiara su sustitucidn por otro conservante adecuado para uso farmacéutico.

En el caso del sistema alginato-caseinato etanol (ACe), la solucién concentrada de

caseinato se preparo en una relacion 70:30 en volumen de PBS:etanol.

3.3.2 Incorporacién de principios activos

El hidrocloruro de CL se incorpord en el sistema alginato-caseinato y pectina-caseinato
al 2% de concentracion final. De manera general, cuando se prepararon las soluciones
concentradas poliméricas en PBS, el principio activo se incorporé en la solucién polimérica

gue constituird la fase interna de las emulsiones.

En relacién con el hidrocloruro de MF, se adiciond a las emulsiones del sistema
pectina-caseinato a una concentracion del 2% en peso. La incorporacién del principio activo

se realizd del mismo modo que en el caso del hidrocloruro de CL.

La ML se incorpord al 1% en peso a emulsiones de caseinato en PBS-etOH en alginato.

Debido a la baja solubilidad en agua de este principio activo, se disolvidé en soluciones de
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caseinato con una relacion en volumen 70:30 de PBS y etanol. El alginato de sodio posee una
baja solubilidad en etanol [Hermansson, 2016], en cambio, fue posible preparar soluciones
de caseinato de sodio en la mezcla hidroalcohdlica PBS: etanol en una relacion en volumen

de 70:30.

Todas las emulsiones con principios activos se caracterizaron macroscopica y

microscopicamente y se estudio su estabilidad a 25 °C.

Nomenclatura de las emulsiones

Los nombres de las soluciones poliméricas se han abreviado de la siguiente forma: A,
alginato de sodio; C, caseinato de sodio; P, pectina. Cuando la solucién de caseinato de sodio
se prepard en una mezcla hidroalcohdlica se indicé como Ce. Las abreviaturas de los principios
activos son: CL, hidrocloruro de clindamicina; MF, hidrocloruro de metformina y ML,

melatonina.

Las mezclas de soluciones poliméricas se nombraron en funcién de los polimeros
constituyentes y su concentracion en la formulacion final (Figura 43). El primer polimero es el
gue constituye la fase interna y el segundo la fase externa de las emulsiones. Por ejemplo: Ia
emulsién C1,25/A2,75 indica que, la solucién de caseinato de sodio (C) constituye la fase
interna y el caseinato de sodio estd en una concentracion de 1,25% p/p en la mezcla final, y
la solucion de alginato de sodio (A) constituye la fase externa y el alginato de sodio estd a una
concentracion del 2,75% p/p en la mezcla final Cuando las emulsiones contienen un principio
activo como, por ejemplo, clorhidrato de CL, se indica la concentracion final de la mezcla. La
emulsién C1,25CL2/A2,75 indica que la concentracion de CL en la mezcla final era del 2% p/p
y se incorpord el principio activo en la soluciéon de caseinato de sodio, en cambio, en la

emulsién C1,25/A2,75CL2 el hidrocloruro de CL se incorpord en la solucién de alginato.
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Fase externa

C1,25CL2/A2,75 o 5
» Clindamicina incorporada en la solucion de

Fase interna caseinato

Fw Clindamicina incorporada en la solucién de
C1I25/A2,75C|_2 alginato

Fase interna

A: Alginato Los nimeros indican concentracion peso/peso (%)
C: Caseinato A2,75= Alginato 2,75% peso/peso en formulacién final
CL: Clindamicina

Figura 43. Ejemplo de nomenclatura de emulsiones.

Las mezclas que no formaron emulsién y las que poseen una estructura bicontinua, no
se nombraron segun la composicién de las fases interna y externa sino segun el orden de

incorporacion de las soluciones poliméricas.

3.3.3 Caracterizacién macroscépica y microscopica de las emulsiones

Se prepararon 6 g de mezclas de soluciones de polisacarido y proteina (alginato-
caseinato y pectina-caseinato) en tubos de vidrio con tapdn de rosca y se mantuvieron en un
bafio termorregulado a 25 °C. Después de 7 dias, las mezclas se observaron macro y
microscépicamente, para comprobar la formacién de gotas de emulsion y para identificar las
fases. De este modo se pudieron representar en diagramas pseudobinarios, las zonas de

formacion de emulsiones.

Para determinar el tipo de la emulsidn se marcé el BSA y el caseinato con fluoresceina,
con la finalidad de caracterizar las emulsiones mediante microscopia confocal de
fluorescencia. Esto debido a que el grupo reactivo isotiocianato reacciona con los grupos
amina y sulfhidrilo de las proteinas, formando un enlace covalente [Maeday cols., 1969].Para

ello, se preparé una soluciéon de isotiocianato de fluoresceina (FITC) al 2% p/v en

84



dimetilsulféxido (DMSO), se mezcld al 0.1 % en peso con las soluciones concentradas de
caseinato y BSA, se conservaron durante 2 h a 25 °C. Las mezclas de caseinato-FITC, BSA-FITC,
y las emulsiones formadas con caseinato y BSA marcado con FITC, se protegieron de la luz,

debido a que el marcador fluorescente es fotosensible.

3.3.4 Determinacién de tamafo de gota de las emulsiones y estudio de

estabilidad

Se determino el tamafio de gota de las emulsiones mediante microscopia éptica y
microscopia confocal de fluorescencia. Las muestras analizadas se tomaron de la zona media
del recipiente, a los siete dias de su preparacion y después de una agitacion moderada. Las
imagenes de fluorescencia se analizaron mediante el software Imagel y se reestructuraron

tridimensionalmente.

Para los estudios de estabilidad y conteo de gotas, se prepararon emulsiones con y sin
principio activo y se mantuvieron por un tiempo determinado a 25°C o 4°C, protegidas de la
luz cuando contenian ML. Se efectud un recuento de gotas de algunas emulsiones tomando
300 gotas y aplicando el software Adobe Photoshop® CS6. Los resultados se expresaron en

porcentaje de gotas.

Todos los ensayos de determinacion del tamafio y recuento de gotas se realizaron por

triplicado.

3.3.5 Identificacién de sélido por espectroscopia confocal RAMAN

Con la finalidad de determinar la composicién del sélido presente en algunas mezclas,
poliméricas se utilizd la técnica de espectroscopia confocal Raman, transcurridos 7 dias desde
la preparacidn de las muestras. Se tomaron las muestras sélidas presentes en el fondo del
recipiente y se introdujeron en una estufa a 50° C durante 48 h. Posteriormente se analizaron

las muestras sdlidas mediante espectroscopia confocal, por triplicado.
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3.3.6 Determinaciéon de la viscosidad y propiedades reoldgicas

Para los estudios de comportamiento reoldgico se utilizd el redmetro Haake
Rheostress 1, equipado con una configuracion de geometria placa-placa, con una placa
inferior fija y una placa superior moévil PP60 Ti, de 6 cm de didmetro. El espacio entre las placas

se fijé en 1 mm.

En primer lugar, se establecié la zona lineal de viscosidad, es decir, el intervalo al cual
el médulo eldstico (G’) y el médulo viscoso (G”), son independientes de la deformacion
aplicada a una frecuencia determinada. Para ello se efectud un ensayo de deformacién entre
0y 200 Pa a una frecuencia constante de 1 Hz. Una vez obtenida la zona lineal, se estudiaron
los médulos G’y G”, los cuales se midieron en el rango de 0,01-20 Hz a una tension constante
de 5 Pa. Se registraron curvas de viscosidad y flujo durante 3 min durante el periodo de
aceleracién (0 - 100 s?), 1 min a 100 s y 3 min durante el periodo de desaceleracién (100-0

s1). Los ensayos oscilatorios y rotacionales se llevaron a cabo a 25 °C y por triplicado.

La determinacidn inicial tras la preparacién de las muestras se realizaba a las 48 horas

para evitar el error de las burbujas de aire generadas en la formacién de la emulsién.

Todos estos estudios se realizaron cada semana tras la preparacién de la emulsién hasta la

separacion de fases.

3.3.7 Estabilizaciéon de emulsiones W/W por métodos quimicos

Como método quimico de estabilizacién se ha utilizado la incorporacién de glucono-
delta-lactona (8). Para ello se utilizaron concentraciones entre el 0,5 y el 2 %, este agente, el
cudl fue utilizado para la gelificacion de alginato y caseinato. En primer lugar, al momento de
preparar cada solucién concentrada se le incorpord glucono-delta-lactona, luego se le afiadié
PBS para obtener la concentracidén deseada, se mezclé mediante agitacion magnética a 250

rpm a 25 °C. Posteriormente, se ha seleccionado una concentracién especifica para luego
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formar emulsiéon entre una solucién concentrada de biopolimero con la incorporacion de

glucono-delta-lactona frente a otra solucién sin la presencia del agente estabilizante.

3.3.8 Estabilizacién por métodos fisicos

Estabilizacidn por incorporacién de particulas de mucina

Se prepararon emulsiones de fase externa alginato y, de fase externa caseinato a las
gue se incorpord mucina. Esta se incorpord al 0,1 y 1% en peso a las soluciones poliméricas
qgue constituian la fase interna. La mucina es insoluble en agua por lo que se prepard una
suspension. Para ello se dispersaron las particulas de mucina en PBS y durante 30 minutos a
25 rpm. A continuacion, se dispersé la mucina mediante una sonda de ultrasonido segun el
método descrito por Beldengriin, 2020, a ciclos de 5 s encendido sobre 5 s de apagado
durante 60 s a una amplitud de 40% [Beldengriin y cols., 2020]. Seguidamente, la suspensién
de particulas de mucina al 0,1y 1 % se incorporé a la solucidon concentrada de alginato o de

caseinato y se mantuvo en agitacion hasta formar la emulsion.

Para la localizacién de la disposicién de las particulas de mucina en las emulsiones se
procedid a marcar la mucina fluorescentemente de color rojo (rodamina) y el caseinato de
color verde (fluoresceina). Para ello, se prepararon las soluciones fluorescentes de
isotiocianato de fluoresceina (FITC), que proporcionaba una imagen fluorescente de color
verde y rodamina (RITC), de color rojo, al 2% p/v en DMSO. Se mezclé la solucién de marcador
fluorescente al 0.1 % en peso con las soluciones concentradas de caseinato y las suspensiones
de mucina y se conservaron durante 2 h a 25 °C. Las soluciones de caseinato-FITC y se
mezclaron con las suspensiones de mucina-RITC para luego incorporarse a las soluciones de
alginato y asi formar emulsiones. También se prepararon emulsiones con las mezclas de
soluciéon de alginato y la suspension de mucina -RITC que se incorporaron a la solucién de
caseinato-FITC. Las formulaciones se protegieron de la luz, debido a que el marcador
fluorescente es fotosensible. Tras 24 horas se observaron al microscopio dptico confocal de

fluorescencia. A partir de las micrografias confocales obtenidas, se realizé una reconstruccion
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3D mediante procesamiento de imagenes con el software ImagelJ. Posteriormente se hicieron

estudios reoldgicos y cesidn de hidrocloruro de CL.

Estabilizacidn por incorporacién de nanoparticulas de PLGA

En primer lugar, se han preparado nano-emulsiones siguiendo un método
desarrollado por nuestro grupo de investigacidon y descrito en la literatura utilizando el
método Phase Inversion Composition (PIC) [Calderd y cols., 2011] a 25 °C. Para la preparacion
de la nano-emulsidn, se selecciona PBS como fase acuosa, acetato de etilo como fase organica
y como tensioactivo el Tween 80. En un tubo de ensayo se pesa la fase organica y tensioactivo,
gue posteriormente se deja en agitacion mediante vértex a 3.200 rpm. Utilizado un soporte
de tubos en agitacion, se le anade gota a gota el PBS mediante el uso de la bomba peristaltica
a 10 rpm, como se muestra en la Figura 44. Este proceso de manera semi automatica permite
obtener una mayor reproducibilidad al momento de formar las nano-emulsiones. La nano-
emulsion final consistié en un 7% en peso de mezcla orgdnica, un 3% en peso de TWEEN® 80

y un 90% en peso de PBS.

Fase organica
Tween 80

Fase
acuosa

Figura 44. Sistema de formacidon de nano-emulsion semi-automatizado. Consta de una bomba
dosificadora que mueve la fase acuosa a un flujo fijo hacia el tubo en agitaciéon en un vdrtex, donde

cae gota a gota, manteniendo una alta reproducibilidad.
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Una vez formadas las nano-emulsiones se procedié a la formacién de nanoparticulas.
Para ello se utilizé el método de evaporacidn del solvente de las nano-emulsiones a presidon
reducida mediante un rotavapor. Para ello se evaporé el acetato de etilo de la nano-emulsién
mediante la reduccion al vacio de 200 a 43 mbar lentamente durante 15 min y luego 45 min
a 43 mbar, con una velocidad de rotacion de 100 rpm. El bafio de agua se fijé a 25 °Cy el
liquido refrigerante a -5 £ 0,5 ° C, se ajusté el volumen de la nano-dispersion afiadiendo agua

MilliQ de acuerdo con el disolvente evaporado.

Las dispersiones de nanoparticulas se concentraron utilizando las unidades de filtrado
centrifugo Centriprep® YM-3, 3 kDa (Merck). El protocolo utilizado fue: 75 min, a 25 °C con

una fuerza centrifuga relativa de 2.300 x g [ch y cols., 2015].

Para los estudios de caracterizacidn, la fase oleosa se le incorporé rodamina B (Rho).
La solucién organica de Rho se prepard con 4% en peso de PLGA, 0,01% en peso de Rho y

disolvente organico (mezcla de etanol/acetato de etilo 20/80 v/v).

Las mediciones del didmetro hidrodindamico, el indice de polidispersidad (Pdl) y el
potencial zeta () de nano-emulsiones y dispersiones de nanoparticulas se realizaron
utilizando el Zetasizer. El tamafio y Pdl se determinaron mediante dispersién dindmica de luz
(DLS), y T se valoré mediante mediciones de movilidad electroforética. Para la evaluacion g,
las muestras se diluyeron 1:10 con agua MilliQ. Todos los ensayos se realizaron a 25 ° C. Se

realizaron mediciones por triplicado en cada muestra.

Una vez obtenidas las nanoparticulas cargadas con Rho o vacias, se procedid a
incorporarlas a las emulsiones. Sin embargo, antes las nanoparticulas fueron concentradas 3
veces mediante el uso de las unidades de filtrado Centriprep® YM-3, 3 kDa. El protocolo
utilizado fue la centrifugacion durante 75 minutos a 25°Ca 2300 x g [Fornagueray cols., 2015].
Una vez concentradas las nanoparticulas, se afiadieron a las soluciones concentradas de
alginato o caseinato a una concentracion especifica (detallada en el apartado de resultados)

y se procedid a formar emulsiones tal y como se indica en el apartado 3.3.1.

Se utilizé un microscopio confocal de fluorescencia para observar emulsiones W/W

gue contenian NP (cargadas con rodamina). El caseinato fue marcado con FITC. A partir de las
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micrografias confocales obtenidas, se realizé una reconstruccion 3D mediante procesamiento

de imdagenes con el software ImageJ.

3.3.9 Estudios de liberacién a partir de las formulaciones

Se estudio la liberacion de los principios activos (hidrocloruro de CL, hidrocloruro de
MF o ML) a partir de las formulaciones desarrolladas. Los estudios se llevaron a cabo a 37 °C

durante 24 horas en el equipo de disolucion.

Se realizaron cuatro réplicas de cada formulacion preparada 24 horas antes del
ensayo. Las muestras se depositaron en celdas de inmersion de 15 mm de diametro,
aproximadamente 0,5 g (Figura 45) y se separaron de la solucién receptora mediante una
membrana de didlisis. Posteriormente, las celdas se introdujeron en 150 mL de PBS pH 7,4 a

37 °C bajo agitacion constante a 25 rpm mediante palas recubiertas de politetrafluoroetileno

_J\nillo de
V retencion

Arandela

(PTFE).

MEMBRANA DE

Q/ DiALISIS

- Placa de ajuste
con anillo

@

Cuerpo de
célula

¢

Herramienta
de alineacién

Figura 45. Dispositivo del equipo de disolucién Vision Elite con celda de inmersion (Hanson, Inc). Esta
formada por un anillo de retencion que permite contener la muestra dentro del cuerpo de la celda,
sobre la membrana de didlisis; todo es ajustado con la herramienta de alineacion.

90



Se extrajeron muestras de solucién receptora de 1 mL de manera automatica a 17
tiempos previamente determinados (0, 5, 15, 30, 45 minutos y 1, 1:30, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 20,
22 y 24 horas) mediante los equipos Autoplus Maximizer™ y Autoplus MultiFill™, ambos de
Hanson Research. Durante los ensayos, se mantuvieron las condiciones sink y después de

cada extraccion se adiciond de manera automatizada el mismo volumen extraido de PBS.

3.3.10 Cuantificacién de principios activos por HPLC

La cuantificacidn de principios activos en las muestras de los ensayos de liberacion se
realizd mediante HPLC. Las condiciones experimentales para cada principio activo se resumen

en la Tabla 1. Las columnas estan descritas en el apartado 3.2.3.

Tabla 1. Condiciones experimentales para la cuantificacién de los principios activos.

Condiciones cromatograficas/ Clindamicina

Metformina Melatonina
principio activo hidrocloruro hidrocloruro
Volumen de inyeccion (pl) 20 20 20
Longitud de onda (nm) 195 233 229
Flujo (ml/min) 0,8 0,8 0,8
Fase acuosa (FA) Solucién Na,HPO, Solucién Fosfatos Agua MilliQ
Fase orgdnica (FO) Acetonitrilo Acetonitrilo Acetonitrilo
Relacién FA:FO 70:30 35:65 45:55
Elucién Isocratica Isocratica Isocratica
Tiempo retencién (min) 1,2 0,95 0,98
Referencia Pashaei y cols., 2019 Chhetriy cols., 2014 Hafner y cols., 2009

*Solucidn de fosfato 0,1 M pH 5,8: (Na,HPO, - 2 H,0) (Na,HPO, + H,0)

Para cada uno de los principios activos se prepard una curva de calibracién en PBS,
realizandose diluciones seriadas desde una solucién de 1 g/L. A partir de la disolucion madre

se prepararon los siguientes puntos, 10, 25, 50, 100, 200, 500 ppm, por triplicado.
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3.3.11 Estudios de citotoxicidad

La viabilidad celular en presencia de las emulsiones W/W seleccionadas se evalud con
un ensayo colorimétrico MTT [Putnam y cols., 2001]. Este ensayo colorimétrico determina la
viabilidad celular por la actividad mitocondrial. Si la formulacién no es téxica y las células son
viables, a partir del reactivo MTT se forman cristales de formazan por accion de la actividad
mitocondrial (Figura 46), que disueltos en DMSO presentan una elevada absorbancia a 570
nm. En cambio, si hay muerte celular los cristales de formazan no se forman, ya que cesa la

actividad mitocondrial y la absorbancia es menor o cercana a cero.

Para cada ensayo, se sembraron baja campana de flujo laminar células Hela
(aproximadamente 2 x 103 células por pocillo) en una placa de 96 pocillos en 200 pL de DMEM.
Las células se incubaron durante 24 h, a 37 ° C bajo una atmésfera de CO; al 5%. El medio de
cultivo se reemplazdé con muestras a las concentraciones requeridas. El reactivo MTT se
agregd a una concentracion final de 0,5 mg/mL (25 pL) en PBS y se incubd 2 h a 37 °C.
Posteriormente, se retiré el medio y se agregaron 200 pl de DMSO para disolver los cristales
de formazan. La placa se agité durante 15 min a temperatura ambiente. La absorbancia se

midié a A=570 nm con el espectrofotdmetro de microplacas.

/@ Reduccidén
\ N=N mitocondrial N
O~ -
— N=N N Succionildeshidrogenasa |
+Y NfN N
- 7
Br S / \br/

MTT
Formazan

Figura 46. Reduccién mitocondrial de MTT a formazan.
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3.3.12 Andlisis de datos

A partir de las concentraciones de farmaco en las muestras de disolucién, se calcularon
los porcentajes disueltos acumulados a cada tiempo. Posteriormente, se ajustaron a distintos
modelos de disolucién a los datos, para caracterizar cada una de las formulaciones en cuanto

a la velocidad de cesidn, asi como para dilucidar el o los mecanismos implicados.

Los modelos que se ajustaron, de acuerdo con los perfiles observados y el tipo de
formulaciones fueron: Orden 1 (ecuacién 3), Weibull (ecuacién 4), Higuchi (ecuacién 5) y
Korsmeyer-Peppas (ecuacion 6). En el caso de los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas se

utilizaron los datos hasta el 60% del farmaco disuelto [Costa & Lobo, 2001].

F =100 (1— e 1) (Ecuacién 3)

8
F=100- <1 — e_7> (Ecuacion 4)

F = ky - t°° (Ecuacién 5)
F = kgp - t" (Ecuacion 6)

donde F es el porcentaje de farmaco disuelto/liberado, k1 es la constante de
disolucién de orden 1, B es un pardmetro de forma, a es un pardmetro de escala de tiempo,
kn es la constante de Higuchi, Kkp es la constante de liberacion de Korsmeyer-Peppas y n es el

exponente disfuncional que informa acerca del mecanismo implicado en la liberacién.

a'/B = t; (Ecuacién 9)

Donde tq representa el tiempo de disolucion de Weilbull.
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Los criterios de seleccion del modelo que mejor ajusté a los datos de disolucién fueron
el coeficiente de correlacién entre los valores observados y predichos (Robs-pred) Y €l menor
valor de AIC (Criterio de informacidn de Akaike) [Akaike, 1974], de acuerdo con la ecuacion

10.

AIC =n* Ln SQR + 2p (Ecuacion 10)

donde, n es el numero de datos experimentales, p el niumero de parametros del

modelo, y SQR, la suma de los cuadrados de los residuales (ecuacién 11).

2 .2
SQR = Z?:l(yi—obs - yi—pred) (Ecuacion 11)

siendo n el numero de observaciones e yiobs € Yipred 10s poncentajes de farmaco

liberado a cada tiempo observados y predichos, respectivamente.

Se utilizo el complemento de Excel DDsolver [Zhang y cols., 2010] para dichos ajustes.

En relacién a los resultados de toxicidad fueron analizados mediante una prueba de
test no paramétrico, debido a que las muestras no distribuian de manera normal, y un post-
hoc de Mann-Whitney para muestras pequenas. Para estos estudios se trabajé conn=3-4.Y
se considerd una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 (Prism 8.0; GraphPad

Software).
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Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION

95



4.1 Estudios preliminares

Para la formacién de las emulsiones W/W se han seleccionado diferentes mezclas de
proteinas y polisacaridos. El criterio de seleccién de las macromoléculas se ha basado en la
biocompatibilidad y en su utilizacién en formas farmacéuticas. La busqueda de proteinas y
polisacaridos se basd en los estudios de Grinberg y Tolstoguzov, 1997 [Grinberg &
Tolstoguzov, 1997]. Estos investigadores describieron las condiciones necesarias para la
incompatibilidad termodinamica de diversos sistemas de proteina-polisacdrido en solucion
acuosa. También se han considerado resultados previos obtenidos en el grupo de

investigacion [Beldengriin y cols., 2018] [Beldengriin y cols., 2020].

Mezclas poliméricas binarias

Las proteinas y polisacaridos seleccionados se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Polisacaridos y proteinas utilizados para la formacién de emulsidn, con su pKa y punto
isoeléctrico (pl), respectivamente.

Polisacaridos pKa Referencia
Alginato 3,4-4,4 Shinde & Nagarsenker, 2009
Pectina 3,5 Opanasopity cols., 2008
Proteinas pl Referencias
Albumina de suero de 4,7 Gey cols., 1998
bovino (BSA)
Caseina/caseinato 4,6 Fox & Mulvihill, 1990
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La seleccidn de las diferentes macromoléculas se basé en lo siguiente:
Polisacaridos:

& El alginato de sodio tiene un pKa entre 3,4 y 4,4 [Shinde & Nagarsenker, 2009], y a pH
neutro sus grupos ionizables estaran preferentemente en forma anidnica. La repulsion
electrostatica entre dos biopolimeros en solucidén acuosa favorece la separacién de
dos fases acuosas y permite la formacion de emulsiones W/W. La selecciéon de
proteinas con un punto isoeléctrico alrededor de 4 puede dar lugar a este tipo de
emulsiones cuando se mezclan soluciones de alginato y proteina, tal como se ha
descrito en la bibliografia [Antonov & Moldenaers, 2004]. Ademas, el alginato tiene
varias propiedades que lo hacen un buen candidato para la formacidén de emulsiones
biocompatibles y de uso farmacéutico. Puede formar geles y se utiliza como excipiente

en preparaciones farmacéuticas [Sheskey, y cols., 2020].

e La pectina tiene un pKa de 3,5 [Opanasopit y cols., 2008]. Del mismo modo que el
alginato de sodio, puede formar emulsiones W/W cuando se mezclan soluciones
acuosas de pectina con soluciones de proteina al pH adecuado [Rediguieri, 2007]. Se
utiliza en numerosas formulaciones farmacéuticas como gelificante y regulador de Ia

viscosidad [Sheskey y cols., 2020].

Proteinas:

e La proteina albumina de suero de bovino (BSA) tiene un punto isoeléctrico de 4,7. A
pH neutro predominaran las cargas negativas, lo que permitira formar emulsiones con
soluciones acuosas de polisacaridos que se encuentren en forma anidnica a este pH.
EL BSA es una proteina biocompatible y se ha investigado su uso para estabilizar y
reducir la agregacién de proteinas y como nanotransportador de fdrmacos [Sheskey y

cols., 2020].
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e La caseina y caseinato con un punto isoeléctrico de 4,6 [Fox & Mulvihill, 1990]. Las
soluciones de esta proteina pueden formar emulsiones W/W cuando se mezclan con
soluciones de polisacaridos a pH neutro, tal como se encuentra descrito en la
bibliografia [Capron y cols., 2001]. Presentan interesantes propiedades fisicoquimicas

para la liberacién controlada de farmacos (Elzoghby, 2011).

En los estudios preliminares se mezclaron volimenes iguales de solucién de
polisacarido y de solucién de proteina, y volumenes extremos de cada una de las fases. El
método de incorporacion utilizado fue la adicion de la fase de mayor volumen sobre la de
menor volumen. Una vez realizada la mezcla se observé su aspecto macroscopico mediante

microscopia dptica y se comprobd la formacidn de gotas caracteristicas de las emulsiones.

4.1.1 Alginato de sodio-albumina sérica bovina (BSA)

El estudio del sistema alginato-BSA se basd en investigaciones previas de [Antonov,
Grinberg, & Tolstoguzov, 1976], donde las soluciones poliméricas fueron preparadas en un
medio de NaOH 0,1 M. Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion
demostraron la formacion de emulsiones W/W en este sistema [Murat, 2016]. Tal como se
indica en el apartado de Métodos (3.3.1) las mezclas de las soluciones de alginato de sodio y

BSA se prepararon con el homogeneizador ultraturrax y a temperatura ambiente.

Se seleccionaron tres formulaciones que se describen en la

Tabla 3. La seleccion se ha realizado en base al diagrama de fases de los estudios
previos de Murat, 2016, con la finalidad de obtener tres tipos de estructuras (emulsidon de
alginato en BSA, BSA en alginato y una emulsidn bicontinua). Estas formulaciones se
prepararon a partir de soluciones concentradas de alginato al 2% y de BSA al 10% en peso,

como se presenta en el trabajo mencionado.
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Tabla 3. Nomenclatura y composiciéon de formulaciones de alginato (A) y suero albumina de bovino
(BSA).

Codigo de la Fase Peso de solucién Peso de soluciénde  Orden de adicidon
emulsién externa de alginato (A), BSA (B) afiadido ** de los
afiadido * componentes
A0,3/B8,3 BSA lg 5g B sobre A
A1/B5 Bicontinua 3g 3g B sobre A
B1,7/A1,7 A 5g lg A sobre B

* Solucién concentrada de alginato 2%
** Solucion concentrada de BSA 10%

El pKa del alginato de sodio es entre 3,4 y 4,4 [Shinde & Nagarsenker, 2009] y el punto
isoeléctrico del BSA es 4,7 [Ge y cols., 1998]. Esto permite considerar que a un pH
notablemente superior a 4,7 ambos polimeros se encuentran preferentemente en forma
anidnica. Las soluciones concentradas de alginato y BSA se prepararon con una soluciéon de
NaOH 0,1M a pH 13, a la que se le anadieron distintas cantidades de NaCl. En la Figura 54 se

muestra el aspecto microscépico de las formulaciones obtenidas (Figura 47).
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A0,3/B8,3 A1/B5 B1,7/A1,7

NaCl OM

NaCl0,5M

NaCl 1M

NaCl 1,5M

NaCl 2M

Figura 47. Microfotografias (40x) del sistema Alginato/BSA a 25 °C, preparadas con una solucion de

NaOH 0,1M a pH 13, y a diferentes concentraciones molares de NaCl.

En ausencia de NaCl en la mezcla, se observé la formacidn de emulsiones muy diluidas,
con un escaso numero de gotas. La incorporacion de NaCl produjo un incremento del nimero
de gotas, hasta una concentracion del 1,5% de NaCl. A partir de esta concentracion, las gotas

aparecian deformadas, especialmente en las formulaciones A0,3/B8,3 y B1,7/A1,7.
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En base a los resultados anteriores, se seleccioné la concentracion 1M de NaCl porque
se observd la formacién de un nimero elevado de gotas, especialmente en la emulsién
A0,3/B8,3. Luego, se procedié a marcar fluorescentemente el BSA con fluoresceina (color
verde) para caracterizar la estructura de las emulsiones. Para esto en la solucion de BSA se
agrego fluoresceina y se dejo incubar, para posteriormente mezclar la solucién con alginato
sin marcar y formar emulsién. Este marcaje permite identificar la naturaleza de las fases de la

emulsion.

Los resultados muestran que segun el volumen de las fases se forman diferentes
estructuras, es decir: en la formulacién A0,3/B8,3 (Figura 48A) se afiadid 1 g de solucidn de
alginato al 2% en 5 g de solucidn de BSA al 10% y la imagen muestra gotas de alginato (color
oscuro) en medio de caseinato (color verde de la fase externa). La formulacién A1B5 (Figura
48B), tiene una relacion 1:1 de las soluciones de alginato y de BSA y se observa una aparente
bicontinuidad donde gotas de alginato (color oscuro) coexisten con gotas de BSA (color
verde). En cambio, la emulsién B1,7/A1,7, formada por 5 g de solucidn de alginato sobre 1 g
de solucion de caseinato (Figura 48C) presentaba gotas de BSA (color verde) en alginato (color

oscuro). Las gotas tenian un didmetro entre 35a 5 um.

Figura 48. Microfotografias (40x) del sistema Alginato/BSA a 25 °C, preparadas con una solucion de

NaOH 0,1M NaCl 1M a pH 13. (A) A0,3/B8,3; (B) A1/B5; (C) B1,7/A1,7. FITC-BSA.

Con la finalidad de obtener emulsiones W/W en condiciones mas cercanas a las
fisioldgicas a un pH cercano a la neutralidad, se intenté formar emulsiones a pH 7,4, mediante
una solucién amortiguadora de fosfato salino (PBS), en la que se prepararon las soluciones

poliméricas concentradas.
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La caracterizacion microscoépica de las formulaciones resultantes no permitié observar
la formacidn de gotas de emulsidn para las mismas formulaciones estudiadas anteriormente,
probablemente debido a una variacién en la fuerza idnica al utilizar la solucién amortiguadora
de fosfato salino (PBS) que contiene 0,1 M de NaCl, en lugar de la solucion de NaOH 0,1M con

NaCl 1M.

En base a estos resultados, este sistema fue descartado, ya que se considerd mas
oportuno preparar emulsiones a pH neutro, sin una excesiva concentraciéon de NaCl. Sin
embargo, estos resultados previos nos indican que la fuerza idnica y un pH adecuado son
imprescindibles para la formacion de la emulsion W/W y que el volumen de fases es

determinante para la estructura de las emulsiones.

4.1.2 Alginato de sodio-Caseina

Se selecciond el sistema alginato de sodio-caseina segun los estudios descritos en la
bibliografia [Antonov & Grinberg, 1975], en los que se describia la formaciéon de emulsiones
W/W a pH neutro. Se prepararon las soluciones de alginato de sodio y de caseina con PBS a
pH 7,4 para luego formar emulsiones (Tabla 4), que se analizaron macro y microscépicamente
a las 24 h de preparacién. Se partido de soluciones concentradas de alginato al 2% y de
caseinato al 10% vy variando los pesos de cada solucion en las mezclas, se obtuvieron
formulaciones con distintas concentraciones de ambos polimeros. En las formulaciones que
contenian caseina o caseinato de sodio se adiciond un 0,04% de azida de sodio, que es un
conservante antimicrobiano que evita la rdpida contaminacion de la proteina. Este
conservante aparece en numerosas publicaciones donde se estudia el comportamiento fasico
o la reologia de formulaciones con caseina, para evitar el crecimiento de microorganismos
[Maestro y cols., 2020]. Aunque es un producto téxico, se utiliza a muy baja concentracién,
por lo que no interfiere en las propiedades de las emulsiones y en un futuro se estudiara su

sustitucidn por otro conservante adecuado para uso farmacéutico.
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Tabla 4. Nomenclatura y composicién de formulaciones de caseina (C) y alginato (A).

Cdédigodela Fase Peso de solucion de  Peso de solucionde Orden de adicién
emulsién externa alginato (A) afiadido caseina (C) afiadido de los
* ok componentes

C5/A1 Bicontinua 3g 3g A sobre C
C4/A1,2 A 36¢g 24¢g A sobre C
C3/A1,4 A 42¢ 18¢g AsobreC
C2/A1,6 A 4,8¢g 1,2g Asobre C
C1/A1,8 A 54g 06¢g A sobre C

* Solucion concentrada de alginato 2%
** Solucidn concentrada de caseina 10%

Las observaciones macroscopicas de las formulaciones C5/A1 y C4/A1,2 mostraron
separacion de fases inmediatamente después de su preparacidon, en cambio, las emulsiones
restantes (C3/A1,4, C2/A1,6 y C1/A1,8) no presentaron separacion de fases a las 24 horas de
preparacion (Figura 49). Si bien, en este sistema no se estudié el comportamiento fasico, las
emulsiones que presentaron separacion de fases contenian una baja concentracién de
alginato. En cambio, a mayor concentracidon de alginato las emulsiones presentaron una

mayor estabilidad.

C4/A1,2 | C3/A1,4 | C2/A1,6 | C1/A1,8

Figura 49. Emulsiones después de 24h de su preparacién a 25 °C en PBS a pH 7,4.

En los estudios realizados con microscopia dptica se observo la presencia de gotas en
las formulaciones que no presentaban separacién de fases (Figura 50). La disminucién
aparente del tamafio de las gotas (desde 40 a 5 um), se puede deber a que existe una

diferencia de viscosidad, observada por la menor fluidez de la mezcla, entre la solucién
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concentrada de alginato al 2% y la solucién concentrada de caseina al 10%. Al tener una mayor
viscosidad la solucion de alginato, las gotas podrian estar sometidas a un cizallamiento mayor

durante la emulsificacion.

Figura 50. Microfotografias (40x) del sistema alginato/caseina a 25 °C, preparadas en PBS. (A) C3/A1,4;
(B) C2/A1,6; (C) C1/A1,8.

4.1.3 Alginato de sodio-Caseinato de sodio

Debido a las consideraciones anteriores y basandose en estudios descritos en la
bibliografia [Capron y cols., 2001][Antonov & Moldenaers, 2011][Maestro y cols., 2020],
donde se han formado emulsiones mezclando soluciones concentradas de alginato de sodio
al 3% con soluciones concentradas de caseinato de sodio al 15%, se ha pretendido utilizarlas
como forma de aumentar viscosidad e intentar también mejorar la estabilidad. Para este

estudio se ha utilizado PBS a pH 7,4 para la preparacion de las soluciones concentradas.
Se han preparado las formulaciones que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Nomenclatura y composicion de formulaciones de alginato (A) y caseinato (C).

Codigodela Fase Peso de solucionde  Peso de solucionde Orden de adicidn
emulsion externa alginato (A) afiadido caseinato (C) de los
* afiadido ** componentes
A0,5/C12,5 C lg 5g Csobre A
Al1/Cé6 Bicontinua 3g 3g A sobreC
C2,5/A2,5 A 5g 1lg A sobre C

* Solucidon concentrada de alginato 3%
** Solucion concentrada de caseinato 15%
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El caseinato de sodio se marcé con fluoresceina y, tal como se observa en la Figura 51,
se han podido identificar tres tipos de estructuras segun la proporcién de las soluciones
poliméricas en las emulsiones. En la formulacién A0,5/C12,5 (Figura 51A), la fase externa esta
constituida por caseinato de sodio (color verde) ya que la proporcion de la solucidon de
concentrada de caseinato es muy superior a la de la solucién concentrada de alginato; en
cambio, en la emulsién C2,5/A2,5 ocurre lo contrario (Figura 51C). Cuando las soluciones
poliméricas se encuentran en igual proporcion se forman emulsiones bicontinuas (Figura

51B).

Figura 51. Microfotografias (40x) del sistema alginato/caseinato a 25 °C, preparadas en PBS. (A)
A0,5/C12,5; (B), A1/Ce6; (C), C2,5/A2,5. FITC-caseinato.

En base a estos resultados, se ha seleccionado el sistema solucién de PBS pH
7,4/alginato de sodio/caseinato de sodio a 252C para realizar estudios de incorporacién de

principios activos.

Con la finalidad de incorporar un principio activo poco soluble en agua en las
emulsiones W/W formadas en el sistema alginato de sodio/caseinato de sodio, se considerd
la posibilidad de incorporar un pequefio porcentaje de etanol a dichas emulsiones. De
efectuaron unos estudios preliminares de formacidon de emulsiones incorporando etanol, que

se detallan a continuacion.

El caseinato es soluble en una relaciéon PBS:etanol 70:30 [Mezdour y cols., 2006]

[Mezdour y cols., 2008], por ello se preparé una solucién concentrada de caseinato con
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PBS:etOH en relacion 70:30 mientras que la solucién concentrada de alginato se prepard en

PBS.

Se prepararon las mismas emulsiones que en el sistema alginato-caseinato descritas
en la Tabla 5, pero incorporando etanol. Se marcé fluorescentemente el caseinato y la

composicidn, estructura y método de preparacién se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Nomenclatura y composicidon de formulaciones de alginato (A) y caseinato con etanol (Ce).

Codigodela Fase externa Pesode alginato Peso de Orden de Concentracidn
emulsion (A) anadido * caseinato-etOH adiciondelos  final de etOH
(Ce) afiadido ** componentes
A0,5/Cel2,5 C lg 5g Csobre A 18,75%
Al/Ceb Bicontinua 3g 3g A sobre C 11,25%
Ce2,5/A2,5 A 5g lg A sobreC 3,75%

* Solucion concentrada de alginato 3%
** Solucién concentrada de caseinato 15%

Los resultados mostraron que el etanol no fue un impedimento para la formacién de
las emulsiones, tal como se observa en la Figura 52. Igual como en las emulsiones sin etanol
se observan tres tipos de emulsiones: alginato en caseinato; emulsién A0,5/Cel2, (Figura
52A), caseinato en alginato Ce2,5/A2,5 (Figura 52C), y estructuras bicontinuas A1/Ce6 (Figura

52B).

Figura 52. Microfotografias (40x) del sistema Alginato/caseinato a 25 °C, preparadas en PBS:etanol

70:30. (A) A0,5/Ce12,5; (B) A1/Ce6; (C) Ce2,5/A2,5.
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4.1.4 Pectina-Caseinato de sodio

Se estudié la formacion de emulsion con las mezclas de soluciones poliméricas de
pectina y caseinato de sodio a pH 7,4. El comportamiento fasico de mezclas de soluciones de
pectina y de caseinato de sodio en un amplio rango de pH se encuentra descrito en la

bibliografia [Rediguieri y cols., 2007].

Se han preparado las formulaciones que se indican en la Tabla 7, partiendo de una
solucién concentrada de pectina al 3% en peso y una solucién concentrada de alginato de

sodio al 15% en peso.

Tabla 7. Nomenclatura y composicién de formulaciones de caseinato (C) y pectina (P).

Cédigodela Fase Peso de solucion  Peso de solucién de Orden de adicién de
emulsién externa de pectina (P) caseinato (C) los componentes
afiadido ** afadido *
C1,25/P2,75 P 55¢g 05¢g P sobre C
C7,5/P3 Bicontinua 3g 3g CsobreP
P0,25/C13,75 C 1g 5g Csobre P

* Solucion concentrada de pectina 3%
** Solucion concentrada de caseinato 15%

Se observa en la Figura 53 que predominan los tres tipos de estructuras mencionados
anteriormente. Es decir, emulsién C1,25/P2,75 de caseinato en pectina (Figura 53A),
P0,25/C13,75 de pectina en caseinato (Figura 53C) y una estructura bicontinua para C7,5/P3
(Figura 53B).

Figura 53. Microfotografias (40x) del sistema pectina/caseinato a 25 °C, preparadas en PBS. (A)
C1,25/P2,75; (B), C7,5/P3; (C), P0,25/C13,75. FITC-caseinato.
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Emulsiones W/W del sistema pectina-caseinato de sodio fueron seleccionadas para la
incorporacion de dos principios activos hidroéfilos, hidrocloruro de CL y MF, y para estudiar la

cesion de estos farmacos a partir de estas emulsiones.
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4.2 Sistema Alginato de sodio-Caseinato de sodio

A partir de los estudios preliminares de formacion de emulsiones se seleccionaron los
sistemas constituidos por solucion de PBS pH7,4/alginato de sodio/caseinato de sodio para
estudiar de una manera mas sistematica la formacién y la estabilizaciéon de las emulsiones

W/W, asi como la incorporacidn y la liberacidn de principios activos de interés farmacéutico.

4.2.1 Diagrama pseudobinario

Para estudiar el comportamiento fasico del sistema solucion de PBS 7,4/alginato de
sodio/caseinato de sodio, se prepararon mezclas de soluciones poliméricas en PBSapH 7,4y
a diferentes concentraciones de polimero y se observaron las fases que se formaban a 259C.
Se observd la formacion de gotas de emulsion mediante microscopia dptica. Se prepararon
soluciones de alginato de sodio entre el 0,1 y el 3% en peso y soluciones de caseinato de sodio
entre el 0,1% y el 15% en peso, en base a otros estudios descritos en la bibliografia [Capron y
cols., 2001] [Antonov y cols., 2011) [Maestroy cols., 2020]. Capron y cols. estudiaron el mismo
sistema a pH 7 y a 209C, ajustando el pH con una solucién de NaOH 0,1M, Antonov y cols. a
pH 7y a 23 °C, ajustando el pH con una solucién reguladora de fosfatos, mientras que Maestro

y cols., lo estudiaron a pH 8 y a 25 °C, también ajustando el pH con NaOH.

En el diagrama de fases realizado con la solucién de PBS a pH 7,4 se representa, en
abscisas, el porcentaje en peso de alginato de sodio en las soluciones concentradas vy, en
ordenadas, el porcentaje en peso de caseinato de sodio en las soluciones concentradas de
este polimero (Figura 54). Las observaciones se realizaron 48 horas después de la preparacion
de las mezclas, conservadas a 259C. Se pueden identificar dos regiones, una region |
monofasica liquida, a bajas concentraciones de los polimeros, y una regién Il con dos fases
liguidas. Ambas regiones estan separadas por la denominada linea binodal. Estos resultados

se aproximan a los descritos en la bibliografia para el mismo sistema a diferentes pH.

Se marco el caseinato de sodio con isotiocianato de fluoresceina, para identificar las

estructuras formadas al mezclar las dos fases liquidas. En la Figura 54 se muestran a titulo de
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ejemplo tres micrografias de emulsiones formadas al mezclar las soluciones poliméricas: la
emulsién C2,5/A2,5, constituida por gotas de alginato en caseinato (Figura 54A), la emulsion
A0,5/C10,5 formada por gotas de caseinato en alginato (Figura 54C) y la emulsion A1/C6 con

estructura bicontinua, donde coexisten gotas de alginato y gotas de caseinato-

Alginato (%)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Caseinato (%)

Figura 54. Diagrama de fase en no equilibrio de alginato/caseinato (pH 7), observado a 25 ° C después
de 48 horas de preparacion. El diagrama de fases se puede dividir en dos regiones: (l) una fase liquida
y (I1) dos fases liquidas. Se pueden obtener diferentes microestructuras: (A), C2,5/A2,5, emulsion de
caseinato en alginato; (B) A1/C6, emulsidn bicontinua; y (C) A0,5/C12,5, emulsion de alginato en
caseinato. Los puntos indican las mezclas ensayadas. Estas micrografias se observaron mediante
microscopia éptica de fluorescencia (caseinato marcado con FITC).

El primer diagrama de fases publicado sobre este sistema, fue descrito por Capron y
cols., 2001 [Capron y cols., 2001] (Figura 8B). Estos investigadores publicaron un diagrama
mas detallado indicando las lineas de reparto, que indican la composicion de las fases, que

indican la composicion de las fases que constituyen cada mezcla. Antonovy Moldanaers, 2011
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[Antonov & Moldenaers, 2011](Figura 8C), presentaron un diagrama de fases en equilibrio a
pH 7 y 23 °C en solucidn reguladora de fosfatos. Al compararlo con nuestro estudio,
observamos que nuestra linea binodal esta ligeramente mdas cercana a los ejes, es decir, la
zona multifasica aparece a una concentracion polimérica ligeramente inferior. Esto se podria
atribuir al cloruro de sodio que forma parte de la solucién reguladora de fosfato salino (PBS),

gue en consecuencia disminuye la regidn monofasica.

Estas emulsiones se desestabilizan con el tiempo y especialmente cuando se han
preparado con elevadas concentraciones de caseinato de sodio, aparece un sélido precipitado
en la parte inferior del recipiente. La aparicién de una fase sélida se ha descrito en numerosas
publicaciones sobre el sistema alginato de sodio-caseinato de sodio y normalmente el sélido
se elimina por centrifugacién [ [Antonov & Moldenaers, 2011]. También se ha descrito en
otras mezclas poliméricas, como por ejemplo en el sistema constituido por gelatina y

maltodextrina [Beldengriin y cols., 2018] [Kasapis y cols., 1993] [Hoey y cols., 2016].

Para conocer la naturaleza del sélido se analizé6 mediante microscopia confocal Raman
el precipitado formado en 4 emulsiones, cercanas a la linea binodal. Para ello se eliminaron
las fases liquidas, se secaron las muestras en estufa a 40 °C y se analizaron lo sélidos por
Raman. A titulo comparativo también se analizé el alginato de sodio y el caseinato de sodio
en polvo. Los resultados muestran que el caseinato de sodio (color rojo) presenta 3 picos
caracteristicos, cercanos a 550, 900 y 1400 cm™, que no aparecen en el espectro del alginato
de sodio (color negro) (Figura 55). Los sdélidos presentes en las emulsiones muestran los picos
caracteristicos del caseinato, con lo que se deduce que el precipitado corresponde a este

polimero.
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Figura 55. Espectros confocales micro-Raman de caseinato de sodio, alginato de sodio y de muestras
sélidas que aparecen en emulsiones después de 7 dias de preparacion a 25 ° C. En * representa 3 picos
propios del caseinato que se repiten con menor intensidad en las emulsiones y no en el alginato de

sodio.

A partir de estos ensayos, se seleccionaron emulsiones que no presentan precipitados
sélidos a nivel macroscépico después de 7 dias y que tienen una estabilidad superior a una

semana (Tabla 8).
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Tabla 8. Nomenclatura y composicién de formulaciones de caseinato (C) y alginato (A).

Cadigo de la Fase Peso de solucion  Peso de solucién Orden de Pruebas que se
emulsion externa de alginato (A) de caseinato (C) adiciondelos  han utilizado
afadido afiadido componentes
A0,25/C13,75 C 0,5%* 5,5% Csobre A Incorporacion
de CLy MF
A0,17/C11 C 0,5 5,5 C sobre A Incorporacién
de MF
A0,5/C12,5 C 1** 5* C sobre A Incorporacion
de MFy M
A0,33/C10 C 1" 5 Csobre A Incorporacién
de MFy b
C2,5/A2,5 A k¥ 1* A sobreC Incorporacion
de MFy M
C2/A1,67 5" 1 A sobre C Incorporacién
de MF
C1,25/A2,75 A 5,5%* 0,5% A sobre C Incorporacién
de CLy MF
C1/A1,83 A 55" 0,5 A sobre C Incorporacién
de MFy b

* Solucién concentrada de caseinato 15%
** Solucién concentrada de alginato 3%
Solucién concentrada de caseinato 12%

Solucién concentrada de alginato 2%

CL Hidrocloruro de clindamicina

MF Hidrocloruro de metformina

6 Glucono-delta-lactona

M Mucina

Las emulsiones caseinato en alginato (C2,5/A2,5 y C1,25/A2,75) y las emulsiones
alginato en caseinato (A0,5/C12,5 y A0,25/C13,75), se han seleccionado para la incorporaciéon
de hidrocloruro de CL y la incorporacién de mucina como agente estabilizante. La seleccién
de estas formulaciones se debe a que presentaban una elevada viscosidad y una estabilidad
superior a una semana. Se prepararon a partir de soluciones concentradas de alginato al 3%
y de caseinato al 15% similares a otras composiciones descritas en la bibliografia, de las que
existen estudios sobre su comportamiento reoldgico [Capron y cols., 2001] [Maestro y cols.,

2020].
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Las formulaciones de caseinato en alginato C1/A1,83 y alginato en caseinato
A0,33/C10, se han utilizado para estudios de incorporacion de hidrocloruro de MF y
gelificacion con glucono-delta-lactona. Ambas emulsiones se prepararon a partir de
soluciones concentradas de alginato 2% y caseinato 12%, con la finalidad de obtener una
emulsiones menos estables (estabilidad inferior a una semana) y evaluar las posibles

diferencias en la cesidn y su estabilizacion por métodos quimicos

4.2.2 Incorporacion de principios activos

Se seleccionaron las emulsiones W/W que se muestran en la Tabla 9 y se estudio la
incorporacion de dos principios activos modelo, solubles en agua: hidrocloruro de CL y MF.
Posteriormente se estudid la estabilidad de las emulsiones con principio activo y la cesién de

los mismos desde las emulsiones a una solucién receptora.

Hidrocloruro de Clindamicina

Se ha seleccionado CL como principio activo modelo hidrofilico, debido a sus
propiedades fisicoquimicas. Presenta alta solubilidad en agua de 100 mg/mL [Lawrence y
cols., 2018], un pKa de 7,45 [Schwab y cols., 1983] y un coeficiente de particion de 2,16
[Hansch y cols., 1995]. Dentro del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutico (BCS) pertenece

alaclaselll, porlo que tiene una alta solubilidad y baja permeacidon [Papich & Martinez, 2015].

Para el estudio de la incorporacién de CL, se prepararon soluciones concentradas de
alginato de sodio al 3% y de caseinato de sodio al 15%. Se mezclaron pesos distintos de estas
soluciones, tal como se indica en la Tabla 9 y se formaron emulsiones de alginato en caseinato
y de caseinato en alginato. El principio activo se incorpord en la solucion concentrada que
formaria la fase interna en una cantidad suficiente para que en la emulsién su concentracién
fuera del 2% en peso. Las mezclas se prepararon en PBS pH 7,4 y fueron observadas a 24 horas

de preparacién macro y microscépicamente.
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Teniendo en cuenta que las dosis orales son de 150 mg a 300 mg de CL [CIMA, 2022],
si consideramos un peso final de emulsién administrada de 6 g, la dosis de principio activo es

de 120 mg, proxima a las dosis usuales de este antibidtico.

Las observaciones macro y microscdpicas mostraron que la incorporacién de CL a las
emulsiones no impedia su formacion, tanto para emulsiones de caseinato en alginato (Figura
56A, B) como para emulsiones de alginato en caseinato (Figura 56C, D). Macroscépicamente,

no se observo separacién de fases a las 24 horas.
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Figura 56. Micro (40x) y macrografia sistema alginato/caseinato con CL incorporada, 24 horas de su
preparacion. (A) C2,5CL2/A2,5; (B) C1,25CL2/A2,75; (C) A0,5CL2/C12,5; (D) A0,25CL2/C13,75.

Para determinar el comportamiento de la emulsion al incorporar CL, se estudié como
afecta en el pH y la conductividad al agregar una concentracion creciente de este principio
activo. Para esto se prepararon diferentes soluciones a diferentes concentraciones de CL, una

vez homogenizada la muestra, se procedié a la medicién de pH y conductividad.

En primer lugar, se determiné el pH y la conductividad del agua, de la solucién de PBS
y de las soluciones concentradas de alginato de sodio (0,5% p/p) y de caseinato de sodio (2,5%
p/p) en agua y en PBS, esto debido a su concentracion es similar a la concentracion final en la
emulsion. Como se observa en la Tabla 9, las soluciones que contienen PBS tienen una alta

conductividad debido a las sales disueltas. Se observa una ligera disminucién en el valor del
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pH de la solucién de caseinato en PBS, probablemente debido a la interaccidon de las sales con

la proteina.

Tabla 9. pH y conductividad de agua, PBS, y soluciones poliméricas preparadas en agua y PBS. Los
valores son medias de n =3 £ DE.

pH DE Conductividad DE
(HS/cm)

H,O 6,998 - 0,056 -
PBS 7,410 0,001 24887 6
AO0,5H,0 6,895 0,006 1,679 0,022
AO,5PBS 7,397 0,008 19247 0,316
C2,5H,0 6,879 0,003 1,309 0,010
C2,5PBS 7,010 0,008 18607 0,040

Posteriormente, se determind el pH y la conductividad de soluciones de CL a distintas
concentraciones (entre el 2% y el 24% en peso) en agua y en PBS, asi como de las soluciones
de alginato al 0,5% en peso y de caseinato al 2,5% en peso, preparadas en agua y en PBS, con

distintas concentraciones de principio activo (Figura 57).

Como era previsible, la incorporacién de cantidades crecientes de CL, que es un
principio activo que se ioniza en medio acuoso, da lugar a un aumento en la conductividad en
todas las soluciones. Este principio activo produce una ligera disminuciéon del pH a
concentraciones crecientes, que alcanza valores ligeramente inferiores a 6 en PBS cuando la
concentracion de CL es muy elevada (24%). En agua se observa la misma tendencia, aunque
los valores de pH mas bajos se observan en la solucién que no contiene ni alginato ni
caseinato. En presencia de caseinato, los valores de pH son muy similares en agua y en PBS.
En PBS, el pH de las soluciones de alginato y caseinato siempre presenta valores superiores a
5, aun con concentraciones muy elevadas de CL. Estos valores de pH son superiores al pKa del
alginato y al pl del caseinato, por lo que no se espera que la estabilidad de las emulsiones

W/W se vea afectada por la variacion del pH.
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Figura 57. Efecto de hidrocloruro de CL en el pH y conductividad a 25 °C, En agua (linea discontinua) y
en PBS (linea continua). (A) CL en solucién; (B) CL en soluciéon de alginato al 0,5% en peso; (C) CL con
caseinato al 2,5% en peso.

Se prepard una emulsién de caseinato en alginato (C1,25/A2,75) y otra emulsion de
alginato en caseinato (A0,25/C13,75), con y sin el principio activo. Para esto se incorporé CL

en la solucidn polimérica que constituira la fase interna en una cantidad suficiente para que
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en la emulsidn final estuviera en una concentracion del 2% en peso. Las emulsiones con y sin
CL se conservaron a 25 °C y se observaron micro y macroscopicamente durante 4 semanas.
También se realizé conteo de gotas mediante microscopia éptica con la finalidad de obtener
una distribucidn del tamano de las gotas, donde los resultados se expresaron en porcentaje

(300 gotas representaron el 100% de las gotas).

24h 1s

C1,25/A2,75

A0,25/C13,75

24h 1s 2s 3s 4s

C1,25CL2/A2,75

A0,25CL2/C13,75

Figura 58. Micrografias de emulsion de caseinato en alginato (C1,25/A2,75) y emulsion de alginato en
caseinato (A0,25/C13,75), con y sin CL, después de 24h y 1- 4 semanas después de su preparacion.

Estos resultados muestran que las emulsiones sin CL presentan una estabilidad
maxima de una semana mientras que en las que contienen CL se pueden observar gotas hasta
4 semanas después de su preparacion (Figura 58). En relacion al aspecto visual, las emulsiones
sin CL presentaron separacidon de fases a una semana de estudio, mientras que aquellas

emulsiones que contenian CL presentaron un aspecto homogéneo (Figura 59).

Los resultados del recuento de gotas mostraron la presencia de gotas durante 4
semanas para las emulsiones que contenian CL, con una tendencia similar en ambas
formulaciones, predominando las gotas de 5-10 um de didmetro. Sin embargo, al comparar
con las emulsiones sin principio activo, después de una semana, el numero de gotas

disminuye considerablemente y no es posible contar 300 gotas (Figura 59).
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Figura 59. Recuento de gotas de las formulaciones C1,25/A2,75 y A0,25/C13,75 con y sin CL
conservadas a 25 ° C durante 4 semanas. Las formulaciones C1,25/A2,75 y A0,25/C13,75 después de
una la semana hay menos de 300 gotas. El 100% indica una cantidad de 300 gotas. Los valores son
medias de n =3 + DE.

Como se ha observado, las emulsiones presentan una diferente estabilidad cuando se
encuentra CL incorporada. Este aumento de estabilidad puede atribuirse a la contribucion

idnica del principio activo.

Se han estudiado las propiedades reoldgicas de las emulsiones, tanto la viscosidad
como medidas oscilatorias, y la influencia de la incorporacién de CL, durante 4 semanas. En
primer lugar, se prepararon las emulsiones (C1,25/A2,75 y A0,25/C13,75), y se ha comparado
su viscosidad con la de soluciones poliméricas con la misma concentracion de alginato (0,25%

y 2,75%) o de caseinato (1,25% y 13,75%) que en las emulsiones, con y sin CL.
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Tabla 10. Viscosidad de soluciones poliméricas (C1,25, A2,75) y emulsiones del sistema alginato-
caseinato (C1,25/A2,75) con la incorporacién de clindamicina (CL2). Viscosidad (Pas) estudiado a tasa
de deformacion (Y) de 25y 50 1/s.

C1,25 C1,25CL2 C1,25/A2,75 C1,25CL2/A2,75 A2,75

Viscosidad

(Pas) Y=25 0,001 0,001 8,137 6,156 6,232
1/s

Viscosidad

(Pas) Y=50 0,001 0,001 5,694 4,523 4,336
1/s

A0,25 A0,25CL2 AO0,25/C13,75 A0,25CL2/C13,75 C13,75

Viscosidad
(Pas) Y=25 0,001 0,001 1,439 0,795 3,591
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 0,001 0,001 1,289 0,716 3,451
1/s

100

C1,25

C1,25CL2

A2,75
C1,25A2,75
C1,25CL2/A2,75
AO,25

A0,25CL2

C13,75
A0,25/C13,75
A0,25CL2/C13,75

LIRIE IR 2 L oL oL S A

0,1 1 10 100

Figura 60. Viscosidad en funcidn de la velocidad de cizallamiento a 25 °C.
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En relacion a la viscosidad se muestra que tanto las emulsiones como las soluciones
poliméricas que constituyen la fase externa de las emulsiones, exhiben un comportamiento
pseudoplastico. Sin embargo, las soluciones poliméricas que componen la fase interna de las
formulaciones se comportaron como un fluido newtoniano, debido a la baja concentracién
de las soluciones poliméricas predominando el comportamiento del agua (Tabla 10 y Figura
60). Estos estudios estan en concordancia donde soluciones a bajas concentraciones
poliméricas tienen un comportamiento Newtoniano y a una concentracion sobre un 1% al
alginato, y sobre un 6% para caseinato presentan un comportamiento pseudopldstico [Capron

y cols., 2001] [Southward, 1985].

Tabla 11. Viscosidad de emulsiones del sistema alginato- caseinato (C1,25/A2,75) con la incorporacién
de clindamicina (CL2) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas) estudiado a tasa de deformacion (Y) de
25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y Ultimo tiempo.

C1,25/A2,75 C1,25/A2,75 C1,25CL2/A2,75 C1,25CL2/A2,75 C1,25CL2/A2,75

[v) 0,
48h 1s An (%) 48h 2s 4s An (%)
Viscosidad
(Pas) Y=25 12,350 0,888 -92,813 12,840 15,200 2,394 -81,355
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 8,416 0,784 -90,689 8,881 10,250 1,943 -78,122
1/s
A0,25/C13,75 AO’ZS/C13’75A (ty)AO,ZSCLZ/C13,75 A0,25CL2/C13,75 A0,25CL2/C13,75 An (%)
48h 1s nis 48h 2s 4s nie
Viscosidad
Pas) Y=2 1,1 11 ) 1,656 1 41 -34
(Pas) 5 ,136 0,119 89551 ,65 5,195 3,410 34,359
1/s
Viscosidad )
(Pasl)/‘;=50 1,111 0,104 50,675 1,577 4,600 2,862 37,782

121



1000+

-8 (1,25/A2,75 48h
- (C1,25/A2,75 1s
100+ el E
—&— €1,25CL2/A2,75 48h
wn
o —4— (C1,25CL2/A2,75 25
o 104
- v wvww ¥ C1,25CL2/A2,75 4s
= ——7 F
1 -————I—I—ll—l“
0,1 T T 1
0,01 0,1 1 10
1
¥/s
B -@ AQ0,25/C13,75 48h
1000 & AQ,25/C13,751s
A~ AD,25CL2/C13,75 48h
100+
-4~ AD,25CL2/C13,75 2s
E ¥- AD,25CL2/C13,75 4s
&E__ 104
=
l_
0,1 T T 1
0,01 0,1 1 10
1
/s

Figura 61. Viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) C1,25/A2,75 vy
C1,25CL2/A2,75; y (B) A0,25/C13,75 y A0,25CL2/C13,75.

En cuanto a las emulsiones y su estabilidad en el tiempo, la viscosidad de la
formulacion de caseinato en alginato (C1,25/A2,75) sin CL mostré una disminucion de la
viscosidad de 48 horas a 1 semana (12 a 0,8 a Y=25 1/s), al igual que la emulsién alginato en
caseinato (A0,25/C13,75) (1,1 a 0,1 a Y=25 1/s), obteniéndose una pérdida de viscosidad del
90% aproximadamente (An). Por el contrario, las emulsiones con CL mantienen la viscosidad
en comparacién con las emulsiones que no tienen CL por 4 semanas, siendo la emulsién
C1,25CL2/A2,75 la que presentaba una disminucion en la viscosidad (pérdida del 80% entre
las 2 y las 4 semanas). Esto ultimo se puede deber al comienzo del proceso de
desestabilizacién (Figura 61). En cambio, la emulsién A0,25CL2/C13,75 presentd una menor

disminucion de viscosidad entre la semana 2 y 4, con una pérdida del 34 a 37 %. Estos
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resultados muestran que la incorporacion de CL permite mantener la viscosidad de la

emulsidon por mayor tiempo.

A

C1,25/A2,75 48h
€1,25/A2,75 1s

1000

100
C1,25CL2/A2,75 48h

C1,25CL2/A2,75 25
C1,25CL2/A2,75 45

10

IEEIEY

G', G"[Pa)

-@  AD,25/C13,75 48h
& AD,25/C13,73 1s

4— AD,25CL2/C13,75 48h
—— A0,25CL2/C13,75 2s
¥- AD,25CL2/C13,75 4s

f(Hz)

Figura 62. Medidas oscilatorias dindmicas en funcidn de la frecuencia, médulos de almacenamiento
(G') y mddulos de pérdida (G”), (A) C1,25/A2,75 y C1,25CL2/A2,75; y (B) A0,25/C13,75 vy
A0,25CL2/C13,75.

En las mediciones oscilatorias dindmicas para las formulaciones control (sin CL), se
observa que ambos mddulos G' y G" disminuyeron desde 48 horas a una semana y que el
comportamiento liquido (G") siempre predomina a lo largo del barrido de frecuencia. Para las
formulaciones CL, ambos mddulos estan mas cerca, incluso se puede observar el punto critico
donde los mddulos se cruzan, es decir, desde ese punto predomina un comportamiento sdélido

sobre el liquido. Estas formulaciones que contienen CL mantienen tanto el médulo G’ como
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G” en pendiente durante todo el tiempo de estudio (Figura 62). Este comportamiento donde
se observa un comportamiento liquido por sobre el sélido esta en concordancia con estudios
previos de estos sistemas [Capron y cols., 2001] [Maestro y cols., 2020], sin embargo, no se

han realizado estudios reoldgicos en el tiempo para este sistema y condiciones trabajadas.

Clorhidrato de Metformina

Otro principio activo utilizado fue MF, el cual es un antidiabético muy soluble en agua
(1,06-108% mg/L a 25 °C) [NCBI, 2021], con un pKa de 12,4 [NCBI, 2022]. Se ha seleccionado
este principio activo debido a que presenta un pKa diferente al hidrocloruro de CL. Es por esto
gue se ha querido estudiar la incorporacidon de MF dentro de estas emulsiones, ya que no sélo
podria ser determinante el caracter hidrofilico de una molécula, si no también, el grado de

ionizacion al pH de la emulsién.

Se ha determinado la conductividad y el pH. Cuando se utiliza MF se observa un
fendmeno diferente al observado con CL (Figura 57). En agua, el hidrocloruro de MF no
ocasiona una gran variacién del pH y la conductividad aumenta al aumentar la concentracién
de esta. En PBS, no genera también una variacién en el pH y la conductividad aumenta con la

concentracion de MF (Figura 63).

1001 - -8
--- pH (H20)
§ 80- ] --+ Conductividad (H20)
€ — pH (PBS)
E 60- s D — Conductividad (PBS)
= 4 T
S
s 40
3
5 20- 2
o
0 1 1 T | 1 1 0

Ll
MFO MF2 MF4 MF6 MF8 MF12 MF24

Figura 63. Efecto de hidrocloruro de MF en el pH y conductividad, en agua miliQ y solucién de PBS a 25
°C. Los valores son medias de n = 3 + DE.
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Para la formacion de emulsiones con MF, se prepararon mezclas de soluciones de
alginato de sodio al 2% y de caseinato de sodio, al 12%. Las concentraciones de las soluciones
concentradas son menores a las utilizadas con CL, debido a que se intenta obtener emulsiones
mas fluidas y con la posibilidad de notar cambios cuando se incorporen agentes estabilizantes.
Posteriormente a las soluciones concentradas se les incorpord MF en cantidad suficiente en
la solucién que constituira la fase interna para que en la emulsién resultante se encuentre en
una concentracion del 2% en peso. Cabe destacar que las soluciones concentradas de alginato
de sodio y de caseinato de sodio tenian una concentracion inferior de los polimeros que las
gue se utilizaron para la preparacion de emulsiones a las que se incorporé CL (2% en lugar de
3% para el alginatoy 12% en lugar de 15% para el caseinato). Se utilizé la misma concentracion
de MF que la de CL (2%). Las emulsiones preparadas fueron dos del tipo caseinato en alginato
(C2/A1,67 y C1/A1,83) y dos del tipo alginato en caseinato (A0,33/C10 y A0,17/C11). Una vez
preparadas las mezclas, se evidencio la formacidén de emulsiones mediante la identificacién
de la presencia de gotas por microscopia éptica. Los resultados muestran la formacién de
gotas de emulsién tanto para emulsiones del tipo caseinato en alginato (Figura 64A, B) como
del tipo alginato en caseinato (Figura 64C, D). Macroscopicamente, al igual que emulsiones

con CL, no presentaron separacion de fases a las 24 h.

Figura 64. Aspecto microscdpico (40x) y macroscdpico de emulsiones del sistema alginato/caseinato
con un 2% p/p de MF incorporada, después de 24 horas de su preparacién. (A) C2,5MF2/A2,5; (B)
AO,5MF2/C12,5; (C) C1,25MF2/A2,75; (D) AO,25MF2/C13,75.
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Para el estudio de la incorporacién de MF, se utilizaron 4 formulaciones (Tabla 8):
caseinato en alginato (C2/A1,67 y C1/A1,83) y alginato en caseinato (A0,33/C10y A0,17/C11).

Las formulaciones estudiadas con y sin MF mostraron una estabilidad inferior a 1 semana.

Los resultados muestran que la estabilidad de las emulsiones con y sin MF fueron de
1 semana. Lo anterior se evidencia tanto micro (Figura 65) como macroscépicamente (Figura

66). Algunos viales presentaban separacion de fases a una semana con y sin MF (Figura 66).

24h 1s 24h 1s

s C2MF2/A1,67
C1/A1,83 C1MF2/A1,83
A0,33/C10 A0,33MF2/C10
A0,17/C11 A0,17MF2/C11

Figura 65. Estabilidad de formulaciones con y sin MF a 25 ° C durante 1 semana.

Se determiné ademas el tamafio de 300 gotas (100%) y se indicaron los resultados en
porcentaje. Los resultados muestran que las formulaciones de una semana de estabilidad
presentaron una reduccion de aproximadamente un 80% de gotas respecto al total, esto
debido a la desestabilizacidon de la emulsién. El promedio de didmetro estaba entre las 5y 10

um (Figura 66).
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Figura 66. Recuento de gotas de formulaciones con y sin MF a 25 ° C durante 1 semana. Los valores
son medias de n =3 £ DE.

4.2.3 Estabilizacion

Estabilizacion por métodos quimicos

Delta glucono lactona

La delta glucono lactona (6) es utilizado en procesos lacteos, en la produccion de
guesos [Rollema & Muir, 2009] y en la industria farmacéutica como agente viscosizante
[Sheskey y cols., 2020]. Se ha descrito la utilizacion de este excipiente en procesos de
gelificacion de caseinato [Takeuchi & Cunha, 2008] y para retardar la gelificacién de mezclas

de alginato y CaCOs [Kalaf, 2016].
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Se realizaron pruebas preliminares mediante el conocido test del recipiente invertido
para determinar la concentracion de este gelificante a incorporar a las soluciones
concentradas de alginato y caseinato, con la finalidad de obtener emulsiones de distinta
viscosidad. Para ello se ensayaron diferentes concentraciones de delta-glucono-lactona
(entre el 0,5y el 1,5%) en una solucion concentrada de caseinato al 12% en PBS (Figura 67) y

en una solucién de alginato al 2% (Figura 68).

Figura 67. Solucidn concentrada de caseinato 12% con 6 a diferentes concentraciones. (A) C1260, (B)
C1261, (C) C1261.5.

Como 6 se ha utilizado en la formacién de hidrogeles de alginato [Kalaf y cols., 2016],
se ha utilizado en este estudio. Es por ello que se probé en una solucién concentrada un stock
de alginato al 2% a diferentes concentraciones de gelificante (0,5, 1, 1,5 y 2%), como se
observa en la Figura 68. A partir de 1% de gelificante, el alginato comenzé a gelificar

lentamente y a un 2%, ya no fluia.

s A

v
4

Figura 68. Stock de alginato 2% con 6 a diferentes concentraciones. (A) A260,5, (B) A261, (C) A261,5,
(D) A262.
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El fundamento para explicar la gelificacion mediada por la delta-glucono-lactona es
debido a que, en solucidén acuosa, se hidroliza parcialmente en acido glucdnico, lo que se
traduce en una disminucién de pH [Pocker, 1973]. La disminucién del pH produce la formacion
de una red de gel tridimensional a partir de la neutralizacidn grupos cargados del caseinato,
en donde a un pH cercano a 4,6 se obtiene una red mas porosa lo que permite aumentar el
tiempo de envejecimiento [Takeuchi & Cunha, 2008], en nuestro caso el pH obtenido estaba
en unrango de 4,4 a 3,6 para una concentracién de gelificante del 0,5 y 2%, respectivamente.
También se ha indicado que la estabilizacién de la microestructura del gel, depende
principalmente de interacciones electrostaticas, seguidas de enlaces hidrofébicos y de

hidrégeno [Takeuchi & Cunha, 2008].

Respecto a la gelificacién del alginato, existen estudios que indican que el alginato
gelifica basicamente por adicion de iones divalentes [Braccini & Pérez, 2001]. La gelificacion
del alginato se puede deber principalmente a la disminucidn del pH dada por delta-glucono-
lactona, ya que, se ha reportado que en pH acido el alginato puede gelificar por el aumento
de grupos carboxilos no ionizados por la disminucion de la solubilidad del polimero
[Yotsuyanagiy cols., 1987] [Gurikov & Smirnova, 2018]. Sin embargo, es necesario indicar que

la gelificacion del caseinato ocurre mas rapidamente que la del alginato.

Como hemos observado, la delta glucono lactona en solucién acuosa se hidroliza
dando lugar a acido glucénico produciendo una disminucién del pH lo que puede afectar a la
formacidn de las emulsiones. El cambio de pH que produce el gelificante puede alterar a la
repulsion electrostatica que tienen el alginato y caseinato en PBS. Para comprobar lo anterior,
se formaron emulsiones con gelificante en la soluciéon polimérica de alginato o en la de
caseinato, y se mezclé con la solucién del otro polimero sin gelificante. El gelificante se
prepard a una concentracion de 0,5 a 1 % en la solucién concentrada de caseinato y de
alginato entre 0,5 a 2% (Tabla 12). Las observaciones se realizaron a las 24 horas luego de la

mezcla de las soluciones correspondiente.
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Tabla 12. Nomenclatura y composicidon de formulaciones del sistema alginato-caseinato con la
incorporacién de glucono-delta-lactona.

Codigo de la Fase Peso de solucién  Peso de solucion  Concentracidn Orden de
emulsion externa de alginato (A) de caseinato (C) inicialde 6 (%) adiciénde los
afadido afadido componentes
A0,3380,33/C10 C 1 5 2 Csobre A
C150,08/A1,83 A 55" 0,5 1 A sobreC
C150,04/A1,83 A 55" 0,5 0,5 A sobreC
C1/A1,83561.38 A 5,5" 0,5 1,5 A sobreC
C1/A1,8360,92 A 55" 0,5 1 A sobreC
C1/A1,8360,46 A 55" 0,5 0,5 A sobre C

Solucién concentrada de caseinato 12%
Solucion concentrada de alginato 2%
6 Glucono-delta-lactona

Las emulsiones con el caseinato con gelificante presentaron gotas, y ambas fluian
(Figura 69), sin embargo, la emulsion C160,04/A1,83 se observaban gotas alargadas a las 24
horas de preparacién lo que indicio de desestabilizacién. Caso contrario, al gelificar alginato,
habia formulaciones que no presentaban gotas, excepto para A0,3360,33/C10 que

presentaba gotas (Figura 69).

C150,04/A1,83 C1580,08/A1,83

Caseinato-8

Alginato-8

Figura 69. Microfotografias a 40x de emulsiones con la incorporacién de gelificante 24 horas desde su
preparacion.
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Estos resultados nos indican que la concentracion usada de & no afecté a la formacién
de gotas, en las emulsiones que tenian una concentracién mas baja del gelificante
(C160,08/A1,83, A0,33560,33/C10 y C160,04/A1,83). Estos resultados se pueden deber a los
diferentes tiempos que toma gelificar el caseinato y el alginato. Como se mencioné

anteriormente el caseinato gelifica mas rapidamente que el alginato.

Se seleccionaron las formulaciones con una mayor presencia de gotas con la

incorporacion del gelificante y se comparé su estabilidad con las mismas formulaciones sin

gelificante (Figura 70).

Microscépicamente las gotas fueron de mayor tamafio (<20 um) en la ultima
formulacion donde la fase interna era alginato (Figura 70). Estas emulsiones fluian en menor
grado al compararla con emulsiones sin gelificante, y su estabilidad fue de una semana tanto

para controles como las que incorporan el principio activo.

24h 1s

C160,08/A1,83

A0,3360,33/C10

C160,08MF2/A1,83

A0,3360,33MF2/C10

=4

)
"

Figura 70. Macro y microfotografias a 40x de emulsiones gelificadas.
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Si bien se ha formado emulsién con glucono-delta-lactona, se observa un aumento de
tamaio de las gotas, esto da indicio de inestabilidad de la emulsién. Es por ello que se

descarto el uso de este gelificante en esta tesis doctoral.

Estabilizaciéon por métodos Fisicos

Formacién de emulsiones Pickering

La finalidad de incorporar particulas, es aumentar la estabilidad retardando la
separacion de fases. Cuando la emulsién se comienza a desestabilizar nos encontramos con
procesos de floculacion y coalescencia, al usar estas particulas podemos impedir la

desestabilizacion.

Mucina

Se ha seleccionado mucina, debido a que es una glicoproteina insoluble en agua, la
cual en solucién acuosa forma redes reversibles que incluyen interacciones hidrofdbicas y que
son estabilizadas por repulsiones electrostaticas con carga negativa [Schipper y cols., 2007].
Esta repulsidon de cargas y su insolubilidad en agua, le permite estabilizar emulsiones, tal como
se demostré en estudios previos del grupo de investigacidn, relacionados con la formacidn de
emulsiones multiples (W/W/W) en el sistema gelatina/maltodextrina [Beldengriin y cols.,

2020].

La mucina en medio acuoso forma agregados que es necesarios dispersar. Para esto
se preparé una suspensidon de mucina en PBS y posteriormente fue dispersada mediante una
sonda de ultrasonido. Se midid el tamafio antes y después de sonicar, y se obtuvo un tamafio
de 891,3 £ 46,5 nm con una PDI de 0,144 + 0,173 antes de sonicar y posterior a sonicar se

obtuvo un tamafio de 230,8 + 12,1 y una PDI de 0,465 + 0,013.
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A la hora de incorporar mucina, se probdé preparar la mucina en la solucién
concentrada de alginato para posteriormente, mezclarlo con la solucidn caseinato. En caso
contrario, se incorporé mucina en la solucién concentrada de caseinato y se mezclé con el

alginato.

Se utilizé una emulsion de caseinato en alginato C2,5/A2,5 y una emulsién de alginato
en caseinato A0,5/C12,5, como se menciona en la Tabla 8, con la finalidad de estudiar la
estabilidad y el aumento de viscosidad que pudiera aportar la mucina en emulsiones mas
fluidas que las utilizadas anteriormente. Se incorpord mucina en dos concentraciones: 0,1%y

1% respecto a la emulsidn final.

En la preparacion de la emulsién de caseinato en alginato (C2,5/A2,5) se incorpord
mucina en la solucién de caseinato al 15% en una concentraciéon de 0,1 y 1% inicial para que
en la emulsién la mucina estuviera al 0,02% o al 0,16% (C2,5M0,02/A2,5 y C2,5M0,16/A2,5),
respectivamente (Tabla 13). El caseinato se marcé con fluoresceina (color verde) y la mucina
se marcé con rodamina (color rojo). Como se observa en la Figura 71 cuando la mucina se
mezcla junto al caseinato, se forma la emulsidn. Por otra parte, en la emulsién de alginato en
caseinato (A0,5/C12,5), se incorporé mucina a la misma concentracion anterior
(A0,5M0,02/C12,5 y A0,5M0,16/C12,5) (Tabla 13), y se observa una emulsiéon con una
estructura bicontinua y con la mucina dispersa (color rojo).

Tabla 13. Nomenclatura y composiciéon de formulaciones del sistema alginato-caseinato con la
incorporacién de mucina.

Cédigo de la Fase Peso de solucién  Pesode solucién  Concentracién Orden de
emulsién externa de alginato (A) de caseinato (C) inicial de M adicion de los
afiadido afiadido (%) componentes

A0,5M0,02/C12,5 C 1** 5* 0,1 Csobre A

A0,5M0,16/C12,5 C 1** 5* 1 Csobre A

C2,5M0,02/A2,5 A Sk 1* 0,1 AsobreC

C2,5M0,16/A2,5 A 5** 1* 1 A sobre C

* Solucién concentrada de caseinato 15%
** Solucion concentrada de alginato 3%
M Mucina
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Fluoresceina Rodamina Merge

C2,5M0,02/A2,5

C2,5M0,16/A2,5

A0,5M0,02/C12,5

A0,5M0,16/C12,5

Figura 71. Microfotografia a 40X en microscopio confocal fluorescente de la incorporacién de mucina
marcada con rodamina (color rojo) y el caseinato marcado con fluoresceina (color verde). La emulsién
C2,5/A2,5 se incorporé mucina a dos concentraciones (0,1 y 1% inicial) en la solucidn concentrada de
caseinato, mientras que la emulsiéon A0,5/C12,5 se incorporé mucina en la solucién concentrada de
alginato.

Para las emulsiones C2,5M0,02/A2,5 y C2,5M0,16/A2,5 donde mucina se incorpord a
la solucién concentrada de caseinato, se observd que a una baja concentracién de mucina
inicial 0,1%, y al 1%, no afectan a la formacion de la emulsion. Posteriormente, se ha
seleccionado la emulsion C2,5/A2,5 con mucina al 1%, esto debido a la mayor marca obtenida,
para realizar microscopia confocal (Figura 72). Con la marca de caseinato (color verde) y de
mucina (color rojo), se realizé un merge de ambas imagenes, donde se observa que la mucina

se encuentra en la interfase (Figura 72C). Para observar mejor la mucina se realizé una
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reconstruccion en 3 dimensiones (Figura 72D), donde se muestra que mucina se encuentra

alrededor de las gotas de caseinato.

Figura 72. Micrografias a 40x de microscopio confocal fluorescente de la emulsiéon C2,5M0,16/A2,5.
(A) Caseinato FITC, (B) mucina RhBITC, (C) merge y (D) Reconstruccion 3D.

En relacion a la estabilidad, se estudié durante un mes las siguientes formulaciones:
control (C2,5/A2,5), emulsién con CL (C2,5CL2/A2,5), emulsién con mucina (C2,5M0,16/A2,5)
gue contiene una concentracidon de mucina inicial del 1% y final de 0,16 %; y la ultima con CL
y mucina (C2,5CL2M0,16/A2,5). Para esto se incorpord la mucina con la solucién concentrada

de caseinato con o sin CL y luego se mezclaron con la solucién concentrada de alginato.

Se estudio la estabilidad macroscdpica, durante 4 semanas. Los resultados muestran
qgue las formulaciones con CL, mucina y con ambos productos no mostraron separacién de
fases durante el periodo de estudio; sin embargo, en la formulacién control C2,5/A2,5 se
observd separacidn de fases después de 3 semanas (Figura 73). En relacién a la distribucién
de tamafio de gota (Figura 74), presentaba un maximo alrededor de los 10 um. Aunque no se
realizé un estudio estadistico con los valores obtenidos, se observé una distribucién similar

durante todo el periodo de estudio.
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Figura 73. Aspecto macroscépico de las emulsiones C2,3/A2,5 con la incorporacion de CL
(C2,5CL2/A2,5), mucina (C2,5M0,16/A2,5) y mucina + CL (C2,5CL2MO0,16/A2,5) y recuento de gotas en
funcién del tiempo a partir de microfotografias durante 4 semanas. Los valores son mediasden=3 +
DE.

En relacidn a la estabilidad de un mes de duracion, se decidié continuar el estudio por
6 meses. Donde se observd que las emulsiones que presentaban mucina fueron estables
durante este periodo de tiempo, sin embargo, la emulsion C2,5M0,16/A2,5 comenzd a
separarse macroscopicamente (Figura 74). Este estudio demuestra que la mucina estabiliza

la emulsién al menos por 6 meses.
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24h 2s 4s 16s 24s

C2,5/A2,5

C2,5CL2/A2,5

C2,5M0,16/A2,5

€2,5CL2MO0,16/A2,5

Figura 74. Microfotografias de emulsiones C2,3/A2,5 con la incorporacion de CL (C2,5CL2/A2,5),
mucina (C2,5M0,16/A2,5) y mucina + CL (C2,5CL2M0,16/A2,5) durante 4 meses, los tubos de emulsidn
son de las 16 y 24 semanas de las emulsiones con mucina.

En relacion a los estudios reoldgicos (Figura 75 y Tabla 14), las emulsiones presentaron
una viscosidad similar sin variaciones a las primeras semanas. En cambio, a las 4 semanas para
las emulsiones sin mucina, tanto para las que incorporaban CL como las que no, su viscosidad
disminuyo entre un 50 a 25 % aproximadamente. Sin embargo, las emulsiones que contenian
mucina, su viscosidad fue aumentando en el tiempo, siendo el cambio mas notorio la
emulsién C2,5CL2MO0,16CL2/A2,5 a las 24 semanas (Figura 75D). En relacion a las medidas
oscilatorias, es necesario indicar, que las medidas obtenidas a 48 horas pueden dar medidas

erréneas debido a que aun presentan burbujas.

En relacion a las medidas oscilatorios, los resultados muestran que las emulsiones
presentaban una cierta estabilidad a la hora de compararlas con el control (C2,5/A2,5), debido
a que en el tiempo disminuian ambos mddulos, sin embargo, las demas emulsiones fueron
estables, donde siempre predominaba el médulo viscoso (G”’) sobre el elastico (G’). Ademas,
las emulsiones que contenian mucina, la diferencia entre los médulos eran menor, lo que

daria cuenta del aumento de viscosidad observado.
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Tabla 14. Viscosidad de emulsiones del sistema alginato-caseinato (C2,5/A2,5) con la incorporacidn
de clindamicina (CL) y la adicién de mucina (M) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas) estudiado a
tasa de deformacion (Y) de 25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y ultimo tiempo.

C2,5/A2,548h  C2,5/A2,53s  An(%) A2,5MO0,16/A2,548h A2,5MO0,16/A2,54s An (%)

Viscosidad
(Pas) Y=25 6,323 3,075 -51,368 3,268 4,823 47,583
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 6,238 3,040 -51,266 3,266 4,772 46,111
1/s
cz,sciLszh/Az,s C25CL2/A2,5 45 An (%) C2,5CL22/;(;\,16/A2,5 C2,5CL2I\2§,16/A2,5 an (%)
Viscosidad
(Pas) Y=25 5,797 4317 -25,530 5,675 13,920 145,286
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 5,809 4,284 -26,252 5,689 10,150 78,414
1/s

Estos resultados indican que emulsiones que contenian mucina, presentaban un
aumento de viscosidad y una relacién menor entre comportamiento sélido y liquido. Esto se
puede deber a que se ha descrito que la mucina es una molécula capaz de captar moléculas
de agua [Bansil y cols., 1995]. La mucina en solucién se puede reticular formando agregados
a través de puentes de hidrdogenos, interacciones electrostaticas e hidréfobas, asi como
también fuerzas débiles de Vander Waals. Estas interacciones entre las cadenas lineales de la
mucina, formados por dos bloques unidos covalentemente, tienden a asociarse en medio

acuoso excluyendo el disolvente [Bansil y cols., 1995] [Schipper y cols., 2007].
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Figura 75. Viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) C2,5/A2,5, (B)
C2,5M0,16/A2,5, (C) C2,5CL2/A2,5 y (D) C2,5CL2CL2MO0,16/A2,5. Medidas oscilatorias dinamicas en
funcién de la frecuencia, médulos de almacenamiento (G’) y mddulos de pérdida (G”) (E) C2,5/A2,5,
(F) C2,5M0,16/A2,5, (G) C2,5CL2/A2,5 y (H) C2,5CL2CL2MO,16/A2,5.
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4.2.4 Estudios de liberacion

El objetivo del estudio ha sido determinar el comportamiento de las emulsiones W/W
como sistemas de liberacion de farmacos. Numerosos estudios se han realizado con
emulsiones convencionales (O/W o W/0) [Marti-Mestres & Nielloud, 2002] y también con
emulsiones multiples [Yagoob y cols, 2006], para vehiculizar principios activos. Las emulsiones
se han utilizado como reservorio para retardar o controlar la liberacién de farmacos
incorporados en las gotas de emulsidn en funcién de cdmo éstos se reparten entre las fases
acuosa y oleosa. Sin embargo, en las emulsiones W/W, dado que la solubilidad del principio
activo en la fase interna y externa es similar, el reparto entre ambas fases dependera de otros
factores, como la viscosidad de cada fase, que facilitaran o no la difusion desde éste entre las

fases

4.2.4.1 Estudios preliminares de cesidn

Los estudios se iniciaran utilizando dos sistemas distintos para incorporar Ia
formulacion a estudiar: bolsas de dialisis y células de inmersion a fin de dilucidar el método
0-0ptimo para los estudios de liberacién. Las bolsas de dialisis tienen la dificultad de tener
una baja reproducibilidad [Chaibva & Walker, 2007] debido a que hay pequeiias diferencias
en los cortes del tubos de dialisis (afectard al area de contacto con la solucién receptora) y a
gue a veces se pierde algo de muestra por los extremos donde se suelen usar pinzas o
amarres. En comparacion, las celdas de difusién son dispositivos pensados para muestras con
una cierta viscosidad, y la ventaja que tiene es que el drea de contacto es fija [Chapter, 2018],

por lo que su reproducibilidad es mayor.

Se ha utilizado una solucién de CL al 2% p/p en PBS; la concentracion se ha fijado de
acuerdo con las formulaciones comerciales (2%). Como solucién receptora se utilizdé PBS a 37
°C. Los resultados se presentan en la Figura 76, donde se observa que la cesidn de CL a partir

de bolsa de dialisis (CL2 bolsa), produce una cesién mas rapida en comparacion con la célula
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de inmersidén (CL2 inmersién).También se puede observar una mayor variabilidad en los

datos, especialmente en los primeros tiempos, cuando se usa la bolsa de didlisis.

100+

— CL2 bolsa

— CL2 inmesion

Liberacién Clindamicina (%)
(9]
<

0 T | | | | | ] ] T | | L] 1
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Figura 76. Porcentaje de hidrocloruro de CL cedido a 25 °C en PBS, a partir de la bolsa de dialisis (CL2
bolsa) en comparacién la célula de inmersién (CL2 inmersidn). Los valores son medias de n = 4 + DE.

Se ha estudiado la cesion de CL a partir de caseinato en células de inmersion a dos
diferentes agitaciones 25 y 250 rpm. En la Figura 77 se muestran los resultados obtenidos,
donde se observa que no existe una diferencia en la velocidad de liberacién al aumentar la
velocidad de agitacién entre las diferentes soluciones utilizadas (C2,5CL2 y C1,25CL2), por lo
gue no es un factor relevante. Sin embargo, para los estudios de cesién presentados en esta
tesis se considerd trabajar a 25 rpm, con la finalidad de no generar un efecto de alta cizalla a
una alta agitacién, debido a que las emulsiones W/W estdn compuestas por mas de un 90%

de agua.
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Figura 77. Porcentajes de hidrocloruro de CL cedidos a 25 °C en PBS en células de inmersion de las
soluciones C2,5CL2 y C1,25CL2. Los valores son medias de n =4 + DE.

De acuerdo a estos resultados preliminares, se fijaran las condiciones de los ensayos
de liberacién de los principios activos a partir de las formulaciones desarrolladas: la celda de
inmersién como dispositivo para incorporar las formulaciones, de agitacion 25 rpm con tal de

no tener una fuerza de cizalla que afecte a la muestra, y concentracién de CL del 2% p/p.

4.2.4.2 Hidrocloruro de Clindamicina

Para investigar la cesion de CL a partir de las emulsiones del sistema alginato-
caseinato, se selecciond un principio activo soluble en agua, el clorhidrato de CL y dos
emulsiones W/W constituidas por alginato y caseinato en PBS. En una de las emulsiones, el
alginato era la fase interna (A0,25C13,75), y en la otra emulsion, el caseinato era la fase
interna (C1,25/A2,75). Se incorpord un 2% de CL y se obtuvieron las emulsionas denominadas
A0,25CL2/C13,75 y C1,25CL2/A2,75. Se realizo el estudio de liberacion de CL en PBS a 37°C,

bajo agitacién de 25 rpm, cumpliendo condiciones sink.
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Los resultados obtenidos se compararon con los de una solucién de CL en PBS (CL2) y
también con los de una soluciéon de CL en alginato (A0,25CL2) y una solucién de CL en
caseinato (C1,25CL2), a la misma concentracién del 2%. Estas soluciones resultaron muy
fluidas (fluido newtoniano) (Figura 60), como se observo en los estudios reoldgicos. La cesidon
de CL a partir de las emulsiones (A0,25CL2/C13,75 y C1,25CL2/A2,75) fue mas lenta frente a

las soluciones en PBS y en cada uno de los polimeros.
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Figura 78. Porcentajes de hidrocloruro de CL cedidos a través de la membrana de didlisis (célula de
inmersiéon) de las emulsiones caseinato en alginato en solucién de PBS 7.4 a 37 °C. Los valores son
medias de n =4 + DE. * Indica cambio en el orden de incorporacion.

A pesar de que las emulsiones tienen componentes acuosos y altamente hidrofilicos,
no se comportan como una solucidon acuosa, el hecho de aumentar la viscosidad de la
emulsion produce un enlentecimiento en la cesidn. La viscosidad es la que dificulta la difusién

del principio activo al PBS, y por lo tanto, al aumentar la viscosidad la cesién es mas lenta.
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Figura 79. Porcentajes de hidrocloruro de CL cedidos a través de la membrana de didlisis (célula de
inmersion) de las emulsiones alginato en caseinato en solucién de PBS 7,4 a 37 °C. Los valores son
medias de n =4 £ DE. * Indica cambio en el orden de incorporacion.

Otro factor que puede afectar en la cesién de principio activo, es el orden de
incorporacion de los polimeros para formar la emulsién. Es decir, al incorporar el alginato con
CL al caseinato (A0,25CL2/C13,75*%) o viceversa (A0,25CL2/C13,75), o caso contrario,
incorporar el caseinato con CL al alginato (C1,25CL2/A2,75%) o viceversa (C1,25CL2/A2,75).
Como se observa en la Figura 78 y Figura 79, no existe una gran diferencia en la cesion entre
las distintas emulsiones al cambiar el orden de incorporacion. Estas emulsiones son
preparadas con métodos de alta energia al aplicar una alta cizalla, los componentes se van
mezclando hasta tener una mezcla lo mas homogénea posible. Esto ultimo, puede explicar los

resultados obtenidos, a pesar de tener una alta viscosidad.

Dado que las fases de la emulsion W/W son hidrofilicas y el principio activo es soluble
en ambas fases, resulta de interés conocer en qué fase queda incorporado el principio activo.
Para ello se prepararon emulsiones, en la cual CL estaba en la fase externa (A0,25/C13,75CL2),

y de caseinato en alginato (C1,25/A2,75CL2). Ademas, se prepararon soluciones poliméricas
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con CL, a la misma concentracién de la fase externa (C13,75CL2 y 2,75CL2). Los resultados
obtenidos (Figura 78 y Figura 79) muestran que cuando la CL estaba en la fase externa
presentaba una liberacién mads rdpida que cuando estaba en la fase interna. Ademas, al
comparar dicha cesiéon con las correspondientes soluciones poliméricas C13,75CL2 y
A2,75CL2, ambas presentaban un comportamiento similar. Esto indica, que el orden de
incorporacion de las soluciones poliméricas (la que se encuentra en mas volumen frente a la
de menor) que forman la emulsion juega un rol importante en el comportamiento de la
cesion. Es decir, en este caso al preparar los polimeros que seran la fase interna con CL, y
luego aplicar cizalla, predominan fuerzas como la viscosidad que podrian no verse afectadas
con la cizalla. A pesar de que el principio activo sea soluble en ambas fases, el
comportamiento serd determinado en el polimero donde se incorpore y que forme la fase

interna o externa.

Cabe destacar que estos son los primeros estudios de la liberacidon de un farmaco a
partir de una emulsién W/W y que aun se desconocen los mecanismos implicados. Para
comprender mejor el proceso de liberacion de este nuevo tipo de formas farmacéuticas,
pretendimos modelizar matematicamente los perfiles de liberacién. De acuerdo con los
resultados de la Tabla 15, en el sistema A0,25/C13,75, la liberacién de la CL es mas rapida
(p<0,05) cuando ésta, esta localizada en la fase externa. Este hecho resulta coherente debido
a la mayor accesibilidad de la CL con el medio de disolucion. De acuerdo con el exponente
difusional de la funcién de Korsmeyer-Peppas obtenido (n~0,5), el mecanismo de liberacidon
implicado es la difusién [Costa & Lobo, 2001]. Estos resultados estan de acuerdo con los
expuestos en la Tabla 16, en la que se resumen los resultados de cesion obtenidos a partir de
una solucion de CL en PBS y a partir de las distintas soluciones poliméricas a la misma
concentracion de principio activo. Considerando la liberacién de la CL a partir de la fase
C13,75CL2, dado que, en cualquier caso, la CL debe difundir a través de la misma, ésta sigue
un mecanismo de difusion ficsiano acorde con el valor de beta de la funcion de Weibull
obtenido (B=0,6+ 0,02). El estudio realizado por [Papadopoulou y cols., 2006] demostré que
el valor de beta de la funcion de Weibull esta linealmente relacionado con el exponente
difusional n de la funcién de Korsmeyer-Peppas, y en este sentido, valores de beta inferiores

a 0,75 indicarian una liberacion de acuerdo con la difusion ficsiana.
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Tabla 15. Parametros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberacion de CL
observados, obtenidos a partir de las emulsiones W/W segun la localizacién del principio activo (fase
interna o externa) para los sistemas C1.25/A2.75 y A0.25/C13.75: pardmetros y criterios de seleccidn
del modelo (coeficiente de correlacion entre los valores observados y los predichos R, y el criterio de
informacién de Akaike, AIC). Los resultados se expresan como media + DE (n=3-4).

Maodelos cinéticos de Emulsiones

C1,25CL2/A2,75 C1,25/A2,75CL2 AD,25CL2/C13,75 A0,25/C13,75CL2

cesidn
Orden 1 k1 0,083 £ 0,012 0,151 £0,019 0,071 +0,011 0,141+0,011
B 0,9947 + 00,0006 0,9953 +0,0027 0,9965 + 00,0007 0,5918+0,0028
AIC 102,91+ 1,01 84,24 £27,25 105,32 20,45 109,52+6,73
Weibull o 6,37 £0,62 5,17 £0,77 6,58 £ 0,54 4,12 +0,25
B 0,72 +0,01 0,84 £0,13 0,68 +0,02 0,70+ 0,05
B 0,99284 +0,0010 0,9976 +0,0017 0,9948 + 00,0018 0,9934 + 0,003
AIC 56,71+ 16,46 71,60 £ 14,56 78,03 £ 7,60 86,82 £5,54
Higuchi ki 17,20+ 1,38 22,05+1,28 15,65 1,24 22,52 +0,53
B 0,9955 + 0,0003 0,9973 +0,0009 0,9952 +0,0007 0,5261 £ 0,0045
AIC 46,14 + 2,97 57,92+1,33 46,53 + 3,25 53,15 + 2,61
Kors-pp*= kgp 15,45+ 1,38 16,96+1,30 15,828+ 1 45 22,445+ 2 60
1 0,56 + 0,005 0,73* £ 0,026 0,50 + 0,005 0,51+0,12
B 0,5988 + 0,0010 0,5977 +0,0005 0,9961 + 0,0007 0,5883 +0,0032
AIC 29,05 + 10,65 33,55 2,40 48,33 +£3,07 49,31 +3,92

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas; a,b: diferencias entre grupos (p<0,05) para un mismo sistema. [test

Kruskal-Wallis one-way ANOWVA)

En cuanto al sistema C1,25/A2,75 (Tabla 15) y de acuerdo con el valor del AIC, el mejor
modelo que ajustd los datos de liberacion de la CL fue el modelo de Korsmeyer-Peppas. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la velocidad de liberacion (kkp
=15,45+1,38 n%°® vs. 16,96+1,39 n%’3 para C1,25CL2/A2,75 vy C1,25/A2,75CL2,
respectivamente). En este caso, aunque la CL esté en la fase externa, al presentar esta fase
una viscosidad muy superior a la de la fase interna (Figura 80), se enlentece la difusion de la
CL hacia el medio de disolucién. Por tanto, en este caso, la viscosidad es el factor limitante de

la liberacion de CL, y no la localizacién del principio activo lo que ha condicionado la velocidad
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de liberacion a partir de estas emulsiones W/W. Por tanto, en este sistema, el mecanismo de
liberacion viene determinado por la fase A2,75, y los valores del exponente difusional n
estuvieron comprendidos entre 0,5-1; concretamente se obtuvieron los valores medios y
desviacién estandar de 0,56 + 0,005, y 0,73 + 0,026 para C1,25CL2/A2,75y C1,25/A2,75CL2,
respectivamente (Tabla 15). De acuerdo con estos valores, el mecanismo implicado es el
transporte andmalo, en el que estarian implicados un proceso de difusién y uno de
degradacion, en similar magnitud. Mao y cols, 2012 describieron que el mecanismo principal
de degradacién del polimero de alginato es por rotura de los enlaces glicosidicos dando lugar
a fragmentos de menor peso molecular. Si atendemos a la liberacién de CL a partir de la
soluciéon polimérica A2,75CL2 que es la fase de mayor viscosidad de este sistema, el valor de
beta de la funcidén de Weibull esta muy cercana al valor del limite de 0,75 (0,74 + 0,03) (Tabla
16), a partir del cual el mecanismo se explica por un transporte anémalo. Probablemente, la

adicién de mas replicados en el ensayo confirmaria este hecho.
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Tabla 16. Parametros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberaciéon de CL
observados, obtenidos a partir de soluciones poliméricas de alginato (A) y caseinato (C) a dos
concentraciones. Parametros del modelo y criterios de seleccién del mismo (coeficiente de correlacion
entre los valores observados y los predichos R, y el criterio de informaciéon de Akaike, AIC). Los
resultados se expresan como media * desviacién estandar (n=3-4).

Modelos cinéticos de soluciones poliméricas

cesion

£1,25C12 C13,75CL2 AD,25CL2 A2,75CL2
Orden 1 k1 0,39+0,04 0,132 + 0,017 0,253 + 0,045 0,152 + 0,014
- 0,9772 0,017 0,9874 + 0,004 0,9911 + 0,005 0,9910 + 0,0036
AIC 104,78 + 19,47 118,33 + 1,66 122,56 + 5,83 106,63 £ 4,01
Weibull o 2,3440,35 3,67+0,42 2,44 + 0,50 432¢+0,11
B 0,83+0,20 0,60 + 0,02 0,541 + 0,071 0,74* 0,03
R+ 0,9751 +0,013 0,9973 +0,0004 0,5941 + 0,0014 0,8940 + 0,0016
AIC 104,33 + 19,40 70,85 £ 3,43 81,95 + 3,68 88,62 + 3,38
Higuchi kyy 26,16 £ 3,19 19,15 £ 0,69 21,66 + 0,59 20,1+ 0,62
R 0,9402 + 0,038 0,9767 +0,0033 0,9483 + 0,003 0,965 + 0,0009
AIC 119,48 + 17,40 108,71 + 4,61 128,35 + 6,07 113,28 £ 0,88
Kors-PP™* kyp 39,37 £2,31 25,74£2,27 35,74 +4,74 24,09 £ 0,82
n 0,34 +0,03 0,39+0,021 0,305 + 0,043 0,43 0,003
R 0,9620 + 0,0293 0,9877 +0,0016 0,9763 + 0,0026 0,9742 + 0,001
AIC 105,89 + 16,68 95,06 £ 3,05 104,31 + 4,10 111,89 £ 0,99

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas.

a3: diferencias entre grupos {p<0,05) para un mismo sistema. (test Kruskal-Wallis one-way ANOVA)
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Figura 80. Porcentajes promedio de liberacién observada en los tiempos de muestreo y curva predicha
para cada modelo ajustado, y para los dos tipos de emulsiones estudiadas. Las barras de error
representan la desviacion estandar.

Por otro lado, y de acuerdo con los valores de cesién obtenidos a partir de las
soluciones acuosas y poliméricas de CL (Tabla 16) la cesion del principio activo a partir de
C1,25CL2 y AO0,25CL2 es similar al de la solucién de CL en PBS, no habiéndose hallado
diferencias estadisticamente significativas ni en alfa ni en el pardmetro de forma, beta. Este
hecho es coherente con la muy baja viscosidad que presentaron estas soluciones poliméricas
(Figura 60 y Tabla 10). Por otro lado, comparando las soluciones poliméricas de alginato de
distinta concentracién (A0,25CL2 y A2,75CL2) y que presentaron muy distinta viscosidad
(A2,75CL2> A0,25CL2), éstas dieron lugar a velocidades de liberacion de CL distintas. En
efecto, se obtuvo mayor velocidad de liberacién a partir de A0,25CL2, con un valor de alfa
estadisticamente inferior (p<0,05) al de A2,75CL2 (a=2,44+0,50 vs. 4,34+0,11,
respectivamente). Este hecho podria explicarse por un menor empaquetamiento de las
cadenas poliméricas en A0,25CL2 respecto a A2,75CL2 lo que proporcionaria una mayor area
de contacto con medio de disolucién facilitando la disolucién/degradacion del polimero y la

cesion de la CL al medio PBS. Estos resultados estan de acuerdo con el trabajo de Mao y cols.,
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2012 [Mao vy cols., 2012] que pusieron de manifiesto una solubilidad del alginato

concentracion dependiente.

Emulsiones Pickering con mucina

Se ha estudiado la cesidén de CL a partir del sistema alginato/caseinato incorporando
mucina como agente estabilizante. Si bien, este componente se encuentra en una pequeiia
concentracion, podria afectar a la cesidn de un principio activo; ademas el aumento de
viscosidad que produce la incorporacion de mucina puede jugar un papel relevante en el
proceso de cesidn. Para este estudio, se prepararon emulsiones con CL (C2,5CL2/A2,5) y CL
con mucina al 0,16% p/p (C2,5CL2M0,16/A2,5) y se estudid la cesion comparativa durante 24

horas en solucion receptora PBS. Los resultados se compararon con soluciones de CL (CL2).

Los resultados muestran que no existen una gran diferencia en la cesién de CL entre
los grupos estudiados (Figura 81). Se observa una cesiéon mas lenta a partir de las 4 horas

cuando se incorpora la mucina en el sistema.
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Figura 81. Porcentaje de hidrocloruro de CL cedida a través de la membrana de didlisis de las
emulsiones alginato en caseinato en solucion de PBS 7,4 a 37 °C con y sin la incorporacién de mucina.
Los valores son medias de n =4 + DE.
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En relacién a la modelizacién matematica, se ha obtenido que el modelo que mejor ha
ajustado en los dos casos, ha sido el modelo de Weibull y para la emulsiéon C2,5CL2/A2,5 el
modelo de Korsmeyer-Peppas (Tabla 17 y Figura 82). DE acuerdo con los resultados obtenidos
no existen diferencias significativas entre los valores de constante de Korsmeyer-Peppas (kkp)
y el exponente difusional (n). Los valores de n nos indican un transporte de tipo andmalo,
para la formulacién con y sin mucina (0,61 + 0,02 y 0,52 * 0,09, respectivamente) [Costa &
Lobo, 2001]. Estos datos nos indican que la fase externa de alginato debido a su viscosidad,
gue no se modifica en gran medida con el afiadir mucina a las 24 horas de preparacion, tiene
el control de la cesién del principio activo.

Tabla 17. Pardmetros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberaciéon de CL
observados, obtenidos a partir de soluciones poliméricas de alginato (A) y caseinato (C), con la
incorporaciéon de mucina (M) como agente estabilizante. Parametros del modelo y criterios de
seleccion del mismo (coeficiente de correlacién entre los valores observados y los predichos R, y el

criterio de informacion de Akaike, AIC). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
(n=3-4).

Modelos cinéticos Selucion Emulsianes
de cesion
CL2 C2,5CL2/A2,5 C2,5CL2M0,16/A2,5
Orden 1 K1 032007 - -
R* 0,9915 £ 0,0098 B _
AIC 96,64 £ 21 48 - -
Weibull ) 2,77 £0,55 2,96 £ 0,69 3,20+ 0,13
B 0,84+ 0,07 0,75 +0,09 0,74 £ 0,07
R*® 0,9340 £0,0084 0,9853 +0,0073 0,5936 £ 0,0017
AIC 82,01+ 29,06 55,49 + 14,83 86,57 £7,55
Higuchi K,
24,94+1,33 27,34 +0,64
R - 0,9665 £ 0,0204 0,9642 £ 0,0091
AIC 111,59 * 3,55 63,62 +7,98
Kors-Pp#* ke
- 25,791 5,01 24,81 +0,74
n 0,52 £0,09 0,61 0,02
R* 0,9773 +0,0207 0,9504 + 0,0088
AlC - 62,63 £10,49 63,10+ 1,29

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas.
a: diferencias entre grupos (p<0,05) para un mismo sistema. (test Kruskal-

Wallis one-way ANOVA)
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Figura 82. Porcentajes promedio de liberacion observado en los tiempos de muestreo y curva predicha

para cada modelo ajustado, y para los dos tipos de emulsiones estudiadas. Las barras de error
representan la desviacidn estandar.

4.2.4.3 Hidrocloruro de Metformina

A fin de obtener mayor informacién sobre el sistema alginato-caseinato, se incorpord
otro farmaco hidrosoluble, la MF al 2% p/p. La principal diferencia radica en el pKa que tiene
este principio activo (pKa 12,4) en comparacién con CL (pKa 7,45). Para este estudio se realizd
la cesién de MF a partir de dos tipos de emulsiones, caseinato en alginato (C2MF2/A1,67 y
C1MF2/A1,83) y alginato en caseinato (A0,17MF2/C11 y A0,33MF2/C10) a una solucion de
PBS manteniendo condiciones sink. La seleccién de estas formulaciones fue debida a la menor

viscosidad que presentan en comparacién con las utilizadas con CL.

Las emulsiones de fase interna caseinato (C2MF2/A1,67 y C1MF2/A1,83) no
presentaron una diferencia cuando a las soluciones poliméricas con MF incorporada (C2MF2
y C1MF2), y en comparacién con el control de solucion de MF2 también (Figura 83). Para el

caso de emulsiones de fase interna alginato (A0,17MF2/C11 y A0,33MF2/C10), donde las
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soluciones poliméricas con MF y la solucién de MF en PBS, no presentaron cambios, desde el

inicio del ensayo hasta las 20 horas aproximadamente (Figura 84).
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Figura 83. Porcentaje de hidrocloruro de MF cedido a través de la membrana de dialisis de las
emulsiones caseinato en alginato en solucién de PBS 7,4 a 37 °C. Los valores son medias de n =4 + DE.
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Figura 84. Porcentaje de hidrocloruro de MF cedido a través de la membrana de dialisis de las
emulsiones alginato en caseinato en solucién de PBS 7,4 a 37 °C. Los valores son medias de n =4 + DE.
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Para entender mejor el comportamiento de la cesion de MF, se modelizaron
matemadticamente los perfiles obtenidos (Tabla 18 y Figura 85). En base al criterio de
informacién de Akaike (AIC), para todas las formulaciones el mejor modelo que se ajusta el
de Korsmeyer-Peppas, caso similar a lo obtenido en formulaciones con CL a pesar de estar
conformadas por diferentes concentraciones poliméricas. La formulacion C1MF2/A1,83,
presenta una diferencia significativa en relacion a la formulacion C2MF2/A1,67, respecto a la
constante de Korsmeyer-Peppas (32,01 + 2,43 n%°8 y 47,45 + 0,20 n">33, respectivamente),
también para el exponente difusional (n), se obtiene una diferencia significativa de 0,58 + 0,02
vs 0,33 + 0,04. Esta ultima diferencia es importante ya que la formulacion C1MF2/A1,83
presentaria un trasporte anédmalo en comparacion a C2MF2/A1,67, que seria de tipo difusidon
ficsiana. Como se ha observado también para la CL, a una mayor concentracion de la fase

externa alginato, el principio activo se libera mediante un transporte anémalo (Tabla 16).

Para las formulaciones de fase externa caseinato A0,17MF2/C11 y A0,33MF2/C10, no
se encontraron diferencias significativas entre los pardmetros n y kkp de Korsmeyer-Peppas
(Tabla 18). Ademas y de modo similar a la incorporacién con CL, cuando la fase externa es

caseinato, el mecanismo de liberacion es por difusidn ficsiana (n~0,5).
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Tabla 18. Parametros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberacién de MF
observados, obtenidos a partir de una soluciéon de MF en PBS (MF2) y de las emulsiones W/W para los
sistemas C2MF2/A1,67 y CIMF2/A1,83; y A0,17MF2/C11 y A0,33MF2/C10. Parametros y criterios de
seleccion del modelo (coeficiente de correlacidn entre los valores observados y los predichos R, y el
criterio de informacidn de Akaike, AIC). Los resultados se expresan como media + DE (n=3-4).

Modelos cinéticos Solucién Emulsiones
de cesidn
MF2 C1MF2/A1,83 C2MF2/A1,67 AD,17MF2/C11 A0,33MF2/C10

Orden 1 Kl 0,94 0,05 0,32 £ 0,05 0,56 = 0,01 0,485=013 0,33+0,08
R* 0,9950+0,0015  0,9962=0,0007 0,9796 =0,0056  0,9835=0,0049 0,5950 +0,0022
AlC 63,06 = 6,76 105,36 = 9,45 122,22 3,50 122,21 +0,9355 107,07 3,65

Weibull o 1,05 + 0,06 2,52+ 0,16 1,45+ 0,01 1,174=0,29 2,45 £ 0,46
B 0,75+ 0,07 0,77 = 0,09 0,61+0,02 0,65 = 0,09 0,72=0,035
R¥ 0,9976+0,0015  0,9964 + 0,0006 0,9893+0,0036  0,9936=0,0054 0,9954 = 0,0004
AlC 45,74 =7,67 90,37 = 1,63 75,49=7508 91,34 = 43,27 51,50 + 24,38

Higuh ki - 33,28+2,35 46,63=0,28 43,02 =5,05 33,90 = 4,15
RY - 0,9835 + 0,0065 0,9795+0,0081  0,9930=0,0054 0,5940 +0,0003
AlC - 43,04=3,31 43,.88=3,57 17,44 = 7,79 34,53 =1,04

KorspPe” ke - 32,014+ 2,43 47,45+ 0,20 43,21+518 33,38+5,23
n - 0,585+ 0,02 0,33t = 0,04 0,47 = 0,02 0,53 =0,05
R* - 0,9882 = 0,0041 0,9944+0,0007  0,9996=0,0002 0,5989 +0,0003
AlC

42,28=2,57

31,12=154

5,85=4,08

26,74 =1,52

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas; a,b: diferencias entre grupos (p<0,05) para un mismo sistema. (test Kruskal-Wallis

ane-way ANOVA).
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Figura 85. Porcentajes promedio de liberacidon observado en los tiempos de muestreo y curva predicha
para cada modelo ajustado, y para los cuatro tipos de emulsiones estudiadas. Las barras de error

representan desviacién estandar.
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La mayor velocidad de liberacion observada para MF vs CL puede ser explicada por el
pKa de MF de 12,4, mientras que CL de 7,45. A pH 7,4 la MF se encuentra mas protonado que

CL lo que lo hace que sea mucho mas soluble a este pH.

4.2.5 Estudios de citotoxicidad

Las emulsiones W/W estudiadas han sido formadas con biopolimeros de origen
natural y se les han adicionado principios activos, electrolitos y diversos excipientes con
funciones especificas. Se ha estudiado la compatibilidad de las emulsiones W/W preparadas
con cultivos celulares, evaluando la viabilidad de estas después de estar en contacto con las

emulsiones.

Para el estudio de toxicidad se realizé el ensayo MTT en células Hela Este ensayo
colorimétrico determina la viabilidad celular por la actividad mitocondrial. Si la formulacion
no es toxica y las células son viables, a partir del reactivo MTT se forman cristales de formazan,
gue disueltos en DMSO presentan una elevada absorbancia a 570 nm. En cambio, si hay
muerte celular los cristales de formazan no se forman y la absorbancia es menor o cercana a

cero.

Se prepararon las emulsiones C1,25/A2,75 y A0,25/C13,75s que contenian CL con
respecto a las que no la contenian. Después, las emulsiones fueron diluidas seriadamente

para hacer los ensayos de toxicidad.

En la Figura 86 se muestra en el eje de ordenadas la viabilidad celular en porcentaje y
en el eje de abscisas las diferentes concentraciones de las emulsiones diluidas de manera
creciente, es decir, de menor a mayor concentracién. A titulo de ejemplo, la dilucién 1-10%,
significa que la emulsién fue diluida 0,0001 veces en medio de cultivo DMEM. Tal como se
observa en la Figura 86, a medida que aumenta la concentracion de las emulsiones se observa
una disminucidon en la viabilidad celular cuando las emulsiones contenian CL, en las dos
emulsiones estudiadas. En las emulsiones sin principio activo no se observo disminucion de la

viabilidad celular en ninguna de las emulsiones estudiadas.
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Figura 86. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con diferentes
diluciones de las emulsiones, expresadas en concentracion p/p . Los valores son medias de n =4 * DE.
*

p <0.05.

Paralelamente a los estudios de viabilidad celular con diluciones de las emulsiones, se
realizdé un control de DMEM y DMEM en PBS, con y sin CL; es decir, en lugar de afadir
diluciones de las emulsiones a los cultivos celulares, se anadié medio de cultivo solo y una
solucién de medio de cultivo en PBS. (Figura 87). Los resultados muestran que estos medios

no afectan a la viabilidad celular.
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Figura 87 Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con DMEM PBS+ DMEM,
como controles en el test MTT. Los valores son medias de n =4 + DE. * p <0,05.

Emulsiones Pickering con Mucina

También se realizé un ensayo MTT en emulsiones que contenian mucina, con y sin CL.
Los resultados indican que al aumentar la concentracién de CL disminuye la viabilidad celular

(Figura 88). Los controles de PBS no presentaron cambios.
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Figura 88. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con diferentes

disoluciones de emulsién p/p y controles con DMEM PBS+ DMEM. Los valores son mediasden=4+
DE. * p <0.05.

Estos resultados nos indican que mucina no influye en la viabilidad de las células Hela
a las concentraciones estudiadas; en cambio se produce un incremento en la toxicidad celular

debido a concentraciones elevadas de CL, tal como se observo en los resultados mostrados

en la Figura 86.
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4.3 Sistema Alginato de sodio-Caseinato de sodio/etanol

Con la finalidad de incorporar un principio activo poco soluble en agua en las
emulsiones W/W formadas en el sistema alginato de sodio/caseinato de sodio, se considerd
la posibilidad de incorporar un pequefio porcentaje de etanol a dichas emulsiones. En

estudios preliminares se comprobd la formacién de emulsiones incorporando etanol en este

Se ha estudiado el diagrama de fases del sistema PBS:etOH 70:30/alginato de
sodio/caseinato de sodio, se ha incorporado ML a emulsiones seleccionadas y se ha estudiado

la cesidn del mismo a una solucién receptora.

4.3.1 Diagrama pseudobinario

Para comprender el efecto de etanol en el sistema alginato-caseinato, se prepararon
mezclas binarias de soluciones concentrada de alginato en PBS pH 7,4 y solucién concentrada
de caseinato en una relacién 70:30 PBS:etanol respectivamente, a 25 °C y se elabord un
diagrama de fases en no equilibrio. Posteriormente se observé la formacién de gotas por
microscopia Optica. Para estos estudios se prepararon soluciones concentradas de alginato
1,2 y 3% y de caseinato 5, 10 y 15%. Estas composiciones se seleccionaron de acuerdo al
diagrama del sistema alginato-caseinato y de estudios anteriores sin la presencia de etanol
[Capron y cols., 2001] [Maestro y cols., 2020]. El estudio se realizé durante 48 horas a 25 °C,

posterior a esto las emulsiones se dejaron durante 1 mes para otros estudios.

Los resultados muestran que, igual que en el diagrama alginato-caseinato en PBS, a
baja concentraciéon polimérica existe una region monofasica liquida y a concentraciones
superiores aparece una zona multifasica (Figura 89). Dentro de la region multifasica, se
observan 3 tipos de estructuras: emulsiones de tipo caseinato en alginato (Figura 89A),

alginato en caseinato (Figura 89C), y estructuras bicontinuas (Figura 89B).
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Alginato (%)

Caseinato-etOH (%)

Figura 89. Diagrama de fases del alginato / caseinato en PBS: etanol 70:30, observado a 25 ° C después
de 7 dias. El diagrama de fase se puede dividir en dos regiones: (I) monofasica, (Il) multifasica.
Dependiendo de las concentraciones de los diferentes biopolimeros: (A) Ce2,5/A2,5; (B) Al/Ce6; (C)
A0,5/Cel2,5. Estas micrografias se observaron mediante microscopia éptica de fluorescencia (caseina
marcada con FITC).

Al comparar el diagrama del sistema alginato-caseinato(etOH) (Figura 89) con el de
alginato-caseinato (Figura 54), observamos que la incorporacion de etanol no afecta
significativamente al comportamiento fasico. Es decir, la linea binodal no se ve desplazada al
agregar etanol a las mezclas poliméricas, y se siguen observando los mismos tipos de

estructuras, Aen Cy Cen A, con emulsiones bicontinuas.

Se seleccionaron emulsiones caseinato en alginato, a las que se les incorpord el
principio activo lipdfilo ML, se estudid su estabilidad durante un mes vy la cesién del farmaco

a una solucién receptora.
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4.3.2 Incorporaciéon de melatonina

La ML es una hormona lipofilica de un pKa de 16,51 [SCCS, 2010] [Osol, 1975], la cual
se ha incorporado en este tipo de emulsiones para estudiar su cesidn a soluciones receptoras.
Es necesario indicar que ML es sensible a la luz, por lo que todos los ensayos se realizaron en

recipientes protegidos de la luz.

Para la preparacion de emulsiones se prepararon las formulaciones que se muestran
en la Tabla 19. Se han seleccionado emulsiones de caseinato en alginato y se ha incorporado
ML a las soluciones concentradas de caseinato en PBS:etanol, por su mayor solubilidad, ya

que las soluciones concentradas de alginato se prepararon en PBS, sin etanol

Tabla 19. Nomenclatura y composicién de formulaciones de caseinato con etanol (Ce) y alginato (A).

Cddigode la Fase Peso de Peso de solucién Orden de Concentracion  Pruebas que se
emulsion externa solucidon de de alginato (A) adiciéondelos  final de etOH han utilizado
caseinatoen anadido componentes
PBS:etOH (Ce)
anadido
Ce2,25/A1,7 A 1* 5** A sobre Ce 4,3% Incorporacion de
ML/estabilidad
NP
Cel,5/A2,25 A 1 5" A sobre Ce 4,6% Estabilidad

* Solucién concentrada de caseinatoen PBS:etOH 13,5%
** Solucidn concentrada de alginato 2%
Solucién concentrada de caseinato en PBS:etOH 9%
Soluciéon concentrada de alginato 2,7%
ML Melatonina
NP Nanoparticulas

Posteriormente, se incorporé ML en la solucidn concentrada de caseinato en
PBS:etOH, para luego formar emulsion con la solucidn concentrada de alginato. La
concentracion final de ML fue del 1% en las siguientes emulsiones Ce2,25ML1/A1,7 y
Cel,5ML1/C2,25. Una vez preparadas las emulsiones se observaron macro y
microscépicamente a las 24 horas de preparacion (Figura 90). Los resultados muestran que
ambas emulsiones presentaban gotas micrométricas y tenian un aspecto blanquecino

macroscopicamente.
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Figura 90. Micro (40x) y macrografia sistema alginato/caseinato en PBS:etOH con ML incorporada, 24
horas de su preparacion. (A) Ce2,25ML1/A1,7; (B) Ce1,5ML1/A2,25.

Si bien la incorporacién de ML ha sido factible en estas emulsiones, es necesario
indicar que las gotas de estas emulsiones no son del todo esféricas en la formulaciéon
Cel,5ML1/C2,25 (Figura 90B). Es por ello que se selecciond la formulacién Ce2,25ML1/A1,7
para los otros ensayos (Figura 90A). Este cambio en la morfologia puede deberse a la

insolubilizacion de ML por la baja proporcion de etanol o a la formacién de coacervatos.

Para estudiar la estabilidad de la formulaciéon Ce2,25/A1,7, se han preparado dos
emulsiones con y sin ML. Para ello se prepararon viales con emulsiones para un estudio de 4
meses, donde cada cuatro semanas se analizaron micro y macroscépicamente las emulsiones.
Los resultados mostraron la estabilidad cinética de ambas emulsiones con y sin principio
activo durante el periodo estudiado (Figura 91). En relacion a la distribucién de tamafio de
gotas, la emulsion Ce2,25/A1,7 con y sin ML presentd un rango de didmetro medio de

alrededor de 5a 10 um.
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Figura 91. Recuento de gotas y microfotografias (40x) de formulaciones con y sin ML a 25 °C durante
16 semanas. Los valores son medias de n = 3 + DE.

Con respecto al estudio macroscépico, los viales no presentaron separaciéon de fases
durante las 16 semanas. Sin embargo, en el estudio microscépico (en mas detalle se aprecia
en la Figura 92), se aprecia deformacion una pérdida de morfologia de las gotas en emulsiones
con MLy sin ella a las 16 semanas, lo que probablemente esté relacionado de cuenta de la

desestabilizacion del sistema.
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Figura 92. Macro y microfotografias (40x) de formulaciones con y sin ML a 25 °C durante 16 semanas.

Se han realizado estudios reolégicos de viscosidad y medidas dindmicas de emulsiones
cony sin ML durante 16 semanas (Figura 93 y Tabla 20). Es decir, estas emulsiones mantenian
su viscosidad durante el tiempo de estudio obteniendo una pérdida de entre el 10 a 27% para
las emulsiones sin ML, y la Ce2,25ML1/A1,7 una pérdida de entre 10 a 21 % a las diferentes
tasas de deformacion (Tabla 20). Se ha descrito que el alginato en concentraciones de etanol
alrededor del 15% tiende a aumentar su viscosidad [Hermansson y cols., 2016], lo que podria

explicar estos resultados.
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Tabla 20. Viscosidad de emulsiones del sistema alginato-caseinato/etOH (Ce2,25/A1,7) con la
incorporaciéon de melatonina (ML) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas) estudiado a tasa de
deformacion (Y) de 25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y ultimo tiempo.

Ce2,25/A1,7 48h Ce2,25/A1,7 16s An (%) Ce2,25ML1/A1,7 48h Ce2,25ML1/A1,7 16s An (%)

Viscosidad
(Pas) Y=25 2,426 2,159 -11,005 2,149 1,926 -10,376
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 2,049 1,493 -27,135 1,618 1,275 -21,199
1/s
A B —— (Ce2,25/A1,7 48h
100+ 100 ] —— (Ce2,25/A1,7 4s
1 —— (e2,25/A1,7 125
-+ (e2,25/A1,7 16s
3 104 ) 10
= =
L)
1 T T 1 1
0,01 0,1 1 10 0,01 0:1 1 10
C ¥/st f(Hz)
D —e— (82,25ML1/A1,7 48h
100+ 100+ —— (Cel,25ML1/AL,7 4s
—— Ce2,25ML1/A1,7 125
—s— Ce2,25ML1/A1,7 165
& £
Pié 10 G: 1
©
1 T
0,01 0,1 1 10 14 T T 1
1 0,01 0,1 1 10
tfs #{(Hz)

Figura 93. Viscosidad en funcion de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) Ce2,25/A1,7 y (C)
Ce2,25ML1/A1,7. Medidas oscilatorias dindmicas en funcion de la frecuencia, mddulos de
almacenamiento (G’) y médulos de pérdida (G”) (B) Ce2,25/A1,7 y (D) Ce2,25ML1/A1,7.

Enrelacidén alos médulos G’y G”, tanto en las emulsiones con ML o sin principio activo,
el modulo viscoso (G”) es sdélo ligeramente superior al médulo elastico (G’), de lo que se
deduce que el comportamiento liquido predomina minimamente sobre el sélido, pero ambos
son similares. Estas diferencias entre los médulos G’ y G” se han mantenido a lo largo del

tiempo (Figura 93).
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La estabilidad es por la poca disminucién de la viscosidad en el tiempo. En ese sentido
se ha descrito que el alginato en concentraciones de etanol alrededor del 15% tiende a
aumentar su viscosidad [Hermansson y cols., 2016], lo que podria explicar estos resultados,

ya que el componente mayoritario en estas emulsiones es la fase de alginato.

4.3.3 Estabilizacidon fisica con nanoparticulas

Con la finalidad de estabilizar este tipo de emulsiones, se ha formado nanoparticulas
a partir de nano-emulsiones del dcido polilactico-co-glicélico (PLGA). El PLGA es un compuesto
biodegradable y biocompatible, es uno de los polimeros mas utilizados en el disefio y la
formulacion de sistemas de administracion de farmacos para aplicaciones biomédicas, debido
a su versatilidad y funcionalizacién en la formulacién. Los nanotransportadores basados en
PLGA han permito encapsular una gran cantidad de fdrmacos aumentando su
biodisponibilidad al protegerlo de la degradacidon prematura en el entorno biolégico lo que

proporciona una liberacién sostenida [Pandita y cols., 2015].

Las nanoparticulas se han preparado como se indica en publicaciones anteriores del
grupo de investigacion [Fornaguera y cols., 2015], donde se ha utilizado una proporcién de
lactico y glicélico de 75:25. En el estudio mencionado, se prepararon NPs de PLGA con la
finalidad de encapsular loperamida como farmaco modelo, y funcionalizar la NP para

atravesar la barrera hematoencefalica.

En emulsiones convencionales, se han utilizado nanoparticulas de PLGA para la
formacion de emulsiones tipo Pickering debido a sus propiedades biocompatibles vy
bioseguras, y que se pueden adsorber en la interfase aceite/agua [Albert y cols., 2018]. En
emulsiones de migliol y agua, donde se incorporaron dispersiones de NP de PLGA, estas no

mostraron afinidad por la fase acuosa ni oleosa [Albert y cols., 2018].

En emulsiones W/W, el fundamento de utilizar nanoparticulas de PLGA para formar
emulsiones W/W tipo Pickering se deben a la posibilidad que tienen estas para ser adsorbidas

en la interfase. Esto se debe a que el PLGA no es soluble en medios acuosos ni tampoco en
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soluciones con etanol [Garner y cols., 2021]. Otra caracteristica es que las nanoparticulas de

PLGA tienen un potencial Z negativo debido a sus grupos carboxilicos [Albert y cols., 2018].

A partir de los estudios previos [Fornaguera y cols., 2015], se prepard una dispersién
de nanoparticulas de PLGA a partir de una nano-emulsidn. Se estudio tanto el tamafio como
el potencial Z. Como se observa en la Tabla 21, se obtuvo una NE de un tamafio de 67 nm con
una baja dispersion y un potencial Z de -27 mV. Las NP formadas utilizando la NE como
plantilla un tamafo de 51 nm debido a la evaporacién del acetato de etilo durante la
formaciéon de las NP de PLGA. El potencial Z se mantuvo negativo debido a los grupos

carboxilicos de este polimero.

Tabla 21. Propiedades de la nano-emulsion (NE) y la dispersién de nanoparticulas (NPd).

Apariencia Potencial Z

Muestra visual Tamaiio (d.nm) PDI (mV)

AN L
WNOWNTAWY e

NE WA AV TV 67,59 + 8,11 0,17+0,01 -27,33%6,55

WU
- i

e —— ——a

[0 VN
NPd ‘,"‘:z \"::, 51,43 +1,74 0,18+0,01 -27,72+1,381

Una vez formada la dispersién de NP, se procedid a concentrar en tres ciclos. Para ello
mediante el uso del Centriprep® se concentré hasta obtener una concentracion de
nanodispersion (NPd) del 6%. Esta concentracidn se utilizdé en base a estudios de emulsiones
W/W donde en el sistema PEG/sulfato de magnesio se formaron emulsiones Pickering con NP
de silice [Griffith, 2018]. En este estudio las NP tenian un tamaiio de 50 nm y un potencial Z
de -42 mV. Estos investigadores determinaron para su sistema que la concentracion 6ptima
de NPd fue de un 6% en peso/volumen [Griffith, 2018] Si bien este es otro sistema y otro tipo
de NP, se ha utilizado como referencia esa concentracién, ya que tanto el tamano como el pZ

son similares.
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Antes de la incorporacion de la NPd, se incorporé rodamina (color rojo) en las NP de
PLGA. Una vez concentrada la NPd se afadié a la solucién concentrada de caseinato en PBS:
etOH, que previamente se encontraba marcada con fluoresceina (color verde). Una vez
preparada la solucidn con NPd y caseinato se mezclé con la solucién concentrada de alginato
sin marcar. Una vez prepara la emulsidon Ce2,25NP6/A1,7, se dejo 24 horas a 25 °C para

posteriormente ser observada en un microscopio confocal fluorescente.

Las imagenes obtenidas fueron de gotas verdes en un fondo negro, lo que quiere decir
gue las gotas fueron de caseinato en alginato. Después al cambiar el filtro al color rojo, se
observa que las gotas también tienen un color rojo, con algunos puntos de intensidad mayor.
Luego al hacer la fusiéon de las dos imagenes anteriores se observa puntos de mayor

intensidad en la interfase respecto al interior de las gotas (Figura 94). Lo anterior también se

observa en la reconstruccion 3D, donde existen aglomeraciones de NP.

Figura 94. Imagenes de microscopio de fluorescencia confocal de emulsiones de caseinato en alginato
24 h después de la preparacion. (A) El caseinato se marcé con FITC, (B) NP de PLGA cargadas con
rodamina localizadas fase interna, (C) La imagen corresponde a la fusion de a) y b), (D) reconstruccion
3D de fusién de imagenes.
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Estos resultados nos indican, tres posibilidades. La primera que efectivamente la NPd
dispersidn se encontraba tanto en la interfase como en las gotas de caseinato. Esto se podria
explicar debido al modo de preparacidon en el cual se incorporé en la solucién rica en
caseinato, y que presenta cierta afinidad por esa fase. Una segunda posibilidad, es que la
concentracion de rodamina fue muy alta y que rdpidamente comenzé a liberarse desde la NP,
esto debido a la afinidad que tiene este marcador por el etanol [Chapman & Euler, 2018]. Una
tercera posibilidad es que para este sistema una concentracion del 6% de NPs sea muy alta,
esto se ha observado en con NP de latex que un aumento de concentracién hace que se
encuentren las NP fuera de la interfase en el sistema dextrano/PEO [Balakrishnan y cols.,

2012].

Si bien son necesarios mas estudios acerca de la formacién de emulsiones Pickering
con NP de PLGA, se han continuado los estudios de estabilidad, debido al interés de tener una
forma farmacéutica que incorpore nanoparticulas de PLGA cargadas con ML para el

tratamiento del accidente cerebral vascular [Figueroay cols., 2021].

4.3.4 Incorporaciéon de NP y melatonina

Se ha estudiado la estabilidad de las emulsiones con y sin melatonina, a la cuales se
les incorpord NP para estudiar su estabilidad. Para ello se prepard la emulsion
Ce2,25NP6/A1,7 y en la solucién concentrada de caseinato se afiadieron NP y la ML. Para esto
se prepararon las formulaciones y se estudid su estabilidad durante 16 semanas,

observandolas cada 4 semanas macro y microscépicamente.

En relacién a las microfotografias, en ambas formulaciones estudiadas se observaron
gotas durante las 16 semanas de estudio. La distribucion del tamafio de gotas se mantuvo
durante todo el tiempo de estudio, obteniéndose un promedio de didametro entre las 5y 10
um (Figura 95). Estos resultados son similares a las formulaciones Ce2,25/A1,7 vy

Ce2,25ML1/A1,7 en la Figura 91.
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Figura 95. Recuento de gotas y microfotografias (40x) de formulaciones con ML vy, con y sin
nanoparticulas a 25 °C durante 16 semanas. Los valores son medias de n = 3 + DE.

Con respecto al estudio macroscdpico, no se observd macrofotografias, los viales no
presentaron separacion de fases durante las 16 semanas. Sin embargo, en el estudio
microscépico en mas detalle se aprecia en la Figura 96, se aprecia deformacién de las gotas
en emulsiones con MLy sin ella a las 16 semanas, lo que probablemente esté relacionado de

la desestabilizacion del sistema.

172



Ce2,25NP6/A1,7

Ce2,25NP6/A1,7

Ce2,25MLINP6/A1,7

Figura 96. Macro y microfotografias (40x) de formulaciones con MLy, con y sin nanoparticulas a 25 °C
durante 16 semanas.

Para estudiar en mas detalle se estudid la viscosidad y las medidas oscilatorias
dindmicas de estas emulsiones. La emulsion C2,25NP6ML1/A1,7 presento una disminucion
de la viscosidad del aproximadamente 63%, mientras que la emulsién sin ML no se obtuvieron
mayores cambios a las 16 semanas (Tabla 22 y Figura 97). Esto demuestra el aporte del
principio activo en el comportamiento viscoso de las emulsiones, es decir, que podria estar
aumentando el proceso de desestabilizacion respecto a cuando no se incorpora, en conjunto
con las NP. Ya que al comparar con la Figura 92, ML sin NP parece mantener la morfologia de

las gotas a las 16 semanas.
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Tabla 22. Viscosidad de emulsiones del sistema alginato-caseinato/etOH (Ce2,25/A1,7) con la
incorporaciéon de melatonina (ML) y nanoparticulas (NP) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas)
estudiado a tasa de deformacidn (Y) de 25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y dltimo
tiempo.

Ce2,25NP6/A1,7 Ce2,25NP6/A1,7 Ce2,25NP6ML1/AL,7 Ce2,25NP6ML1/AL,7

48h 16s An (%) 48h 165 An (%)
Viscosidad
(Pas) Y=25 3,636 3,335 -8,278 2,077 0,748 -63,976
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 1,826 2,290 25,410 1,628 0,626 -61,541
1/s

En relacién a las medidas dinamicas, existe una mayor separacién entre los médulos,
siempre predominando G” sobre G’ (Figura 97). Sin embargo, en el tiempo para ambas
emulsiones se van distanciando los médulos. Al comparar con la Figura 93, los mddulos sin la
incorporacion de NP, estaban mads estrechamente cercanos, por lo que pareciera que fuesen
mas estables que cuando se incorpora las NPs. Tal como se ha mencionado antes, esto se
puede deber a la concentraciéon de NP afadidas. Ademas, estos cambios de viscosidad y
comportamiento dindmico no se observaron en las formulaciones Ce2,25/A1,7 y

Ce2,25ML1/A1,7 (Figura 93).

174



— Ce2,25NP6/A1,7 48h
—— (Ce2,25NP6/A1,7 4s

—— Ce2,25NP6/A1,7 125
—— Ce2,25NP6/A1,7 165

1004

104

Mo/Pas
G', G"(Pa)

0,01 01 1 10

—+— (Ce2,25MLINP6/AL,7 48h
—— (Ce2,25SMLINPB/AL,7 4s

—— Ce2,25MLINPG/ALT 125
—— (Cel,25MLINPE/ALT 16s

1004

104

To/Pas

G', G"(Pa)

Figura 97. Viscosidad en funcidn de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) Ce2,25NP6/A1,7 y (C)
Ce2,25MLINP6/A1,7. Medidas oscilatorias dinamicas en funcidon de la frecuencia, mddulos de
almacenamiento (G’) y mddulos de pérdida (G”) (B) Ce2,25NP6/A1,7 y (D) Ce2,25MLINP6/A1,7.

4.3.5 Estudios de liberacidn

Se ha estudiado la liberacion de un principio activo liposoluble al 1% (p/p) como lo es
ML a partir del sistema alginato/caseinato (con etanol) en PBS pH 7,4 y 37°C durante 24 horas.
Para ello se prepararon las emulsiones con melatonina, la cual se incorpord en la solucion
concentrada de caseinato, y con (Ce2,25ML1NP6/A1,7) o sin (Ce2,25ML1/A1,7) la

incorporacion de NP. También se prepard una solucién de ML al 1% como control.
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Figura 98. Porcentaje de ML cedida a través de la membrana de didlisis de las emulsiones en solucidn
de PBS 7.4 a 37 °C, durante 24 horas. Los valores son medias de n =4 + DE.

Los resultados de la cesiéon de ML muestran que la solucidon de ML1 presenta una
liberacion superior al 90% a las 24 horas (Figura 98). Por otra parte, la emulsion
Ce2,25ML1/A1,7 junto a Ce2,25ML1NP6/A1,7 tiene una cesion menor a la solucién llegando
a un 75% a las 24 horas. La pendiente de ambas emulsiones es mas sostenida en el tiempo al
compararla con la solucién de ML1 (Figura 98). Estos resultados demuestran que las NP no

afectan a la cesidon de ML en las condiciones estudiadas.
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4.4 Sistema pectina-caseinato

Se estudio la formacién de emulsiones W/W en un sistema similar al de alginato de
sodio y caseinato de sodio en PBS 7,4 sustituyendo el alginato de sodio por otro polisacérido,
qgue es la pectina. Existen estudios previos sobre el comportamiento fasico de mezclas de
soluciones de pectina y caseinato de sodio [Rediguieri, 2007] y sobre la reologia de
emulsiones W/W en este sistema [Maestro y cols., 2020]. La novedad de esta investigacion

fue el estudio de la incorporacion de farmacos y la cesidn a soluciones receptoras

4.4.1 Diagrama pseudobinario

Se ha formado un diagrama de fases realizado con la solucién de PBS a pH 7,4 para
estudiar el comportamiento fasico del sistema pectina/caseinato. En el cual se prepararon
mezclas de soluciones poliméricas en PBS a pH 7,4 y a diferentes concentraciones de polimero
y se observaron las fases que se formaban a 25 °C. Se observé la formacion de gotas de
emulsidon mediante microscopia dptica. Se prepararon soluciones de pectina entre el 0,1 y el
3% en peso y soluciones de caseinato de sodio entre el 0,1% y el 15% en peso, en base a otros

estudios descritos en la bibliografia [Maestro y cols., 2020].

En el diagrama de la Figura 99 se observan en cada eje, concentraciones crecientes de
ambas soluciones poliméricas. Ademas, se pueden observar dos regiones: la primera es una
region |, caracterizada por una baja concentracion polimérica; y la segundo una zona Il, donde

hay una concentracidon mayor de polimeros.

Se marco el caseinato de sodio con isotiocianato de fluoresceina, para identificar las
estructuras formadas al mezclar las dos fases liquidas. En la Figura 99 se muestran a titulo de
ejemplo tres micrografias de emulsiones formadas al mezclar las soluciones poliméricas: la
emulsién C1,66/P2,5, caseinato en pectina (Figura 99A); la emulsién P1,5/C11,25, pectina en
caseinato (Figura 99C); y la emulsién A1/ C7,5/P3 con estructura bicontinua (Figura 99B),

donde coexisten gotas de pectina y gotas de caseinato.
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Figura 99. Diagrama de fases del sistema de pectina/caseinato en PBS, observado a 25 ° C después de
7 dias. El diagrama de fases se puede dividir en dos regiones: (I) monofasica, (Il) multifasica. (A),
C1,66/P2,5, caseinato en pectina; (B) C7,5/P3, bicontinuo; y (C) P1,5/C11,25, pectina en caseinato.
Estas micrografias se observaron mediante microscopia dptica de fluorescencia (caseina marcada con
FITC).

El sistema pectina-caseinato ha sido descrito utilizando como medio para la
preparacion de soluciones concentradas una solucién amortiguadora de fosfatos a 0,01M vy
un pH 7 [Rediguieri y cols.,, 2007], en este diagrama se han obtenido el mismo
comportamiento de fases una regién monofasica y otra multifasica, y dentro de la zona de
multifdsica, emulsiones de pectina en caseinato y viceversa, ademds de estructuras
bicontinuas (Figura 99B). Otros investigadores han reportado la formacién de emulsidon de
este sistema a pH 8 con una zona de emulsién muy similar, donde algunos puntos son
P0,5/C2,5y C1/P2,5 [Maestro y cols., 2020] (Figura 99A). A diferencia este diagrama se formé
a pH 7,4 con el uso de solucion amortiguadora de fosfatos, lo que al parecer permite que la

zona de emulsidon se forma a concentraciones mas bajas.

En relaciéon al diagrama de la Figura 99, se han seleccionado 4 formulaciones. Dos
emulsiones de pectina en caseinato (C2,5/P2,5 y C5/P2) y dos de caseinato en pectina

(P0,25/C13,75y P0,5/C12,5)(Tabla 23), ambas ubicadas en los extremos del diagrama. Estas
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se prepararon a partir de soluciones concentradas de pectina al 3% y de caseinato al 15%,
basados en estudios previos [Maestro y cols., 2020] [Rediguieri y cols., 2007]. Ademas, la
seleccidn de estas formulaciones, si bien no hay estudios previos de ellas, se quiso mantener
la relacion de peso de las soluciones de concentradas de pectina y caseinato, de 5y 1 g segun

corresponda.

Tabla 23. Nomenclatura y composicién de formulaciones de pectina (P) y caseinato (C).

Codigodela Fase Peso de solucion Peso de Orden de Pruebas que se
emulsion externa de pectina (P) solucion de adicién de los han utilizado
afiadido** caseinato (C) componentes
afiadido*
C2,5/P2,5 P 5,5 0,5 P sobre C Incorporacion de
CLy MF
C5/P2 P 5 1 P sobre C Estabilidad
P0,25/C13,75 C 0,5 5,5 CsobreP Incorporacion de
CL yMF
P0,5/C12,5 C 1 5 CsobreP Estabilidad

* Solucién concentrada de caseinato 15%
** Solucion concentrada de pectina 3%
CL Hidrocloruro de clindamicina

MF Hidrocloruro de metformina

4.4.2 Incorporacidén de principios activos

Se ha estudiado la incorporacién de hidrocloruro de CL e hidrocloruro de MF en el

sistema pectina-caseinato, con la finalidad de comparar dos principios activos hidrofilicos.

Hidrocloruro de Clindamicina

Para el estudio de la incorporacion de CL, ésta se afiadio en la soluciéon concentrada
de caseinato para C5CL2/P2 y C2,5CL2/P2,5, y de pectina para P0,25CL2/C13,75 y
P0,5CL2/C12,5. A partir de esto, se analizd a 24 horas de preparacion la formacién de gotas y

aspecto macroscopico.
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Los resultados muestran que las formulaciones con CL forman emulsiones, esto
debido a la presencia de gotas a nivel microscopico, y la ausencia separacién de fases a escala

macroscopica a 24 horas de preparacion (Figura 100).

Figura 100. Micro (40x) y macrografia sistema pectina/caseinato con CL incorporada, 24 horas de su
preparacién. (A) P0,25CL2/C13,75; (B) P0,5CL2/C12,5; (C) C5CL2/P2; (D) C2,5CL2/P2,5.

Como se observd este tipo de formulaciones permiten la incorporacion de CL, es por
ello que se realizé un estudio de 4 semanas para observar la estabilidad de la emulsién tanto
micro y macroscopicamente. Para ello a modo de resumen, se prepararon 4 formulaciones,
dos sin principio activo (C2,5/P2,5 y P0,25/C13,75) y dos con CL (C2,5CL2/P2,5 y
P0,25CL2/C13,75) a una concentracion final del 2%. Todas las formulaciones se mantuvieron

a 25 °C.

Los resultados indican que para los tipos de emulsiones caseinato en pectina
(C2,5/P2,5) y pectina en alginato (P0,25/C13,75) (Figura 101 y Figura 102), su estabilidad se
mantuvo durante una semana, sin embargo, al incorporar CL la estabilidad aumento hasta las
4 semanas. Las emulsiones caseinato en pectina, presentaron una distribucién de gotas sobre
el 80% de un tamano entre 1-5 um y se mantuvo en el tiempo para el caso de la emulsién con

CL, donde ya en la ultima semana de estudio la cantidad de gotas eran menor (Figura 101).
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En cambio, las emulsiones tipo pectina en caseinato, la distribucién de gotas sobre el 50%

pertenecian a un rango de 5-10 um.

C2,5/P2,5 C2,5CL2/P2,5
1501 1504
Il 24h HE 1s Bl 24h BE 1s B 2s B 3s B 4s
— 100 100
®
®
8 |
50 s 50 1
0- ¥ T T T 0= i T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
P0,25/C13,75 P0,25CL2/C13,75
1504 150+
Wl 24h BN 1s mm 24h Bm 1s BE 25 Bm 3s B 4s
o | g | Bt (BEg | R )
§ 100 N 1004 s 314 | - i
©
]
U]
e
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Didmetro (um) Diametro (pm)

Figura 101. Recuento de gotas de formulaciones con y sin CL a 25 ° C durante 4 semanas. Los valores
son medias de n =3 £ DE.
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C2,5/P2,5

P0,25/C13,75

24h 1s 2s 3s 4s

C2,5CL2/P2,5

P0,25CL2/C13,75

Figura 102. Microfotografias (40x) de formulaciones con y sin CL a 25 ° C durante 4 semanas.

En relacion a los estudios de viscosidad, para emulsiones pectina en caseinato sin
incorporar CL, presentaban una disminucién de viscosidad alrededor del 30 % (Tabla 24 y
Figura 103A) al igual que el médulo eldstico y el viscoso (Figura 103B), donde existian una
mayor diferencia entre ambos en el tiempo predominando el comportamiento liquido por
sobre el sdélido. Al incorporar CL en estas emulsiones, la viscosidad se mantuvo en el tiempo,
al igual que los médulos G’ y G” (Figura 103B), ademas, la diferencia entre ambos era mucho

menor a la de emulsiones sin el principio activo.

Para las emulsiones caseinato en pectina, cuando no se incorporé CL, presentaban una
disminucion del 90% en la viscosidad (Tabla 24 y Figura 103C). Sin embargo, cuando CL estaba
presente, la viscosidad fue disminuyendo en el tiempo, hasta la cuarta semana donde habia
separacion de fases (-30 % An). Interesantemente, para ambas emulsiones, con y sin principio
activo, los médulos elastico y viscoso se mantuvieron en el tiempo donde el comportamiento

liqguido predominaba sobre el sélido (Figura 103D).
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Tabla 24. Viscosidad de emulsiones del sistema pectina-caseinato (P0,25/C13,75y C2,5/P2,5) con la
incorporacién de clindamicina (CL) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas) estudiado a tasa de
deformacion (Y) de 25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y ultimo tiempo.

P0,25/C13,75 48h P0,25/C13,75 1s An (%) P0,25CL2/C13,75 48h P0,25CL2/C13,754s An (%)

Viscosidad
(Pas) Y=25 0,169 0,121 -28,402 0,161 0,007 -95,553
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 0,167 0,114 -31,512 0,157 0,007 -95,511
1/s
C2,5/P2,5 48h C2,5/P2,5 1s An (%) C2,5CL2/P2,5 48h C2,5CL2/P2,5 4s An (%)
Viscosidad
(Pas) Y=25 0,455 0,039 -91,3357 5,935 3,881 -34,608
1/s
Viscosidad
(Pas) Y=50 0,368 0,036 -90,1304 5,939 3,995 -32,732
1/s
A B
104 -e- P0,25/C13,75 48h
fj\f‘ﬁm: -= P0,25/C13,75 1s
1_
. i & P0,25CL2/C13,75 48h
2 B e T Wpeam— 9 s~ P0,25CL2/C13,75 4s
0,01+ @
0,001- T T 1
0,01 0.1 1 10
C D

- (2 5/P2548h
= P25C251s

-+ C2,5CL2/P2,5 48h

017 « C2,5CL2IP25 4s

1./Pa-s

0,01+

0,001
0,01

Figura 103. Viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) C2,5/P2,5 (C)
P0,25/C13,75. Medidas oscilatorias dindmicas en funcion de la frecuencia, médulos de
almacenamiento (G’) y médulos de pérdida (G”) (B) P0,25/C13,75 y (D) C2,5/P2,5.
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Si bien estas emulsiones fueron estables durante un mes, los parametros reoldgicos
indican una pérdida de viscosidad y que las emulsiones se vuelven mas liquidas con el tiempo.
Al comparar emulsiones del sistema pectina-caseinato y alginato-caseinato, considerando
gue la relacién de pesos de soluciones concentradas era similar, estas Ultimas a las 4 semanas
mantenian aun mejor la viscosidad y la relacién entre los médulos era mas estrechas, por lo
gue estas emulsiones eran aun mas estables y podrian mantenerse por mas tiempo. Estos
cambios se pueden deber a que el alginato, como se ha mencionado antes, aumenta su
viscosidad al disminuir el agua libre [King, 2019] [Theagarajan y cols., 2019] lo que no hace

pectina en solucion.

El comportamiento dinamico de las emulsiones esta en concordancia con los estudios
de sistemas previos [Maestro y cols., 2020], sin embargo, no se han encontrado estudios en

reoldgicos en el tiempo para este sistema y condiciones a la fecha de escritura de esta tesis.

Hidrocloruro de Metformina

Se ha incorporado MF en la solucién concentrada que seria parte de la fase de menor
peso, y se formaron emulsiones pectina en caseinato (P0,25MF2/C13,75y PO,5MF2/C12,5) y
dos de caseinato en pectina (C5MF/P2 y C2,5MF/P2,5). De las formulaciones anteriores se
estudio la formacion de emulsiéon con la incorporacién de MF al 2%, mediante formacién de

gotas y apariencia visual

Los resultados muestran que la emulsidn fue capaz de incorporar este principio activo,
debido a la presencia de gotas a escala microscépica y la no separacion de fases a nivel

macroscopico (Figura 104).
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Figura 104. Micro (40x) y macrografia sistema pectina/caseinato con MF incorporada, 24 horas de su
preparacién. (A) P0,25MF2/C13,75; (B) PO,5MF2/C12,5; (C) C5MF2/P2; (D) C2,5MF2/P2,5.

Para ampliar mas el estudio anterior, se ha estudiado la estabilidad durante 4 semanas
inicialmente a 25 °C. Para esto se seleccionaron las emulsiones que se encontraban mas en
los extremos con la finalidad de obtener emulsiones mas estables y menos diluidas, como

veremos a continuacion.

Los resultados muestran que este principio activo no afecta en la estabilidad de ningin
tipo de emulsiéon estudiado. Es decir, para emulsiones con y sin principio activo; y de caseinato
en pectina y pectina en caseinato, no aumenta la estabilidad por encima de una semana
(Figura 105 y Figura 106). En relacion al tamafio de gotas es similar al caso de CL, emulsiones
caseinato en pectina la distribucién sobre el 80% estd en un rango de 0-5 um y para
emulsiones pectina en alginato, la distribucion fue 5-10 um del 50% de la poblacién (Figura
105 ). Es necesario indicar que al tiempo una semana, hubo menos cantidad de gotas para

todos los tipos de emulsiones (Figura 105).
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Figura 105. Recuento de gotas de formulaciones con y sin MF a 25 ° C durante 4 semanas. Los valores
son medias de n =3 £ DE.
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C2,5/P2,5

P0,25/C13,75

C2,5MF2/P2,5

P0,25MF2/C13,75

Figura 106. Microfotografias (40x) de formulaciones con y sin MF a 25 ° C durante 4 semanas.

Se estudié también el comportamiento reoldgico de las emulsiones con MF
incorporada. La viscosidad para todas las emulsiones presentd una disminucién del 6 al 90%

aproximadamente (Tabla 25), considerando que su estabilidad fue de una semana.
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Tabla 25. Viscosidad de emulsiones del sistema pectina-caseinato (P0,25/C13,75y C2,5/P2,5) con la
incorporaciéon de metformina (MF) a diferentes semanas. Viscosidad (Pas) estudiado a tasa de
deformacion (Y) de 25y 50 1/s, An diferencia porcentual entre el primer y ultimo tiempo.

P0,25/C13,75 48h P0,25/C13,75 1s An (%) PO0,25MF2/C13,75 48h P0,25MF2/C13,75 1s An (%)

Viscosidad
(Pas) Y=25 0,455 0,039 -91,335 0,471 0,466 -1,229

1/s

Viscosidad
(Pas) Y=50 0,368 0,036 -90,130 0,445 0,4185 -6,060

1/s

C2,5/P2,548h C2,5/P2,51s An(%) C2,5MF2/P2,548h C2,5MF/P2,51s  An (%)

Viscosidad
(Pas) Y=25 0,169 0,121 -28,402 0,155 0,128 -17,715

1/s

Viscosidad
(Pas) Y=50 0,166 0,114 -31,512 0,151 0,125 -17,084

1/s

Para los estudios de reologia oscilatoria, las emulsiones se mantuvieron contantes
tanto para el médulo de almacenamiento como el viscoso. Las muestras sin MF en ambos
tipos de emulsién, tanto a 48 horas como una semana la mediciéon de las muestras fue
complicado, ya que a 48 horas la muestran presentan burbujas y a una semana la separacion

de fases ya comenzaba a observarse (Figura 107).
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Figura 107. Viscosidad en funcion de la velocidad de cizallamiento a 25 °C, (A) C2,5/P2,5 (C)
P0,25/C13,75. Medidas oscilatorias dindmicas en funcion de la frecuencia, médulos de
almacenamiento (G’) y mddulos de pérdida (G”) (B) P0,25/C13,75 (D) C2,5/P2,5.

Si comparamos CL y MF en este sistema y con el de alginato-caseinato, se observa un
comportamiento similar en relacion a la estabilidad. Tanto el estudio microscépico como el
de reologia son muy similares para ambos sistemas, siendo la incorporacién de CL mas estable
gue MF. La explicacion ya se ha mencionado en apartados anteriores, a modo de resumen, la
MF no aumenta mucho la conductividad como si la CL en solucidn, esto podria ser una medida
indirecta de la fuerza idnica generada por estos principios activos, lo que finalmente se veria

reflejado en la disminucion de la estabilidad.
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4.4.3 Estudios de liberacidn

4.4.3.1 Hidrocloruro de clindamicina

Se haincorporado CL a una concentracion de 2% p/p final en las emulsiones, caseinato
en pectina (C2,5CL2/P2,5) y pectina en caseinato (P0,25CL2/C13.75). Para ello se prepararon
las emulsiones, donde la CL fue incorporada en la solucién concentrada polimérica que

constituira la fase en menor concentracion.

Los resultados muestran que al comparar la emulsiéon C2,5CL2/P2,5 presenta una
liberacion mas sostenida respecto a una solucidon de CL (CL2) y a una solucién de caseinato
(C2,5CL2) (Figura 108). Caso similar para la emulsién P0,25CL2/C13.75, donde presentd un
retardo, respecto a las soluciones CL2 y PO0,25CL2 (Figura 108). La formulacién
P0,25CL2/C13,75 es lo que presentd un perfil de liberacion de CL mas prolongado y sostenido.
Por otra parte, la diferencia a tiempo sobre las 16 horas entre C2,5CL2/P,25 vy

P0,25CL2/C13,75, se puede deber a que la primera formulacion fue mas viscosa (Tabla 24).

Liberacion (%)

CL2

- C2,5CL2

- PO,25CL2
C2,5CL2/P2,5
P0,25CL2/C13,75

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

Figura 108. Porcentaje de CL cedida a través de la membrana de didlisis de las emulsiones en solucién
de PBS 7.4 a 37 °C. Los valores son medias de n =4 + DE.
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En relaciéon a la modelizacidn de la cesidn, se ha utilizado los modelos mencionados en
los apartados de cesidn anteriores. Los resultados muestran que segun el AIC el mejor ajuste
es el modelo de Korsmeyer-Peppas (Tabla 26 y Figura 109). En este modelo se encontraron
diferencias significativas tanto para la constante kup (P2,5CL2/A2,5 17,82 + 1,81 n083;
P0,25CL2/C13,75 10,41 * 1,45 n%’>) como el valor de n (P2,5CL2/A2,5 0,63 * 0,02;
P0,25CL2/C13,75 0,75 + 0,05), siendo el mecanismo de liberacién para ambas formulaciones
un transporte de tipo andmalo. De acuerdo con el valor kgp, la liberacién de CL a partir del

sistema P2,5CL2/C13,75 es mas rapido que a partir del sistema P0,25CL2/C13,75.

Tabla 26. Parametros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberacién de CL
observados, obtenidos a partir de las emulsiones W/W para los sistemas P2,5CL2/A2,5 y
P0,25CL2/C13,75. Parametros y criterios de seleccidon del modelo (coeficiente de correlacion entre los
valores observados y los predichos R, y el criterio de informacion de Akaike, AIC). Los resultados se
expresan como media = DE (n=3-4).

Modelos cinéticos de Emulsiones

cesion

C2,5CL2/P2,5

P0,25€CL2/C13,75

Orden1 K1 _ _
R* B .
AlC - _
Weibull a 4,65+0,41 10,32 +1,41
B 0,66 £0,07 0,95+ 0,09
R* 0,9926=0,0039 0,9975=+0,0014
AIC 92,56+ 6,17 76,65+ 10,87
Higuchi K
H 20,91+ 2,52 16,19+ 1,76
R* 0,9894+ 0,0039 0,9827+0,0108
AlC 71,16+ 1,90 81,44+ 6,47
Kors-Pp** K
kP 17,822+ 1,81 10,412+ 1,45
n 0,635+ 0,02 0,75°+0,05
R* 0,9900= 0,0067 0,9914+0,0059
AIC

54,26+7,43

62,20+ 8,67

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas;

a,b: diferencias entre grupos

(p<0,05) para un mismo sistema. (test Kruskal-wallis one-way ANOVA).
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Figura 109. Porcentajes promedio de liberacién observada en los tiempos de muestreo y curva

predicha para cada modelo ajustado, y para los dos tipos de emulsiones estudiadas. Las barras de
error representan desviacidn estandar.

4.4.3.2 Hidrocloruro de metformina

Se ha incorporado en el sistema pectina-caseinato un 2% (p/p) final de MF. Para ello
se incorporé el principio activo en la soluciéon concentrada polimérica que constituird la fase
interna de la emulsién. Los resultados presentados en la Figura 110 muestran que las
emulsiones tanto de caseinato en pectina (C2,5MF2/P2,5) como pectina en caseinato
(PO,25MF2/C13,75), presentaban una liberacién rapida similar a soluciones de CL (CL2), de
caseinato (C2,5MF2). Sin embargo, la solucién P0,25MF2, presento una cesién algo mas

retardada en comparacion a las otras muestras estudiadas.
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Figura 110. Porcentaje de MF liberada a través de la membrana de dialisis de las emulsiones en
solucién de PBS 7.4 a 37 °C. Los valores son medias de n = 4 + DE.

Al comparar con la cesidon de CL (Figura 108) con la de MF, considerando que la
formulacion es la misma, esta Ultima fue mas rapida; esto se puede deber a la diferencia de
pKa de los principios activos como se ha mencionado anteriormente. En el ajustado de los
modelos cinéticos de disolucion a los datos, el modelo de Korsmeyer fue el que mejor a justo
a los parametros de kgp y n entre todas las formulaciones (Tabla 27 y Figura 111), siendo el
exponente difusional (n) algo superior a 0,5 [Costa & Lobo, 2001], por lo que el tipo de

transporte de MF a partir de las emulsiones es anémalo.

En este sentido, se han comparado dos principios activos hidréfilos con diferentes
propiedades como pKa, solubilidad. De acuerdo con los resultados obtenidos el pH del medio,
pKa, solubilidad, fuerza idnica y union a proteina de cada principio activo incorporado a la
emulsion parecen ser factores relevantes que afectaran a la estabilidad de las formulaciones

y la cesién de los principios activos.
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Tabla 27. Pardmetros obtenidos tras el ajuste de modelos cinéticos a los datos de liberacién de MF
observados, obtenidos a partir de las emulsiones W/W para los sistemas C2,5MF2/P2,5 y
P0,25MF2/C13,75. Parametros y criterios de seleccidon del modelo (coeficiente de correlacidn entre
los valores observados y los predichos R, y el criterio de informacién de Akaike, AIC). Los resultados se
expresan como media = DE (n=3-4).

Modelos cinéticos de Emulsiones
cesion

C2,5MF2/P2,5 P0,25MF2/C13,75

Orden 1 K1 _ _
R* _ _
AlC - _
Weibull a 1,83+0,21 1,87+0,32
B 0,67 £0,05 0,82 0,01
R* 0,9985+ 0,0010 0,9954+ 0,0018
AIC 70,03+ 17,34 60,63 + 7,61
Higuchi K
H 41,12 +3,23 41,00+ 4,85
*
R 0,9977+ 0,0012 0,9984+ 0,0006
AlC 30,73£3,82 22,24+ 4,07
Kors-Pp*#* K
ke 40,79+ 3,69 40,85+ 4,99
n 0,52 0,02 0,54+ 0,03
*
R 0,978+ 0,0011 0,9990 £ 0,0007
AlC

30,30=5,31

16,82 7,37

R* = R obs-pred; **Korsmeyer-Peppas; a: diferencias entre grupos (p<0,05)

para un mismo sistema. (test Kruskal-wallis one-way ANOVA).
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Figura 111. Porcentajes promedio de liberacidon observada en los tiempos de muestreo y curva

predicha para cada modelo ajustado, y para los dos tipos de emulsiones estudiadas. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

4.4.4 Estudios de citotoxicidad

En este apartado, se ha estudiado la biocompatibilidad del sistema pectina-caseinato

al incorporar los principios activos, mediante el ensayo de MTT en cultivo celular de Hela.

Hidrocloruro de clindamicina

Se ha estudiado la viabilidad celular en emulsiones caseinato en pectina (C2,5/P2,5) y
pectina en caseinato (P0,25/C13,75) (Figura 112). Para ello se prepararon las emulsiones con
y sin CL, y se hicieron diluciones seriadas. Los resultados indican, que las formulaciones sin CL
para ambos casos no presentaron muerte celular a las concentraciones estudiadas. Sin

embargo, al incorporar CL, se necesitd una dilucion mas concentrada en la emulsion
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P0,25/C13,75 para disminuir la viabilidad en comparacion a la emulsiéon C2,5/P2,5. Esto se

puede deber a que la fase externa de caseinato es mas viscosa que la de pectina.

150=
X 100+
-]
1)
=
o
] 50—
=
0=
150
£ 1004
-]
1]
2
4
£ 50=
s
0-

1*10™

2.5*107

2*10"

5%107

€2,5/P2,5

1*10°

P0,25/C13,75

2,5%107

2*10°

5¢10°¢

Il sinCL
Il conCL

2*10°*

Il sin Cl
Il conCl

2,5*10°"

Figura 112. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con diferentes
disoluciones de emulsion p/p. Los valores son medias de n =4 + DE. * p < 0.05.

En relacidn a los controles del ensayo de toxicidad, para ambas emulsiones tanto las

muestras con DMEN y con PBS, no presentaron cambios (Figura 113).
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Figura 113. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con DMEM PBS+
DMEM, controles de las emulsiones. Los valores son medias de n =4 + DE. * p <0.05.

Metformina hidrocloruro

Se ha estudiado la viabilidad celular al incorporar MF, en las emulsiones P0,25/C13,75
y C2,5/P2,5 (Figura 114). Se ha observado que la emulsién sin MF no afecta la muerte celular
a las diluciones estudiadas, y al incorporar MF se obtuvo una disminucién de la viabilidad
celular a concentraciones crecientes de la emulsidn. De estos resultados se obtiene que la

emulsion no produce muerte celular y el efecto es por el principio activo a altas

concentraciones.
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Figura 114. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacién con diferentes
disoluciones de emulsion p/p. Los valores son medias de n =4 + DE. * p < 0.05.

Los controles tanto de DMEM y PBS+DMEM no cambios para ambas emulsiones con y

sin principio activo (Figura 115).

P0,25/C13,75 c2,5/P2,5
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100+
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100

80 80

60 60—

40

Viabilidad (%)
Viabilidad (%)

40

DMEM DMEM+PES DMEM DMEM&PES.

Figura 115. Viabilidad (en %) de las células Hela, después de 24 h de incubacion con DMEM PBS+
DMEM, controles de las emulsiones. Los valores son medias de n =4 + DE. * p <0.05.
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Capitulo 5
CONCLUSIONES
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1. En este trabajo de investigacion se han obtenido emulsiones agua en agua (W/W) a
temperatura ambiente, mediante la seleccién de mezclas de soluciones de polisacdridos y
proteinas de origen natural, que presentaban un predominio de las repulsiones
electrostdticas entre ellos al pH estudiado. Los sistemas estudiados han sido alginato de
sodio/albumina sérica bovina, alginato de sodio/caseinato de sodio y pectina/caseinato de
sodio. En todos ellos, mediante la elaboracién de diagramas de fases en no-equilibrio, se
ha comprobado la formacidon de emulsiones con estructura polisacarido en proteina,
proteina en polisacarido y estructuras bicontinuas, en funcién de la concentracién de los
polimeros y el volumen relativo de las fases. Se han seleccionado para estudios posteriores
los sistemas alginato de sodio/caseinato de sodio y pectina/caseinato de sodio en PBS,
porque permitian la formacién de emulsiones W/W a pH 7,4 que es un pH fisioldgico. El
predominio de cargas negativas tanto del polisacarido como de la proteina a este pH daba
lugar a la incompatibilidad termodindmica en solucidn y a la formacién de emulsiones. Se
ha descartado el sistema alginato de sodio/albumina sérica bovina en PBS porque
precisaba un elevado valor de pH y elevadas concentraciones de NaCl para la formacién de

las emulsiones.

2. Las emulsiones W/W son sistemas innovadores en Tecnologia Farmacéutica y, por primera
vez, se ha estudiado la incorporacidn de principios activos modelo con distintas
propiedades fisico-quimicas, para evaluar su potencial como nuevas formas farmacéuticas.
Se han seleccionado dos farmacos hidrosolubles con distintos valores de pKa: hidrocloruro
de clindamicina (pKa=7,45) e hidrocloruro de metformina (pKa=12,4) y una molécula
liposoluble no ionizable: melatonina. Se han podido incorporar los dos farmacos
hidrosolubles al 2% en peso en las emulsiones W/W de los sistemas alginato de
sodio/caseinato de sodio y pectina/caseinato de sodio. Para la incorporacion de
melatonina se ha estudiado la formacion de emulsiones W/W en el sistema alginato de
sodio/caseinato de sodio utilizando una mezcla PBS:etanol en una relacién 70:30 p/p. Las
emulsiones W/W han mostrado estabilidad con la proporcién de etanol incorporada y han

permitido disolver melatonina al 2% en peso en estas emulsiones.
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3. La incorporacidon de hidrocloruro de clindamicina W/W ha mostrado un efecto
estabilizador de las emulsiones, comprobado por microscopia dptica, microscopia de
fluorescencia y reologia. Esta estabilizacion se ha atribuido a la contribucién iénica del
principio activo al pH estudiado. En cambio, el hidrocloruro de metformina no ha
presentado este efecto estabilizador, debido a que su pKa es diferente y por ello, también

su grado de ionizacién.

4. Se ha estudiado la estabilizaciéon de las emulsiones W/W del sistema alginato de
sodio/caseinato de sodio por dos procedimientos: gelificacion mediante la adicion del
excipiente glucono-delta-lactona e incorporacién de nanoparticulas de mucina y de
nanoparticulas de PLGA, formando emulsiones tipo Pickering. La incorporacién de
glucono-delta-lactona en concentraciones inferiores al 2% p/p en las soluciones
concentradas de alginato de sodio y de caseinato de sodio aumentod la viscosidad de las
emulsiones, pero no se tradujo en un aumento de la estabilidad. Sin embargo, la
incorporacion de mucina al 0,1% y al 1% en la solucién concentrada de caseinato de sodio,
permitié aumentar la estabilidad de las emulsiones durante 6 meses, que fue el periodo
de tiempo estudiado. Las nanoparticulas de PLGA se utilizaron para estabilizar emulsiones
del sistema alginato de sodio/caseinato de sodio en PBS:etanol. La elevada concentracién
de nanoparticulas de PLGA utilizada no permitid localizar con precisién la ubicacién de
éstas en las emulsiones W/W por fluorescencia, pero las emulsiones fueron estables
durante 4 meses. Por tanto, la formacién de emulsiones de tipo Pickering ha demostrado
ser un método adecuado para la estabilizacion de emulsiones W/W en los sistemas

estudiados.

5. Se ha propuesto un dispositivo basado en celdas de inmersidn para estudiar la liberacion
de los principios activos desde las emulsiones W/W a una solucion receptora, con objeto
de evaluar su comportamiento como nuevos sistemas terapéuticos. Se ha comparado el
perfil de liberacidn obtenido desde las emulsiones a una solucién receptora de PBS 7,4 y
se ha comparado con los perfiles obtenidos desde las soluciones poliméricas concentradas.
Se ha obtenido un perfil de liberacién mas lento y sostenido en el tiempo de hidrocloruro

de clindamicina a partir de emulsiones en comparacién con las soluciones poliméricas
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concentradas. Este retardo no es tan evidente en el caso de la incorporacion de
hidrocloruro de metformina. El ajustado de los distintos modelos de disolucién a los datos
procedentes de la liberacidn de los principios activos a partir de las emulsiones estudiadas,
ha puesto de manifiesto que la funcidon de Korsmeyer-Peppas es la que mejor ha descrito
los datos observados. El mecanismo implicado en la liberacidn de los principios activos ha
sido la difusidn, a excepcién de las formulaciones de alta viscosidad atribuida a la elevada
concentracion de alginato (A2.75 y A2.5), donde el mecanismo de liberacion ha sido el

transporte anémalo.

. Los estudios de citotoxicidad en células Hela (ensayo MTT) han mostrado ausencia de
toxicidad de las emulsiones desarrolladas, con una viabilidad celular superior al 80% en

todas las emulsiones W/W que no contenian principio activo.

. Los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral permiten proponer las emulsiones W/W
constituidas por alginato de sodio y caseinato de sodio y por pectina y caseinato de sodio
en PBS 7,4 como potenciales sistemas terapéuticos biocompatibles que, por su
composicién, métodos de preparacién e innovacién cumplen los objetivos de desarrollo

sostenible.
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