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. INTRODUCCION






M2 Teresa Viseras Iborra

1.1. LIBERACION DE FARMACOS DESDE FORMAS
FARMACEUTICAS

1.1.1. FORMAS FARMACEUTICAS Y LIBERACION

Se denomina “forma farmaceutica o galénica” a “la disposicion a que se adaptan los
principios activos y excipientes para constituir un medicamento” (Ley 29/2006, de
26 de julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios).
Las formas farmacéuticas deben liberar el farmaco o farmacos que contienen
cumpliendo dos objetivos: que el principio activo alcance el lugar de accion y que lo
haga con una temporalidad adecuada a las necesidades del enfermo. El tiempo y
lugar seran por tanto los dos parametros fundamentales en relacion con la liberacion
del principio activo desde una forma farmacéutica. Mientras que en las “formas
farmaceéuticas de liberacion convencional o inmediata” la liberacion de la sustancia o
sustancias activas no esta deliberadamente modificada, en las “formas farmacéuticas
de liberacion modificada” (FFLM) la liberacion de la sustancia o sustancias activas
es diferente de la de la forma farmacéutica de liberacion convencional administrada
por la misma via (RFE, 2005; EP 6.0, 2008). Las modificaciones consisten en
cambios en la formulacién y/o en el método de fabricacién, y tienen como objetivo
alcanzar niveles terapéuticos del farmaco en el lugar de accion y mantenerlos a lo
largo del tratamiento, sea alterando la velocidad y/o el tiempo y/o el lugar de
liberacion del farmaco (Ding et al., 2002). Como consecuencia, las FFLM presentan

numerosas ventajas, entre las que destacan (Domenech y Escribano, 1998):

e reduccion de la frecuencia de la administracion (simplificacion de la
posologia);

e disminucion de la fluctuacién de niveles plasmaticos;

e incremento de los intervalos de dosificacion;

o efecto terapéutico mas uniforme;

e reduccion de efectos secundarios relacionados con dosis elevadas;
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No obstante, existen algunas limitaciones e inconvenientes, entre los que cabe

sefialar (Doménech y Escribano, 1998):

e coste elevado;

e correlaciones in vitro/in vivo dificiles de predecir;

e posible sobre-dosificacion por liberacion inmediata e incontrolada de la dosis;

e dificultad de ajuste de la dosificacion;

e posible reduccion de la biodisponibilidad por incremento del efecto de primer
paso hepatico;

e dependencia del tiempo de transito intestinal, en las formas de administracién
oral;

e riesgo de acumulacion del farmaco y necesidad de ajuste de pautas

posoldgicas.

1.1.2. FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACION
MODIFICADA

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosas FFLM capaces de
un control temporal de la liberacion, mientras que el control espacial permanece aln
por resolver de manera efectiva en la mayoria de los casos. En consecuencia, las
farmacopeas reconocen actualmente FFLM destinadas al control temporal de la
liberacion, distinguiendo formas farmacéuticas de liberacién prolongada, de
liberacion retardada y de liberacion pulsatil (RFE, 2005; EP 6.0, 2008). A éstas
habria que afiadir las formas farmacéuticas capaces de un control espacial especifico
de la liberacion (sitio-especifico y sistemas diana). Por ultimo, destacar el desarrollo
reciente de FFLM de répida disgregacion (“fast dissolving™), capaces de disolver o

disgregar en la cavidad oral (Ding et al., 2002).
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e Formas farmacéuticas de liberacion prolongada o ampliada: modificadas
para garantizar una liberacion méas lenta de la sustancia o sustancias activas
que la de una forma farmacéutica de liberacion convencional administrada
por la misma via. Se corresponden con los términos “extended-release” (USP
31, 2008) y “prolonged-release” (EP 6.0, 2008). Los términos “liberacion
sostenida”, “accion prolongada” y “accion repetida” son usados en ocasiones
como sindénimos de liberacion prolongada o ampliada, aun cuando no sean
oficiales. Por ultimo, el téermino “controlled release” se ha usado como
equivalente de “extended release” (FDA, 1993), pero también como
sinonimo de “modified release” (Skelly et al., 1990; Ding et al., 2002).

e Formas farmacéuticas de liberacion retardada: modificadas para retrasar la
liberacion de la sustancia o sustancias activas. Incluyen las formas
farmacéuticas gastrorresistentes (preparadas de manera que resistan el jugo

gastrico y liberen su principio o principios activos en el fluido intestinal).

e Formas farmacéuticas de liberacion pulsatil: modificadas para garantizar

una liberacion secuencial de la sustancia o sustancias activas.

e Formas farmacéuticas de liberacion con control espacial: modificadas para
liberar la sustancia o sustancias activas cuando la forma farmacéutica alcance

el lugar de accion, sea un 6rgano o tejido o un determinado receptor celular.

Resulta interesante plantearse una clasificacion de los métodos o sistemas que
permiten modificar la liberacion en una FFLM. En este sentido, Ding y
colaboradores proponen una clasificacion de los Sistemas de Liberacion Modificada
(SLM) usando como primer criterio que el control de la liberacién sea temporal o
espacial, y para cada una de estas categorias, los sistemas y mecanismos que han sido

desarrollados para alcanzar dicha modificacion (Tabla 1.1.1.) (Ding et al., 2002).
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Tabla I.1.1. Tipos de sistemas de liberacién controlada de farmacos segin Ding et al., 2002.

Mecanismo de

Categoria control Formas y Sistemas de liberacion Ejemplos
) Nico-400%, Nitro-Bid®,
Sistemas de membrana o ® N ®
reservorios Cerespan@, Nitrospan o
Formas sélidas orales Measurm@, Bronkodyl SR ®
Sistemas matriciales o Des%xym ) Fego-Gradumet@,
monoliticos Tral™, PBZ SR™, Procan SR™,
Choledyl SA®
Difusion Reservorios Progestasert 1UD®, Ocusert®
Implantes Matriciales Chien 1992, Compudose®
Hibridos reservorio-matriz Syncro-Mate-C®, Implanon®
Reservorio Transderm-Scop®
Matriciales con farmaco Denonit®
Parches transdérmicos disperso en el adhesivo P
Matriciales Nitrodur®
Microreservorios Nitrodisc®
Dexedrine®, Hispril®,
Reservorio Thorazine®, A(;tane®, Diamox®,
- Ferro-Sequels
. . Form | ral - g ———%
Disolucion ormas solidas orales Dimetane®, Quinidex®,
- Mestinon®, Chlor-Trimeton®,
Matriciales Demazin®, Trilafon®
Implantes Zoladex®
Bomba osmética elemental Alzet®, Durox®
Presién osmética | Formas s6lidas orales Sistema PUSH-PULL (dos .
Control compartimentos) Robinson, 1978
temporal

Fuerza mecénica

Implantes

Infusaid®, SynchroMed®,
MiniMed®

Hinchamiento Formas orales sélidas | Hidrogeles Alhaique y Rossi, 2004

Erosién Implantes Langer, 1990
Implantes Activados por magnetismo Kost et al., 1987
Parches transdérmicos . Sing y Maibach, 1994;
iontoforéticos Sistemas Green,1996

Estimulacion o
activacion

- . Estimulados por electricidad
Complejos poliméricos

Kwon et al., 1991

Modulados por ultrasonidos

Implantes (fonoforesis)

Miyazaki et al., 1988; Kost et al.,
1989; Liu et al., 1992; Hippius et
al., 1998a ,b ; Asano et al., 1997

Activados por fotoirradacién

Bae, 1997; Ishiara y Shinohara,
1984

Formas tdpicas
Termosensibles

Feil et al., 1992; Hoffman et al.,
1986; Dong y Hoffman, 1986;
Jeong et al., 1997

Albin et al., 1985; Heller et al.,

Formas sélidas orales pH dependientes 1990
] Fishel-Ghodisan et al., 1988;
Sistemas autoregulados o Respuesta modulada Kim y Jacobs, 1994; Obaidat y

retroalimentados por

Park, 1996

estimulo bioquimico Respuesta activada

Pitt et al., 1984, 1985

Control espacial
(mecanismos variados)

Microparticulas

Nanoparticulas

Transportadores coloidales Complejos macromoleculares
(lipoproteinas)

Liposomas y niosomas

Rogerson et al., 1988;
Yokohama, 1992; Moghimi,
1995, Peracchia et al., 1997;
Moghimi y Bonnemain, 1999;
Kumar y Banker, 2002

Primera generacion: dirigidos
al compartimento vascular

Segunda generacion:

Sistemas vectoriales -
dirigidos a las celulas

Tercera generacion:
intracelulares

Feener y King, 1998.

Eritrocitos modificados

Sistemas bioadhesivos

Profarmacos

Gu et al., 1988; Jain y Jain,
1998; Sinha y Kumria, 2001a




M2 Teresa Viseras Iborra

Resulta evidente que algunos sistemas de control temporal permiten un cierto control
espacial; por ejemplo, asegurando que la liberacion tenga lugar alcanzado un cierto

lugar del tracto gastrointestinal.

Por otra parte, Chien y Lin agrupan los sistemas usados para conseguir modificar la

liberacion en cuatro grandes categorias (Chien y Lin, 2006) (Figura 1.1.1.):

e Sistemas de velocidad pre-programada (“Rate-preprogrammed drug delivery
systems”).

e Sistemas activables (“Activation-modulated drug delivery systems”).

e Sistemas retroalimentados (“Feedback-regulated drug delivery systems”).

e Sistemas diana (“Site-targeting drug delivery systems™).

Cubierta Cubierta Cubierta Cubierta

Reservario Reservorio Reservario Reservorio

.y Farmaco Loy Fa . Farmaco

..y Farmaco
Receptor

Sensor Sensor Sensor
activable bioquimico bioguimico

Fig. 1.1.1. Tipos de SLM: (A) Sistemas de velocidad pre-programada, (B) Sistemas activables, (C)

Sistemas retroalimentados y (D) Sistemas diana (adaptado de Chien y Lin, 2006).

Dentro de cada categoria es posible distinguir diferentes SLM, que de forma muy

resumida aparecen recogidos en la Tabla I.1.11.
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Tabla I.1.11. Tipos de sistemas de liberacién controlada de farmacos segin Chien y Lin, 2006.
Categoria Sistema de liberacion Mecanismo de Ejemplos
control
Difusién del farmaco | Ocusert®, Progestasert® IUD, Mirena®,
Reservorios con cubierta polimérica através de la Transderm-Nitro®, Norplant®,
cubierta Estraderm®, Duragesic®, Androderm®
Difusién del farmaco Nitro-Dur®, Nitro-Dur® 11, Frandol®,
. s Habritol®, Nicotrol®, Minitran®,
. Matrices poliméricas en el seno de la ® ® ®
Sistemas de - Testoderm®, Climara®, Compudose”,
. matriz ~®
velocidad Deponit

pre-programada

Matrices con cubierta polimérica

Combinacion de los
dos anteriores

Catapres-TTS®, TransdermScop®,
Norplant® 11

Micro-reservorios

Disolucién /Difusion
del farmaco

Nitrodisc®, Syncro-Mate-C implant®

Activacion fisica

Presi6n osmotica

Alzet®, Acutrim®

Presion
hidrodinamica

Michaels, 1979

Presion de vapor

Infusaid®

Fuerza mecénica

Chien, 1985

Fuerza magnética

Hsieh y Langer, 1983

Sistemas
activables Sonoforesis Kost, 1993; Tyle y Agrawala, 1989
lontoforesis Phoresor®
Hidratacion Syncro-Male-B®, Valrelease®
pH Gupta et al., 2001a,b
Activacion quimica Fuerza i6nica Tussionex®
Hidrolisis Lupron-Depot®, Zoladex®
P . Morimoto y Fujimoto, 1985; Sezaki y
Activacion bioquimica Enzimas Hashida, 1984; Heller y Pengburn, 1986
Bio-erosionables Heller y Trescony, 1979
Sistemas

retroalimentados

De respuesta a un estimulo bioquimico

Autorregulados (de respuesta a una
necesidad fisiologica)

Retro-regulacién

Horbett et al., 1984

Kim et al., 1983; Jeong et al., 1984

Sistemas
dirigidos a dianas
celulares

Reconocimiento y activacion por
receptores celulares

Unién especifica a
receptores de
membrana

Ringsdorf, 1978
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Lo que antecede pone de manifiesto que son numerosas las estrategias desarrolladas
para modificar la liberacion de los farmacos y obtener un control espacial o temporal
de las dosis administradas. Sin embargo, es escasa la informacion relativa a los
factores reales que controlan la liberacion en cada caso, siendo pocos los
mecanismos propuestos para explicar como tiene lugar el control de la liberacion. A
continuacion se revisan los principales modelos, mecanismos y ecuaciones que han
sido propuestos para explicar la liberacion del farmaco desde una forma

farmacéutica, discutiendo sus fortalezas y debilidades.

1.1.3. MODELOS PARA EL AJUSTE DE CINETICAS DE
LIBERACION

La liberacion de un farmaco es un fendbmeno complejo, que dependera entre otros
factores del quimismo, cristalinidad, solubilidad, cantidad y tamafio de particula del
farmaco (Salomon y Doelker, 1980; El-Arini y Leuenberger, 1995), de factores
dependientes del medio donde tiene lugar la liberacién, y por ultimo, de los demas
componentes de la formulacion, del tipo de forma farmacéutica y del método de
elaboracion (Lauroba y Doménech, 1998; Aulton, 2004; Alhaique y Rossi, 2004).
Resulta, en consecuencia, un fendmeno dificil de modelizar. Quizas por ello, son
numerosas las ecuaciones planteadas para intentar relacionar la cantidad de farmaco
liberado (Q) en funcion del tiempo (t). Los correspondientes modelos cinéticos
destinados a describir la liberacion desde formas de dosificacion inmediata o
modificada, se pueden agrupar en (Lauroba y Doménech, 1998; Costa y Sousa Lobo,
2001a; Siepman y Gopferich, 2001):

e Modelos matematicos mecanicistas o reales, en los que la ecuacion Q = f(t)
tiene un sentido real y los parametros que la constituyen surgen o se explican
como resultado de un analisis teodrico. Entre ellos se encuentran los
denominados de orden 0, orden 1, modelo de la raiz cuadrada o de Higuchi y
de la raiz cubica o de Hixson-Crowell. EI modelo conocido como “Ley de la

Potencia” o modelo de Peppas, asi como las modificaciones posteriores de
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este modelo, son en esencia modelos empiricos, ain cuando en determinadas
ocasiones puedan dar una explicacion mecanicista de la liberacion.

e Modelos matematicos empiricos, basados en ecuaciones cuyo éxito reside no
tanto en su naturaleza real o mecanicista y si en su capacidad para ajustar
distintas curvas experimentales. El ejemplo mas usado es el denominado
modelo de Weibull.

No obstante, a estos dos grupos ampliamente definidos en la bibliografia, podria
afadirse un tercer apartado, correspondiente a los nuevos modelos que han surgido

en los Gltimos afios, y cuyo empleo generalizado adn esta por materializarse.
1.1.3.1. MODELOS REALES O MECANICISTAS

El planteamiento de modelos matematicos reales para explicar el control de la
liberacion de un farmaco desde un SLM se fundamenta en una base cientifica que

explica los mecanismos implicados en el transporte de masa que tiene lugar.

Las leyes basicas sobre las que se asientan estos modelos surgen hace mas de un
siglo, cuando Noyes y Whitney (Noyes y Whitney, 1897a) llevan a cabo los primeros
experimentos de disolucion de un sélido en un medio liquido, en los que observan
que la velocidad de disolucion es proporcional a la diferencia entre la concentracién
de solido disuelta en cada instante y su solubilidad en el medio de disolucion. Esta

afirmacion se expresa matematicamente con la conocida ecuacion:

dC
E=k((:s—c) (1.1)

donde dC/dt es la variacion de concentracion de sélido en solucién por unidad de
tiempo, k es una constante de velocidad que depende de las condiciones
experimentales y tiene dimensiones de t*, C es la concentracién de sélido en
solucion libre a un tiempo t y Cs es la concentracion a saturacion del solido en el

medio de disolucion.

10
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La ecuacion de Noyes-Whitney asume que la superficie del solido permanece
constante durante la disolucién. En esas condiciones, los autores plantearon que la
disolucién tenia lugar en dos pasos consecutivos: disolucién del sélido en la interfase
solido-liquido con la consiguiente formacion de una fina capa de difusion alrededor
de la superficie del sélido, seguida de la difusién del soluto desde esa capa saturada
hacia el medio de disolucion (Figura 1.1.2.). El primer paso, rapido, es el responsable
de la formacién de una capa saturada de soluto en la interfase. El segundo, lento,

viene limitado por la velocidad de disolucion del sélido.

Capa de difusién

Superficie de la particula

Fig. 1.1.2. Esquema del modelo de capa de difusion, modificada de Lee et al., 2008. Cs (concentracion
de farmaco en la superficie de la particula), C (concentracion de farmaco en el medio de disolucién), h
(espesor de la capa de difusion).

Posteriormente, Noyes y Whithey estudiaron los efectos de la superficie de contacto
solido-liquido en la velocidad de disolucion (Noyes y Whithey, 1897b), como
también hicieron Brunner y Tolloczko (Brunner y Tolloczko, 1900), incluyendo
ademas en sus estudios la velocidad de agitacion y la temperatura. Como resultado
de estos experimentos, se propuso incorporar a la ecuacion (1.1) el valor del area del

solido accesible al medio de disolucion:

dCc _ ~
E_kls(cs C) (12

donde k;S es igual a k, siendo S la superficie del sélido y ki una constante con
dimensiones de longitud?/t.

11
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El desarrollo de la ecuacion (1.2) en base al concepto de capa de difusion de la
segunda ley de Fick, llevado a cabo de forma paralela por Brunner (Brunner, 1904) y

Nernst (Nernst, 1904), condujo a la conocida como ecuacion de Nernst-Brunner:

dC DS
—=—C,-C 1.3
donde D/Vh es igual a ki, siendo D el coeficiente de difusion, h el espesor de la capa

de difusion y V el volumen del medio de disolucién.

Las bases tedricas planteadas por Noyes y Whitney en el modelo de capa de difusion
para explicar la disolucion han sido usadas por numerosos autores para desarrollar
modelos en los que la etapa limitante en la transferencia de soluto desde el solido
hacia el medio de disolucion es siempre la difusion de las moléculas a través de esa
capa o pelicula en torno a la particula sélida. De todos ellos, centraremos nuestra
atencion en aquellos que hoy en dia siguen siendo empleados con cierta frecuencia

para el ajuste de cinéticas de disolucién y liberacion.

No obstante, antes de tratar en detalle los modelos mas empleados, resulta un deber
citar al menos otros modelos planteados paralelamente a los difusionales. Asi, en
1909, Wilderman propuso que la cinética de disolucién dependia del transporte
interfacial, mas que de la difusién a través de la pelicula, ya que su energia de
activacion es superior, en el que se conoce como modelo de barrera interfacial
(Wilderman, 1909). Este modelo carece de un desarrollo matematico que lo haga
aplicable al ajuste de datos de cinética de disolucion, por lo que no suele
considerarse. Asimismo, en 1951, Danckwerts propone otro modelo alternativo
basado en la adsorcién del soluto por parte del disolvente en continua renovacién y
posterior liberacion en el seno de la solucién (Danckwerts, 1951). Estos y otros
modelos no han tenido acogida y apenas se emplean para el ajuste de cinéticas de

disolucién.

12
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Por otra parte, antes de abordar de forma individual cada modelo, resulta practico
hacer unas consideraciones generales. Los modelos mecanicistas que plantean que la
liberacion es difusion dependiente se han desarrollado para ajustar datos de
liberacion desde sistemas reservorio y matriciales. Los primeros cumplen la segunda
ley de Fick de la difusion, y el ajuste matematico de la liberacion es sencillo si se
supone que el dispositivo o sistema es esférico (Crank, 1975). Los segundos
(matriciales) asumen que el farmaco se encuentra uniformemente distribuido en la
matriz desde la que se libera, partiendo de dos situaciones: a) que la dosis de farmaco
sea menor que la solubilidad en la matriz (Co < Cs), esto es, que el farmaco esta
disuelto; b) que la dosis de farmaco presente en la matriz sea mayor que su
solubilidad (Co > C), y por tanto que el farmaco esta disperso en la matriz. En el
primer caso, de nuevo Crank plantea una solucién cuando no exista resistencia a la
transferencia de masa (Crank, 1975), mientras que Vergnaud propone una solucion
matematica asumiendo que la transferencia tiene lugar por convecciéon (Vergnaud,
1993). Sin embargo, son mucho mas frecuentes los sistemas de liberacion en los que
el farmaco esta disperso. En ellos, se pueden distinguir dos zonas: una region de
farmaco sin disolver y concentracion Cop, y una region de farmaco disuelto desde la
que tiene lugar la difusion. Los correspondientes modelos seran dtiles, siempre que la
separacion entre estas dos regiones sea nitida, perdiendo validez si Cs se aproxima a
Co.

1.1.3.1.1. Modelo de Orden Cero

La denominacién del modelo de orden cero surge de la base tedrica desarrollada para
el estudio cinético de reacciones quimicas, en las que el término “orden” de reaccion
se refiere a la forma en que la concentracion de una sustancia influye en la velocidad
de una reaccion quimica, de manera que se denomina “cinética de orden cero”

aquella en la que la velocidad es independiente de la concentracion.
En el medio bioldgico, la disolucion de un solido viene seguida de su absorcion, por

lo que la concentracion de soluto se mantiene en valores discretos, muy alejados de

su solubilidad (sobretodo en el caso de farmacos de alta permeabilidad). Esto permite

13
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plantear una solucion parcial de la ecuacion (1.1) para el caso en que C << C
(condiciones sumidero o “sink”, que simulan la liberacion in vivo). En la préactica es
suficiente que C < 0.2 Cs. En esas condiciones y puesto que para una determinada
especie cristalina de un farmaco dado Cs es constante, la ecuacion de Noyes-Whitney
(1.1) puede escribirse como:

dc

ka9

donde multiplicando por el volumen de disolucion, obtenemos la ecuacion que

expresa la cantidad de farmaco liberado en el tiempo:

dQ
el (1.5)

Ecuacion correspondiente al modelo cinético de orden cero, en el que la velocidad de
disolucién es constante e independiente de la cantidad de farmaco disuelto,
asumiendo que el area desde la que se libera el farmaco sea constante (la forma

farmaceutica no hincha, ni disgrega).

Al integrar la ecuacion (1.5) entre tiempo 0 y t, obtenemos:
Q=Q+Kt (1.6)

donde Q es la cantidad de farmaco liberado a tiempo t y Qo es la cantidad inicial de
farmaco en solucién. Dado que Qo suele ser igual a 0, la ecuacion suele expresarse

como:
Q =Kt (1.7)

Esta relacion se emplea satisfactoriamente para el ajuste de datos de liberacion
obtenidos con SLM de tipo osmotico y reservorio. También se ha propuesto para

14
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describir parcialmente la liberacion de farmacos desde SLM de tipo matriciales
(Brooke y Washkuhn, 1977; Kuu y Yalkowsar, 1985; Varelas et al., 1995).

1.1.3.1.2. Modelo de Orden Uno
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en el modelo cinético de orden uno la
velocidad de disolucidn es proporcional a la primera potencia de la concentracion de

farmaco disuelto.

A partir de la ecuacién de Brunner y Tolloczko (I.2), asumiendo condiciones

sumidero o “sink” y que Cs sea constante para un farmaco dado, obtenemos:

dC
—=kS 1.8
™ (1.8)
donde k es igual a k;Cs.

Como hicimos anteriormente, basta multiplicar por el volumen de disolucién para

obtener la ecuacién que expresa la cantidad de farmaco liberado en el tiempo:

dQ _
ok (9)

Asumiendo, como proponen Hixson y Crowell (1931) y Gibaldi y Feldman (1967),

que durante la disolucion la forma del solido no cambia, su superficie (S) serd
proporcional a la cantidad de farmaco que quede por disolver:

Sa(Q,-Q,) (1.10)

donde Q.. es la dosis de farmaco y Q; es la cantidad de farmaco disuelto tiempo t.

Sustituyendo en la ecuacion (1.9) y separando las variables, obtenemos:

15
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99 a1
Qoo_Qt

donde k; incluye la constante de proporcionalidad entre Sy (Q. — Qi) Yy el signo

menos indica la disminucion de la cantidad de sélido al disolverse.

Integrando entre tp y t (teniendo en cuenta el periodo de latencia (o)), se obtiene:

(Q,-Q)=Q.e™ "™ (1.12)

Ecuacién que podemos hacer lineal, tomando logaritmos neperianos. Por otra parte,
despejando la cantidad disuelta en funcion del tiempo obtenemos la ecuacion

representativa de un proceso de orden uno:
Q=Q.@-e""") (113)

En 1959, Wagner demostré que la mayoria de las formas de liberacion prolongadas
cuya liberacion se habia estudiado en afios precedentes, mostraban cinéticas de
liberacion in vitro de tipo pseudo- (aparente) orden uno (Wagner, 1959). Esto es, el
modelo no era capaz de ajustar la primera parte de la curva de liberacion. Algo
parecido sucede con formas de liberacién convencional (Schroeter et al., 1962).

Sin embargo, el modelo de orden uno ha sido empleado para el ajuste de cinéticas de
liberacion (Gibaldi y Feldman, 1967; Wagner, 1969), asi como para describir la
absorcion y/o eliminacion de algunos farmacos (Gibaldi y Perrier, 1982). En general,

el modelo resulta incapaz de ajustar los primeros datos de liberacion.

Mulye y Turco desarrollan un modelo basado en la cinética de orden uno para el
ajuste de la liberacion de farmacos muy solubles desde matrices insolubles de
distintas geometrias (Mulye y Turco, 1994, 1995). Estos autores introducen el valor
de area superficial y porosidad de la matriz en la constante de disolucion, en funcién

de su geometria. En un trabajo posterior, observan que en ausencia de interaccion

16
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entre el farmaco y la matriz, la constante de velocidad del modelo parece variar

linealmente con la densidad de la matriz (Mulye y Turco, 1996).
1.1.3.1.3. Modelo de Hixson-Crowell o de la Raiz Cubica

En 1931 Hixon y Crowell proponen un modelo para el ajuste de datos de liberacion a
partir de la ecuacion de Bruner y Tolloczko (1.2). Considerando Qo la masa de una
particula de sélido a tiempo cero; Q la masa transcurrido un tiempo t; Qs la masa
necesaria para saturar el medio de disolucion en las condiciones experimentales
(volumen, temperatura, etc.) a tiempo cero; S la superficie del solido a tiempo t, V el
volumen de medio de disolucion y d la densidad del sélido; la ecuacion (1.2) se

puede expresar como:

aQ__ _
e k,S(C,-C) (1.14)

donde dQ/dt es la variacion de la masa de sélido en funcion del tiempo, K; es una
constante positiva, C es la concentracion de la solucién a tiempo t y Cs es la
concentracion a saturacion, S es la superficie del sélido, que no es constante, y el
signo menos indica la disminucion de la cantidad de solido al disolverse. Al
considerar que la superficie varia, Hixson y Crowell, introducen un nuevo enfoque al

ajuste de las cinéticas de disolucion.

Dado que Qo-Q es la cantidad disuelta a tiempo t, tenemos que:
c=2-2 (15
Vv

y paralelamente;

C.==  (1.16)

<|O

Sustituyendo las ecuaciones (1.15) y (1.16) en la ecuacién (1.14), obtenemos:
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V(‘Z—?j =—k,5(Q,-Q, +Q) (1.17)

Asumiendo que todas las particulas que constituyen el sélido son isométricas (cuyo
factor de forma es independiente de la longitud) y que no cambian de forma al

disolverse, su superficie varia de acuerdo a:
S=av?®® (1.18)

donde o es una constante de proporcionalidad (factor de forma) que depende de la

forma de la particula, y dado que:
V=Qd (1.19)
donde d es la densidad del sélido.

Sustituyendo el valor de S (1.18) en la ecuacion (1.17) obtenemos:

v@—?j = -k,Q°°(Q,-Q, +Q) (1.20)

donde K3 es una constante que considera la densidad del sélido y el factor de forma.

A partir de esta ecuacion general (1.20), Hixson y Crowell plantean tres casos
especificos:

Caso 1. Que la cantidad inicial (Qo) sea igual a la cantidad necesaria para saturar el

medio (Qs), con lo que la ecuacidn (1.20) queda:

d_Q _ 1 53
v( dtj_ k,Q (1.21)
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Integrando se obtiene:
Ki=v(Q?**-q, %) (.22
donde K, es igual a 2/3Ks.

Caso 2. La concentracion en el medio de disolucién (C) no varia o lo hace de forma
despreciable. Equivale a las condiciones “sink”, frecuentes en los ensayos de
liberacion. En estas condiciones (Cs — C) es constante. A partir de las ecuaciones
(1.14), (1.18) y (1.19) obtenemos:

aQ _

i —k Q%" (1.23)

donde Ks contiene el volumen de disolucion. Integrando obtenemos:

kt=(Q"°-Q")  (1.24)

donde Kg es igual a 1/3Ks. Esta es la ecuacion que con mayor frecuencia se emplea
para el ajuste de cinéticas de liberacion, con el nombre de “ecuacion de la raiz cubica
o de Hixson y Crowell”, que relaciona el tiempo de liberacion con la raiz cubica de la
masa, en el caso especial de condiciones sumidero o “sink”.

Caso 3. Los autores plantean, por ultimo, la solucién de su ecuacion general (1.20),

cuando la superficie sea constante. Como era de esperar, el resultado conduce a la
ecuacion de Noyes-Whitney (1.1).
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El modelo de Hixson y Crowell asume que:

la disolucién tiene lugar en un plano perpendicular a la superficie del sélido;

la superficie del sélido es lisa;

la forma del solido es predominantemente esférica, pudiendo calcular su
volumen y superficie en funcion de la masa;

e el sdlido mantiene su forma al disolverse (sin fragmentarse);

e el medio es isotropo;

e el efecto de la agitacion del medio no afecta a la disolucion;

e la agitacion permite una renovacion constante del medio en torno a la

particula.

Estas premisas conducen a que el modelo, en palabras de sus autores, “no sea valido
cuando no existe agitacion”. Por otra parte, el modelo asume que la liberacion esta
controlada por la velocidad de disolucion de las particulas del fa&rmaco y no por la
difusion a través de la matriz polimérica. Asume asimismo que se cumplen las

condiciones sumidero y que las particulas son isométricas y monodispersas.

A partir de la ecuacion de Hixson y Crowell se han planteado otras destinadas a ser
aplicadas en condiciones no “sink” (Patel y Carstensen, 1975; Pothisiri y Carstensen,
1973), cuando las particulas no sean esféricas (mediante la inclusion de un factor de
forma) (Pedersen y Brown, 1975; Pedersen, 1977; Lai y Carstensen, 1978), o cuando
el nimero de particulas sea elevado (incluido el caso de poblaciones polidispersas)
(Carstensen y Musa, 1972; Brooke, 1973; Carstensen y Patel, 1975), o incluso
asumiendo la presencia de una capa de difusion en torno a la particula que se esta
disolviendo. En este sentido, Costa y Sousa Lobo proponen que la constante (ke)

puede sustituirse por (Costa y Sousa Lobo, 2001a):

_k'N**c.D

5 (1.25)

Ks
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donde k" es una constante que depende de la superficie, forma y densidad de la
particula, N es el namero de particulas (monodispersas), Cs es la concentraciéon a
saturacion, D el coeficiente de difusion y & es el espesor de la capa de difusion en

torno a las particulas.

El modelo de Hixson y Crowell se ha empleado para el ajuste de datos de liberacién
asumiendo que la forma geométrica inicial se mantiene constante y se produce una
disminucion de superficie asociada a la disolucion de la forma farmacéutica
(Niebergall et al., 1963; Prista et al., 1995).

1.1.3.1.4. Modelo de Higuchi o de la Raiz Cuadrada

En 1961, Higuchi propuso un modelo para el ajuste de la cinética de liberacion de
farmacos suspendidos en bases de pomadas, asumiendo que:

e el didmetro de las particulas de farmaco dispersas sea mucho menor del
espesor de la capa de pomada aplicada;

e la concentracién inicial del farmaco en la base de la pomada (C) sea mucho
mayor que su solubilidad en la base (Cs);

e la superficie de aplicacion de la pomada sea inmiscible en la base y

constituya un “sink” perfecto para el farmaco liberado.
Con estas premisas, y suponiendo que la liberacion tiene lugar desde un plano

perfecto, el perfil de concentracion del farmaco transcurrido un tiempo t desde la

administracion se puede representar segun la Figura 1.1.3.
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Cs \"\

v

Direccion de la liberacién

Fig. 1.1.3. Perfil tedrico de concentracion en una pomada suspension en contacto con un “sink”
perfecto (modificado de Higuchi, 1961).

En el esquema de la Figura 1.1.3., la linea continua representa la variacion de la
concentracion de farmaco transcurrido un tiempo t, en una capa de pomada
perpendicular a la superficie de aplicacion. De izquierda a derecha, la concentracion
del farmaco permanece constante hasta una distancia h de la superficie, en la que
disminuye bruscamente hasta un valor igual a C, a partir del cual, al aproximarnos a
la superficie de aplicacion, la concentracion de farmaco disminuye siguiendo la
primera ley de Fick. La linea punteada indica el desplazamiento del perfil de
concentracion transcurrido un intervalo adicional At, correspondiente con el
crecimiento de la zona de agotamiento del farmaco. A tiempo t la cantidad de

farmaco liberado (Q) se corresponde con la zona sombreada en el diagrama.
De acuerdo con este modelo el farmaco en suspension debe primero disolverse vy,
solo una vez disuelto (cuando C < Cy), difundir a través del vehiculo que constituye

la pomada.

La cantidad de farmaco liberado (dQ) dependera del avance del frente de disolucién
(dh):

dQ=Cdh-./C.dh (1.26)
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Por otra parte, de acuerdo con la ley de Fick:
dQ/dt=DC,/h (1.27)

donde D es el coeficiente de difusion del farmaco en el vehiculo o base de la

pomada. Sustituyendo la (1.26) en la (1.27) se obtiene:

(cdn-/C.dh) bc,

1.28
dt h (1.28)
0
h(2C -C,)dn _ dt  (1.29)
2DC

S

Integrando ambos miembros de la ecuacion (1.29) obtenemos:

h2
t= 2C-C.) (130
anc, 20-C) (130
0
h—o |_DIC (1.31)
2C—C

S

En base a la Figura 1.1.3., es posible calcular, aplicando la férmula del area del

trapecio, la cantidad de farmaco liberado (Q) a tiempo t:

hC
—hC -
0 2

(1.32)

Sustituyendo la ecuacion (1.31) en (1.32) obtenemos:

Q=2 DIc, (c-c,)=./pt(2Cc -C,)C, (1.33)

2C —C,
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La ecuacion (1.33) es valida para tiempos menores al agotamiento del farmaco en
suspension. De manera que la cantidad de farmaco liberado desde pomadas tipo
suspension resulta, de acuerdo a Higuchi, proporcional a la raiz cuadrada de la
concentracion del farmaco, a la constante de difusion, solubilidad del farmaco y

tiempo.

Posteriormente, Higuchi planteé el empleo de su ecuacion a la liberacion desde
matrices homogéneas y granulares (Higuchi, 1963). Cuando se trata de matrices no
porosas (homogéneas), no hinchables y en las que el farmaco se encuentra
uniformemente disperso, se asume que el farmaco se disuelve en el seno de la matriz
y posteriormente difunde a través de esta hasta la superficie. Conforme el farmaco se
va liberando, la distancia de difusion se hace mayor, de manera que la variaciéon de
concentracion de farmaco liberado progresa siguiendo el perfil de la Figura 1.1.4.,
similar al propuesto para pomadas suspension (Figura 1.1.3.). En estas condiciones

puede emplearse la ecuacion (1.33).

Superficie de matriz inalterada

/ Zona de agotamiento

' Capa de difusion

a«t—

Medio de disolucion

C. : (“sink” perfecto)

e
dh h

Fig. 1.1.4. Esquema de una matriz s6lida con detalle del desplazamiento del frente de difusién

conforme se libera el farmaco (modificado de Martin, 1993).

En cambio, si la matriz presenta poros, primero debe entrar el medio de disolucion a
través de estos, por lo que resulta necesario introducir un factor de tortuosidad en la
ecuacion. Presuponiendo que la concentracion de farmaco en la matriz es menor que

su solubilidad y que la liberacion del farmaco tiene lugar por lenta disolucion y
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posterior difusion a través de los poros formados en la matriz por el disolvente, la

ecuacion de Higuchi se puede expresar como:

Q= \/E(ZC —C,)Ct (1.34)
T

donde ¢ es la porosidad de la matriz y t es el factor de tortuosidad del sistema. La
ecuacion (1.34) asume ademas que el sistema no esté recubierto y que la geometria de

la matriz no cambie durante la liberacion.
Posteriormente, Lapidus y Lordi modificaron la ecuacion (1.33) para describir la

liberacion de farmacos solubles en agua desde matrices hidréfilas de liberacion
prolongada, obteniendo (Lapidus y Lordi, 1966, 1968):

Q=Q,(s /V)ﬁ (1.35)
T

donde Q; es la cantidad de farmaco disuelto a tiempo t, Qo es la dosis de la matriz, S
el area superficial, V el volumen del medio de disolucion, D el coeficiente de

difusion del farmaco en el medio y 7 la tortuosidad de la matriz.

De manera general, es posible agrupar las ecuaciones que genera el modelo de
Higuchi en la “ecuacion de la raiz cuadrada” o “modelo de Higuchi simplificado”:

Q=k,Vt  (1.36)
donde ky es la constante de disolucion de Higuchi.
La ecuacion (1.36) ha sido ampliamente usada para describir la liberacion de

farmacos desde distintos tipos de formas farmacéuticas, incluyendo sistemas

transdérmicos (Costa et al., 1996) y matrices de administracion oral (Desai et al.,
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1965, 1966a,b; Schwartz et al., 1968a,b; Ford et al., 1985a,b; Gao et al., 1995; Sung
etal., 1996; Talukdar y Kinget, 1997).

Recientemente, se ha propuesto un método matematico, basado en el calculo del area
bajo la curva por el método de los trapecios, capaz de determinar la desviacion en el
ajuste de datos de liberacion cuando se emplea el modelo de Higuchi, (Gohel et al.,
2000).

El anélisis matematico de cinéticas de liberacion basado en la difusion del farmaco
desde la matriz que lo contiene presenta el inconveniente de que el frente de difusién
se desplaza conforme el farmaco se libera. Higuchi resuelve este problema
planteando un estado estacionario (C>>C; y condiciones “sink™) en el que es valida
la primera ley de Fick. Este mismo planteamiento ha sido empleado para describir la
liberacion desde matrices esféricas con farmacos en suspension (Koizumi y
Panomsuk, 1995).

Paul y McSpadden proponen una modificacion del modelo de Higuchi basandose en
la segunda ley de Fick, obteniendo una solucion analitica exacta para sistemas
laminares en condiciones “sink” perfectas, util sobretodo cuando C<Cs (Paul y
McSpadden, 1976). Lee emplea la segunda ley de Fick para resolver el problema de
transferencia de materia con frentes de difusion moviles en condiciones “sink”,
concluyendo que es posible encontrar soluciones aproximadas mas sencillas que la
propuesta por Paul y McSpadden cuando C<Cs, y mas precisas que la ecuacion de
Higuchi cuando C>>C; (Lee, 1980).

Durante afios, la busqueda de soluciones analiticas exactas, y basadas en la difusion,
para describir la cinética de liberacion de solutos dispersos (principalmente desde
sistemas laminares) sigue siendo un problema matematico debatido y complejo, que
los autores no pueden resolver sin tener que postular aproximaciones (Ayres y
Lindstrom, 1977; Lindstrom y Ayres, 1977; Rhine et al., 1980; Chandrasekaran y
Paul, 1982; Tojo, 1985). Mas recientemente, Zhou y Wu proponen soluciones
analiticas generales y simplificadas para ajustar la liberacion de farmacos dispersos
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en matrices de caras planas, aplicables a un amplio rango de casos practicos,
incluidas condiciones no “sink” y desplazamiento del frente de difusion (Zhou y Wu,
2002).

1.1.3.1.5. Modelo de Peppas o “Ley de la Potencia”

A partir de los afios 70 se desarrollaron numerosos sistemas de liberacion modificada
con mecanismos basados en la difusion a través de matrices inertes 0 membranas,
intercambio i6nico, désmosis, hinchamiento, etc. El ajuste de las cinéticas de
liberacion de estos sistemas mediante las ecuaciones planteadas hasta esa fecha era,
con frecuencia, inapropiado. Empieza a resultar evidente que en numerosas
ocasiones un solo mecanismo no es capaz de explicar el comportamiento de
liberacion. Wang y colaboradores (Wang et al., 1969) propusieron que la cinética de
liberacion es resultado de la contribucidon simultanea de la difusion y disolucion,
cuyo peso en la liberacion dependera del sistema objeto de estudio; por lo que ni la
cinética de primer orden, ni la ecuacion de Higuchi, seran capaces de ajustar el perfil
de disolucion. Estas ideas condujeron al desarrollo de un modelo empirico (o
semiempirico) en el que se relacionaba la cantidad de farmaco liberado desde
sistemas poliméricos hidrofilicos con el tiempo, y cuya exposicion fue desarrollando
y aplicando Nikolaos Peppas en colaboracion con otros autores, en sucesivos trabajos
(Peppas et al., 1980; Gurny et al., 1982; Langer y Peppas, 1981; Korsmeyer y
Peppas, 1981; Korsmeyer et al., 1983; Sinclair y Peppas, 1984; Peppas, 1985; Ritger
y Peppas, 19873a,b).

Peppas y colaboradores plantearon que el mecanismo de difusién se desvia con

frecuencia de la difusion Fickiana, pudiendo seguir un comportamiento anémalo que

denominan no-Fickiano, que puede explicarse empleando la siguiente ecuacion:

% =KAt+Kt  (1.37)

0
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donde Q; es la cantidad liberada a tiempo t, Q., es la cantidad de farmaco que se
liberaria a tiempo infinito (por tanto, Q/Q.. es la fraccién de farmaco liberado a
tiempo t). En el segundo término quedan reflejadas la contribucion de la difusion

(K1t y de la liberacion independiente del tiempo (orden cero) (Kat).

En realidad, de acuerdo con la solucion de la segunda ley de Fick, propuesta por
Crank (Crank, 1975):

&_ E S an nl
-4 S ur S criene B aso

y aproximando para “tiempos cortos” (primer 60% del total de farmaco liberado),

obtenemos:

&z E=K 1.40
2 (] J .40

donde D es el coeficiente de difusion, t el tiempo y | el espesor de la pelicula a través

de la que difunde el farmaco.

Es evidente que la ecuacion (1.40) es igual a la (1.36) propuesta por Higuchi, por lo
que su validez estara limitada al ajuste de la primera parte (60%) de las curvas de
liberacion. Por el mismo motivo, la ecuacién (1.37) propuesta por Peppas y

colaboradores s6lo sera valida cuando Q/Q.. < 0.6.

De forma general, la ecuacion (1.37) se puede escribir como:

Q _ g
=t =kt .38
0 (1.38)

0

28



M2 Teresa Viseras Iborra

donde k es una constante cinética que refleja las caracteristicas estructurales y
geométricas del sistema polimérico y del farmaco, t el tiempo, y n es un exponente

que informa del mecanismo de liberacion que subyace (exponente difusional).

La ecuacion (1.38) cuando n = 0.5 se corresponde con la (1.40): difusion fickiana
(para intervalos de tiempo cortos). Valores de n superiores a 0.5 se asocian a un
mecanismo de difusién anomalo (no-fickiano). En particular, si n = 1, la ecuacién
que se obtiene es la de cinética de orden cero, que Peppas considera un caso limite de
transporte no-fickiano, denominandolo “transporte de Caso II” (Langer y Peppas,
1981). Esta cinética se corresponde a la obtenida a partir de matrices poliméricas en
las que el frente de hinchamiento del polimero avanza de forma constante. Valores
de n > 1 aparecen usualmente cuando el tiempo de liberacion es muy elevado. Este
tipo de mecanismo de difusion andmalo no-fickiano lo denominan “transporte de
Supercaso 11”. Por ultimo, valores de n < 0.5, se asocian a la presencia de poros en la
matriz polimérica, y la consiguiente difusion simultanea a través de la matriz

hinchada y a través de los poros llenos de medio de disolucion.
La Tabla I.1.11l. recoge de forma resumida los posibles exponentes de la ecuacion
(1.38) y sus correspondientes mecanismos (Korsmeyer et al., 1983).

Tabla L.1.111. Resumen de los casos de transporte dependiendo del valor del exponente n de la
ecuacion (1.38).

Exponente de liberacion (n) Mecanismo de transporte del farmaco
0.5 Difusion segun Fick
05<n<1 Transporte anémalo
1.0 Transporte Caso Il
n>1 Transporte Super-caso Il

La nomenclatura usada por Peppas esta tomada de la empleada para denominar los
mecanismos de adsorcion de moléculas organicas en polimeros, cuando los datos no
se ajustan al modelo de difusion Fickiano. Alfrey y colaboradores propusieron que,
en ocasiones, la velocidad de transporte de la molécula organica adsorbida esta
controlada por la relajacion del polimero, denominando a este mecanismo de

transporte “Caso 117, para distinguirlo del mecanismo de difusion Fickiana, que
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denominan “Caso I” (Alfrey et al., 1966). Posteriormente, Hopfenberg y Frisch
describieron los mecanismos de transporte que se presentan en sistemas
polimero/sorbato organico, planteando que con frecuencia, los dos “Casos” descritos

por Alfrey y colaboradores aparecen simultdneamente (Hopfenberg y Frisch, 1969).

La ecuacion (1.38) presenta las siguientes limitaciones:

e requiere condiciones sumidero perfectas;
e |os coeficientes de difusion deben ser independientes de la concentracion;
e no es aplicable a valores superiores al 60% de cantidad liberada;

e laliberacion debe tener lugar en una sola dimension.

En relacién con la dltima limitacidn, Peppas describié otra importante condicion de
su ecuacion (Peppas, 1985). En concreto, plante6 que su uso solo era adecuado
cuando la forma del sistema fuese laminar, con una relacion (largo/espesor o
ancho/espesor) de al menos 10/1. Su empleo en sistemas de forma esférica o
cilindrica estara limitado a un ajuste aproximado, a causa de factores geométricos y

matematicos.

Enscore y colaboradores plantearon un modelo matematico donde desarrollaron el
“Caso II” para diferentes geometrias de sorbente (esferas, cilindros y laminas)
(Enscore et al., 1977), que sera usado por Peppas y colaboradores para resolver la
limitacién de la ecuacion (1.38). En concreto, en dos trabajos del afio 1987,
abordaron el empleo del “modelo de Peppas” a los datos de liberacién obtenidos en
sistemas poliméricos no hinchables (Ritger y Peppas, 1987a) e hinchables (Ritger y
Peppas, 1987b). En el primero de ellos, reconocian la necesidad de estudiar la
dependencia del exponente n en funcién de la geometria del sistema. En este sentido,
aceptaban que la interpretacion de los valores de n al aplicar la ecuacion (1.37) a la
liberacion desde sistemas cilindricos o esféricos no podia hacerse con los valores
limites planteados en sistemas laminares (Tabla 1.1.111.), siendo tan solo valida para

el primer 15% de los datos de liberacién. Para poder ampliar su empleo al primer
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60% (como en sistemas laminares), era necesario definir nuevos valores limite del

exponente, que quedan recogidos en la Tabla I.1.1V.

Tabla I.1.1V. Valor del exponente n y mecanismo de liberacion difusional para sistemas no
hinchables de distinta geometria (modificado de Ritger y Peppas, 1987a).

Exponente de liberacion (n . . ., .
P () Mecanismo de liberacion del farmaco

Laminar Cilindrico Esférico
0.5 0.45 0.43 Difusion Fickiana
05<n<1 0.45<n<1 043<n<1 Transporte andmalo (no-fickiano)
1 1 1 Transporte Caso Il

Como se observa, tan solo cuando la liberacion es de orden cero (n = 1) el exponente
permanece constante, con independencia de la geometria. No obstante, en el caso de
cilindros y esferas no se corresponde con un transporte Caso I, y tan solo que es un
transporte no-fickiano.

En relacion con la geometria del sistema, resulta interesante plantear la liberacion
tridimensional desde un sistema no hinchable con forma de comprimido. Ritger y
Peppas determinaron los valores de n correspondientes a la liberacién desde cilindros
con diferente relacion didmetro/longitud (D/L), obteniendo los resultados que se
muestran en la Figura 1.1.5. (Ritger y Peppas, 1987a). Como se observa, cuando la
relacion D/L es mayor de 50 (geometria laminar) el valor del exponente es 0.5; en
cambio, cuando la relacion D/L es igual o inferior a 0.2 (cilindros muy alargados), el
exponente es 0.45. En ambos casos limite la difusion puede suponerse
unidimensional, dado que es mucho mayor en una de las dimensiones del espacio
que en las otras. La transicion entre la difusion unidimensional desde un plano a un
cilindro no es lineal, presentando un valor minimo (0.43) cuando la relacion D/L es
igual a 1.

Posteriormente se ha demostrado que la ecuacion (1.38) se puede plantear como una
solucién especifica de una ecuacion general para describir la liberacion de farmacos
en direccion radial y axial desde sistemas matriciales cilindricos (Kosmidis et al.,
2003a).
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Fig. 1.1.5. Relacién entre la forma de un sistema de liberacién cilindrico y el valor de n (modificado

de Ritger y Peppas, 1987a).

Ritger y Peppas abordaron también la situacion que se presenta cuando se aplica la
ecuacion (1.38) a los datos de liberacion desde un sistema constituido por una
distribucion polidispersa de particulas esféricas (Ritger y Peppas, 1987a). En esencia,
la presencia de particulas de pequefio tamafio acelera la velocidad de liberacion al
inicio, mientras que la presencia de particulas grandes, disminuye la velocidad a
partir de cierto tiempo. No obstante, y de acuerdo con sus datos, el efecto sobre el
exponente difusional es despreciable, a menos que el intervalo de tamafios sea muy
grande. Por dltimo, en ese mismo trabajo plantearon la aplicacion de la ecuacion
cuando la concentracion de farmaco en el medio de disolucién aumenta
exponencialmente hasta alcanzar el equilibrio, para concluir que la ecuacion (1.38) no

puede explicar esta situacion.
1.1.3.1.6. Modelo de Baker-Lonsdale
Este modelo, desarrollado a partir del modelo de Higuchi, describe la liberacion de

farmacos desde matrices de forma esférica (Baker y Lonsdale, 1974). La expresion

matematica del modelo es la siguiente:
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EH&] }&& .42
Qoo Qoo r-OCO

donde Q; es la cantidad de farmaco liberada a un tiempo t, Q.. la cantidad de farmaco
liberada a tiempo infinito, D, el coeficiente de difusion, Cys la solubilidad del
farmaco en la matriz, ro el radio de la matriz esférica y Cq la concentracion inicial del

farmaco en la matriz.

Posteriormente el modelo fue modificado para aplicarlo al ajuste de datos de

disolucion desde matrices no homogéneas (porosas) (Seki et al., 1980):

311[1&] }&=—3D;Cfsgt (1.42)
Q, I, 'Cor

donde Dy es el coeficiente de difusion, Cys la solubilidad del farmaco en el medio de
disolucion, T un factor que expresa la tortuosidad del sistema y ¢ la porosidad de la

matriz.

Esta ecuacion ha sido empleada para el ajuste de datos de liberacion desde
microesferas y microcapsulas (Seki et al., 1980; Jun y Lai, 1983; Chang et al., 1986;
Shukla y Price, 1989, 1991; Bhanja y Pal, 1994).

1.1.3.1.7. Modelos para Sistemas Hinchables

El empleo de polimeros hinchables en el disefio de formas de liberacion modificada
permite alcanzar un mayor control de la liberacion del farmaco, especialmente
cuando el coeficiente de difusion del farmaco en el polimero hinchado es muy bajo.
Con esta premisa, los sistemas hinchables suelen estar constituidos por polimeros
hidrofilos, que en presencia de agua originan el correspondiente coloide, alejando las
cadenas poliméricas (Figura 1.1.6). La matriz polimérica hincha generando una capa
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de gel donde la movilidad del farmaco aumenta. En el extremo del gel en contacto
con el disolvente, la concentracion polimérica es muy baja y la asociacion entre
cadenas muy débil, lo que determina su disolucién en el medio. De manera que, en
sistemas hinchables, se observa una desviacion del modelo de Fick, dado que la
liberacion del farmaco no esta controlada sélo por la difusion de las moléculas en el
seno de la matriz, sino tambien por la separacion y disolucién de las cadenas

poliméricas.

Ncleo seco Polimero hinchado Capa de Gel Capa de difusion  Medio

Matriz no hidratada Uni6n muy fuerte Union fuerte Union débil

Fig. 1.1.6. Representacion esquematica del nivel de disociacion de las cadenas de polimero en la

matriz, desde la zona aln seca hacia el medio de disolucién (modificado de Arifin, 2006).

1.1.3.1.7.1. Modelos de Hinchamiento/Disolucién

En el decenio 1987-1997, el grupo del Profesor Nikolaos Peppas estudia la
disolucién de polimeros partiendo de la base de que la disolucién de polimeros
hinchables es el resultado de dos fendmenos: la penetracién del disolvente y la
disolucién del polimero propiamente dicha (Lee y Peppas, 1987; Harland et al.,
1988; Peppas et al., 1994; Narasimhan y Peppas, 1996a,b, 1997). De manera que,
simultaneamente al hinchamiento, las cadenas poliméricas se disuelven en el medio,
siempre y cuando la estructura tridimensional polimérica no esté reforzada por
enlaces permanentes entre cadenas (*“cross-links”). En consecuencia, es necesario
desarrollar un modelo especifico que explique la disolucion del polimero cuando
viene acompariada de su hinchamiento. Tu y Ouano hbian propuesto afios antes un
modelo matematico que trataba por separado la difusion del liquido en el polimero,
la difusion del polimero en el liquido y el desplazamiento de la interfase
polimero/medio de disolucién, concluyendo que la disolucion de las cadenas

poliméricas estard controlada por el fendmeno mas lento, sea este el hinchamiento o
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la disociacion de las mismas (Tu y Ouano, 1977). De acuerdo con este modelo, al
poner en contacto una matriz polimérica de caras planas con un disolvente, y
transcurrido un cierto tiempo, apareceran dos superficies limites (interfases): una
interfase polimero seco/polimero hinchado, inducida por la penetracion del
disolvente en la matriz; y otra interfase polimero hinchado/disolvente, en la que el
polimero empieza a disolverse, una vez alcanzada una concentracion critica de
solvente capaz de desenmarafiar la red polimérica (Figura 1.1.7). El proceso
transcurre de manera que inicialmente la primera interfase (R, que delimita la zona
de hinchamiento) se desplaza hacia el interior de la matriz polimérica, mientras que
la interfase S (de disolucidn) lo hace hacia el exterior. Cuando el polimero, en la
segunda interfase (S), alcanza su equilibrio termodinamico con el medio que lo

rodea, el frente S disuelve, desplazandose ahora hacia la matriz.

A 8 c b
Fig. 1.1.7. Representacion esquematica de los fenémenos de difusidon unidimensional de solvente y
disolucién del polimero al poner en contacto una matriz de espesor L con un solvente en el que
hincha: (A) espesor inicial (2L) a tiempo cero; (B) etapa inicial de hinchamiento, con indicacion de la
distancia desde el centro de la matriz a la interfase polimero hinchado/disolucién (S) y polimero no
hinchado/polimero hinchado (R); (C) comienzo de la disolucion del polimero con disminucién de las
distancias hasta las dos interfases; (D) etapa final en la que todo el polimero ha hinchado (desaparece

la interfase R) y disminuye la distancia hasta la interfase S (modificado de Lee y Peppas, 1987).

La correspondiente descripcién matematica asume que coexisten dos procesos de
transferencia de materia: la entrada de disolvente en la matriz y la salida del polimero
una vez disuelto. Suponiendo que el espesor de la pelicula polimérica a tiempo cero

es muy pequefio, es posible aplicar la Ley de Fick y obtener una relacién
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(aproximada) entre el espesor de la capa de hinchamiento y la raiz cuadrada del

tiempo de hinchamiento/disolucion (Lee y Peppas, 1987).

Posteriormente, el Profesor Peppas en colaboracion con el grupo de investigacion del
Profesor Paolo Colombo, de la Universidad de Parma, propuso una nueva teoria en
base a la cual en la capa de gel se pueden distinguir dos zonas: una primera donde el
farmaco no esta todavia disuelto; y una segunda donde el fArmaco se encuentra ya en
su estado molecular, y cuyo espesor representa el parametro mas importante que
influencia la liberacion (Colombo et al., 1996). Esta colaboracion permitié ademas a
los dos grupos desarrollar una técnica para visualizar los frentes de hinchamiento,
difusion y erosion en matrices cilindricas de hydroxypropylmetilcelulosa de elevado
peso molecular (Bettini et al., 2001). Posteriormente, otros investigadores
propusieron un modelo matematico para estimar la posicion de los frentes en funcion
del tiempo, con numerosas condiciones, entre las que destacan que sélo plantean la
liberacion del farmaco en direccién radial y que la dosis de farmaco debe superar el

30% del peso total de la matriz (Kii y Dam-Johansen, 2003).

Por otra parte, basandose en dos modelos que planteaban que la cinética de
disolucién de los polimeros hinchables estd controlada por la relajacion de las
tensiones que existen en el gel polimérico (Brochard y de Gennes, 1983) y por la
velocidad de deslizamiento (“reptation”) de las cadenas de polimero en el gel
(Papanu et al., 1989) (Figura 1.1.8.), Peppas y colaboradores desarrollaron y
aplicaron a distintos sistemas poliméricos un nuevo modelo para describir la cinética
de disolucion de polimeros hinchables (Peppas et al., 1994; Narasimhan y Peppas,
19964,b).
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Fig. 1.1.8. Esquema de la salida de una cadena de polimero desde un gel polimérico denso (a),
pasando por una etapa en la que la cadena empieza a separarse del resto (b), hasta alcanzar su total

disolucion en el medio circundante (c) (modificado de Narasimhan y Peppas, 1996a).

De acuerdo con este modelo, la disolucion del polimero en un medio en el que
hincha puede abordarse asumiendo la existencia de tres zonas diferenciadas: el
polimero hinchado (“zona concentrada”), la zona correspondiente a la cara interna de
la interfase solvente-polimero hinchado (“zona semidiluida”) y la cara externa de
dicha interfase (“zona diluida”). Estas tres zonas se corresponden con el modelo
molecular de disolucion progresiva de un gel polimérico representado en la Figura
1.1.9. Con estas premisas, los autores procedieron al calculo de ecuaciones
independientes para cada una de las zonas, realizando distintas aproximaciones, y
asumiendo una difusion unidimensional del solvente y un espesor discreto de la

matriz polimérica.

Fig. 1.1.9. Esquema de la progresiva disolucion de un gel polimérico en un sistema de liberacién
controlada: (a) antes de que comience la disolucidn, no hay separacién entre las cadenas del sistema
hinchado (“zona concentrada”), (b) el comienzo de la disolucion en la capa de difusion (cara interna
de la interfase solvente/polimero hinchado) conduce a la “zona semidiluida” de espesor constante, (c)
la disolucidon se completa y las cadenas muestran movimiento browniano en la “zona diluida”
(modificado de Narasimhan y Peppas, 1996b).
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Los modelos de hinchamiento/disolucion, que acabamos de exponer muy
brevemente, conducjeron al planteamiento de un nuevo modelo para el ajuste de
datos de liberacion de farmacos desde sistemas controlados por la disolucién
(Narasimhan y Peppas, 1997). Suponiendo una pelicula polimérica hidréfila e
hinchable, de espesor inicial (21) cargada con una concentracion (vqo) de un farmaco
hidrosoluble, al ponerla en contacto con agua o un medio biol6gico hinchara, debido
a la penetracion del agua y consiguiente transicion vitrea del polimero, para dar lugar
a las interfases R y S antes expuestas hasta la completa desaparicion del ndcleo no
hinchado (Figura 1.1.7.).

Suponiendo que la difusion del agua y del farmaco en el seno del polimero es
unidimensional, y que estd controlada por el proceso global de
hinchamiento/disolucién del polimero, el sistema agua/polimero/farmaco se
comportard de manera que es posible plantear la siguiente ecuacion para el ajuste de

la cinética de liberacion del farmaco:

(;?d _ \/E(Udz,elq +0y) (m+@t) (1.43)

donde Qq es la cantidad de farmaco liberada a tiempo t; Qq.., la cantidad liberada a
tiempo infinito; vy y Ldeq SON las fracciones de volumen de farmaco, en el
equilibrio, en las interfases Ry S, respectivamente; 21 el espesor inicial de la pelicula

polimérica; por ultimo, B y a vienen dados por:

Bo_ K (1.44)
Ul,eq + Ud eq
A
a=— 1.45
5 (49
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donde kg, es la constante de velocidad de disociacion de las cadenas poliméricas,
L1,eq la fraccion de volumen de agua en el equilibrio en la interfase R y A viene dada

por:

D, D,
tea 4 1 |+ Dy (g = Vg eq) deq 4 *1 _| (1.46)

Ve tVgeq U1 TU4 Ve tUgeq U1 TU4

A= Dl (Ul,eq - Ul*)

donde D; y Dg, son los coeficientes de difusion del agua y del farmaco en el

polimero, respectivamente.

De manera que, de acuerdo con la ecuacién (1.43), bajo condiciones de “cuasi-estado
estacionario”, la cantidad de farmaco liberada (Qg) normalizada respecto a la

cantidad liberada a tiempo infinito (Qq..), dependera de la raiz cuadrada el tiempo.

Resulta evidente que el modelo se basa en la superposicion del proceso de difusion
fickiana y de disolucion: el pardmetro A se asocia al fendmeno difusional, mientras
que B lo hace a la disociacion (disolucion) de las cadenas poliméricas. De manera
que si uno de los dos fendmenos predomina, es posible simplificar la ecuacion (1.43).

Las dos situaciones limites se corresponden con:

Qd _ A(Ud,eq+U;)
Qd,m_’/ o Jtoo(1.47)

A>>B

B >>A

Qd — kd (Ud,eq + U;)
Qd ,00 2| (Ud ,eq + Ul,eq)

t  (1.48)

De acuerdo con la ecuacion (1.47), si la liberacion del farmaco esta controlada
unicamente por la disociacion del polimero, es posible obtener una cinética de orden

cero (transporte Caso Il, velocidad independiente del tiempo). En concreto los
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autores indican que cuando el sistema disolvente/polimero/farmaco cumple con

2A/B?<<1, la cinética resultante sera de orden cero (Narasimhan y Peppas, 1997).
1.1.3.1.7.2. Modelo de Peppas y Sahlin

Peppas y colaboradores estudiaron la aplicacion de la ley de la potencia a sistemas de
liberacion hinchables (Ritger y Peppas, 1987b; Peppas y Sahlin, 1989). Empezaron
asumiendo que el sistema no debe hinchar mas alla del 25% de su volumen inicial.
En esas condiciones planteaban que el exponente difusional podria dar informacién
del mecanismo de liberacion del farmaco desde el sistema polimérico hinchable. No
obstante, reconocian la dificultad para encontrar soluciones analiticas al problema
que genera la presencia de un frente de difusion que se desplaza debido al
hinchamiento del sistema. EI mecanismo de liberacion sera el resultante del efecto de
la relajacion macromolecular que produce el hinchamiento y de la difusion del
farmaco a través del polimero hinchado, dependiendo de la relacion difusion-
relajacion (Lee, 1985). La correspondiente modelizacion de este tipo de situaciones,
conocidas como problemas difusionales con frentes en movimiento o de Stefan-
Neumann (Lee, 1985), requiere de ecuaciones complicadas (Crank, 1984), que no
obstante no conducen a soluciones analiticas exactas, siendo necesario plantear

soluciones numéricas (Ritger y Peppas, 1987Db).

En concreto, el desarrollo del modelo de difusion cuando simultaneamente tiene
lugar la relajacion del polimero, conduce, a partir de la ecuacion (1.38), a la siguiente

ecuacion (Peppas y Sahlin, 1989):

% = K"+ K,t*" (1.49)

o0

donde el fendmeno difusional se corresponde con el primer sumando, mientras que el
fendmeno de relajacion se corresponde con el segundo, dado que se asume que
ambos son aditivos (Alfrey et al., 1966). En concreto, la ecuacion (1.49), recoge la

contribucion de la difusion fickiana y de la relajacion polimérica (Caso Il). El
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coeficiente “m” es el exponente de difusion fickiano, valido para cualquier geometria
del sistema de liberacion. K es la constante correspondiente a la difusion, mientras

que K se corresponde con la relajacién del polimero.

La ecuacion (1.49) puede escribirse:

2m
Q1+ K K| (150)

El porcentaje de la liberacion correspondiente a la difusion fickiana (F), vendra dado

por:

Fee o (1.51)

Y por tanto, la relacion entre porcentaje liberado por relajacion (R) y por difusion (F)

sera:
R_Kepm (152
F K,

Por tanto, la liberacion del soluto desde cualquier sistema polimérico,
independientemente de su forma geométrica, puede describirse como la suma de dos
mecanismos: la difusion de acuerdo con la Ley de Fick y la relajacion y consiguiente
hinchado de la estructura polimérica. Si el polimero no hincha, la ecuacion (1.49) se
hace (1.38), siendo m = n. La aplicacion de la ecuacion (1.49) a sistemas hinchables,

genera los exponentes difusionales recogidos en la Tabla I.1.V.
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Tabla 1.1.V. Valor del exponente m y mecanismo de liberacion difusional para sistemas hinchables de

distinta geometria (modificado de Peppas y Sahlin, 1989).

Exponente de liberacién (m . . ., .
P (m) Mecanismo de liberacion del farmaco

Laminar Cilindrico Esférico
0.5 0.45 0.43 Difusion Fickiana
05<m<1 045<m<0.89 0.43<m<0.85 Transporte anémalo (no-fickiano)
1.0 0.89 0.85 Transporte Caso Il

Como criterio para predecir si el transporte en el seno de una matriz polimérica esta
controlado por la difusion o por la relajacion, resulta Gtil emplear el parametro
propuesto por Vrentas y colaboradores, denominado “numero Deborah de difusion,
(DEB)p” (Vrentas et al., 1975):

ﬂ“m
(DEB), =~ (1.53)

D

donde A, es el tiempo de relajacion medio del sistema disolvente/polimero y 6p es
un tiempo de difusion caracteristico, que viene dado por L%Ds (donde L es el espesor
de la muestra y Ds el coeficiente de difusion en el disolvente).

De acuerdo con lo propuesto por los autores se pueden producir los siguientes casos
(Vrentas et al., 1975):

e i (DEB)p << 10 (DEB)p >> 1, la difusion fickiana tendra lugar en el estado
hinchado o seco;

e i (DEB)p = 1, el transporte no fickiano (anémalo), incluyendo el Caso I, se
adelantara dependiendo de la importancia relativa de los procesos de difusion

fickiana y relajacion del polimero.

Con el mismo objetivo, Peppas y colaboradores introducen el “numero de la interfase
de hinchamiento, S,,” para el estudio del transporte mono-dimensional del farmaco
en el seno de matrices poliméricas (Korsmeyer y Peppas, 1983; Peppas y Franson,

1983), que viene dado por:
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S

w

_vs(t)
==-7 (159)

donde v es la velocidad del frente de penetracion, (t) el espesor tiempo-dependiente

de la fase hinchada y D el coeficiente de difusion de la fase hinchada.

El nimero Sy, permite comparar las movilidades relativas del disolvente que penetra
y del farmaco que sale de la matriz, conforme se produce la relajacién del polimero,

de manera que:

e si S, << 1, la velocidad de difusion del farmaco a traves de la region
hinchada es mucho mayor que la velocidad con la que el frente polimero
seco/polimero hinchado avanza y la cinética de liberacion sera de orden cero;

e si S, >>1, lavelocidad del frente de hinchamiento es mayor que la velocidad
de difusion del farmaco y se observara una liberacion fickiana;

e i Sy, =1, laliberacion no fickiana se adelanta en el tiempo.

La relacion entre los parametros adimensionales ((DEB)p y Sw) y el mecanismo de
liberacion, asi como los valores del exponente m de la ecuaciédn (1.49) en los distintos

casos, se recogen en la Tabla 1.1.VI.

Tabla I.1.VI. Parametros de difusion en polimeros (modificado de Lee, 1985).

. . L Parametro
Mecanismo de liberacion (DEB), s,
Difusion Fickiana 0.5 <<lo>>1 >>1
Transporte andmalo (no-fickiano) >0.5 =1 =1
Transporte Caso Il 1 ~1 <<1

Afios mas tarde, el Profesor Peppas, en colaboracion con las Universidades de Parma
y Pavia definié un nuevo numero adimensional (“nimero del area de hinchamiento,
S.”) para describir el transporte del farmaco en sistemas tridimensionales
(comprimidos), teniendo en cuenta el incremento del area de la matriz en el tiempo
(velocidad del frente de disolucién) (Colombo et al., 1992).
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Las ecuaciones (1.38) y (1.49) se han usado ampliamente para ajustar los perfiles de
liberacion de farmacos desde matrices poliméricas de distinta naturaleza, tanto
hinchables (Ford et al., 1987; Conte et al., 1988; Skoug et al., 1993; Bettini et al.,
1994; Conte et al., 1994; Kim, 1995; Colombo et al., 1999; Rekhi et al., 1999; Losi et
al., 2006), como inertes (Sangalli et al., 1994). Asimismo, han sido propuestas y
aplicadas modificaciones de ambas ecuaciones para el ajuste de datos de liberacién
desde matrices hinchables con tiempo de latencia (Ford et al., 1991; Pillay y Fassihi,
1999) o efecto “burst” inicial (Wolframy Lippold, 1995; Kim y Fassihi, 1997).

1.1.3.1.7.3. Modelo de la ““capa secuencial™

En 1999 los grupos de las Universidades de Purdue y Berlin inician una colaboracién
que conduce al desarrollo de un nuevo modelo para el ajuste de cinéticas de
liberacion de farmacos solubles en agua desde sistemas poliméricos de
hidroxypropilmetilcelulosa (comprimidos de caras planas), combinando los
mecanismos de difusion, hinchamiento y disolucion (Siepman et al., 1999a,b). De
acuerdo con este modelo, durante la liberacién tienen lugar los siguientes

acontecimientos:

e inicialmente el agua penetra en la matriz polimérica por difusion, cuya
cinética dependera de la geometria del sistema, las direcciones (axial y radial)
de transporte de masa, y la dependencia de la constante de difusion respecto
del grado de hinchamiento de la matriz (segin una ley exponencial). De
manera que inicialmente el coeficiente de difusion del agua sera muy
pequefio, aumentando al hinchar el polimero, hasta aproximarse al valor del
agua pura;

e la entrada de agua da lugar al hinchamiento del sistema, cambiando
draméaticamente las concentraciones de polimero y de farmaco, asi como las
dimensiones del sistema y la movilidad de las cadenas poliméricas;

e al aumentar el contenido en agua, aumenta el coeficiente de difusion del

farmaco, que empieza a salir del sistema;
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e asimismo, el polimero empieza a disolverse, lo que cambia la composicion

del sistema, y reduce sus dimensiones.

El tratamiento matematico de estos acontecimientos lo abordan asumiendo que:

e ¢l hinchamiento del sistema es ideal y no hay contraccion de volumen, de
manera que la suma de los volimenes de los tres componentes (agua, farmaco
y polimero) es igual al volumen total del sistema;

e durante la liberacion se cumplen las condiciones sumidero;

e el aumento de volumen axial y radial por la entrada de agua es proporcional
al &rea superficial relativa de partida;

e los coeficientes de difusion del farmaco y del agua varian con la
concentracion, pero no con el tiempo;

e la disolucion del farmaco en el medio es instantanea (el farmaco es muy
soluble), o al menos es mucho mas réapida que su difusion a través de la
matriz;

e el comportamiento termodinamico del sistema es ideal.

De los tres componentes del sistema, el modelo considera que las especies que
difunden, de acuerdo con la segunda ley de Fick, son el agua y el farmaco. En
cambio, el proceso de disolucién del polimero se cuantifica como pérdida de masa
total de la matriz a lo largo de la liberacion, tal y como se refleja en la siguiente

ecuacion:

M, =M~k At (1.55)

donde My Mpo son las masas secas de la matriz a tiempo t y 0, respectivamente;
kqis €S la constante de velocidad de disolucién del polimero y A el area superficial

del sistema a tiempo t.

Es importante destacar que en este modelo la disolucion del polimero no se considera

un fendémeno confinado en la interfase matriz/medio de disolucion. La masa total del
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polimero se calcula teniendo en cuenta en cada momento como varia la composicién

de la matriz, sus dimensiones y el camino difusional del farmaco y del agua.

El desarrollo ulterior de este modelo condujo al denominado modelo de la “capa
secuencial” (Siepman y Peppas, 2000; Siepman et al., 2002a). Este nuevo modelo se
basa en la suposicién de que el hinchamiento de la matriz tenga lugar de forma
secuencial (“capa tras capa”), de manera que hinchan primero las capas mas
externas, seguidas por las capas adyacentes mas internas (Figura 1.1.10.). Esto
permite una estimacion mas precisa de como varia el volumen del sistema, que afecta
tanto a la concentracion de los componentes como al aumento de su movilidad,

debido a la penetracion del agua.

i
i
1
1
1
1

T
*

Fig. 1.1.10. Esquema de la matriz, con detalle de las sucesivas capas para el analisis humérico

(modificado de Siepman y Peppas, 2000).

Como ya planteaban en el modelo anterior (Siepmann et al., 1999a,b), en el modelo
de la capa secuencial los autores consideraron que la masa del polimero se reducia
con una velocidad que dependia de la constante kgis, de acuerdo con la ecuacién
(1.55). Asimismo, describian la difusién del agua y del farmaco en el seno de la
matriz aplicando la segunda ley de Fick al transporte de masa axial y radial desde
una geometria cilindrica y con coeficientes de difusion dependientes de la

concentracion:

X r|or or o8\ r o6 oz oz
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donde cx y Dk son los coeficientes de concentracion y difusion de las especies que
difunden respectivamente (k=1 (agua), k=2 (farmaco)); r, z y 6, son las coordinadas

radial, axial y angular (Figura 1.1.11.); y t es el tiempo.

Fig. 1.1.11. Esquema de la matriz, con detalle de las coordenadas para el andlisis matematico

(modificado de Siepman y Peppas, 2000).

En la ecuacion (1.56), los coeficientes de difusion de los componentes dependen de la

concentracion del polimero, de acuerdo con la siguiente ley exponencial:

D =D_. exp{— /3{1— Ccl ]} (157)

donde Bk (k =1 (agua), k = 2 (farmaco)) es la constante adimensional que caracteriza

la dependencia de la concentracion y D, (k = 1 (agua), k = 2 (farmaco)) es el
coeficiente de difusion en la interfase matriz/medio de liberacion, donde tiene lugar

la disociacion de las cadenas de polimero (Narasimhan y Peppas, 1996a,b, 1997).

El modelo conducia, en fin, a la aplicacion de un analisis numérico para obtener, en
funcion de las ecuaciones (1.55) y (1.57), datos de una simulacion que los autores
comparaban con los datos experimentales obtenidos con matrices de distinta altura,
radio, tipo de farmaco o polimeros y concentraciones de partida, obteniendo, en

general, buenos resultados en el ajuste de los datos (Siepman et al., 2002a).
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Sin embargo, tanto el modelo de la capa secuencial, como el anterior (hinchamiento-
difusion-disolucion), no proporcionan soluciones matematicas explicitas, siendo por
tanto dificil destacar los pardmetros mas importantes que afectan a la liberacion
(Arifin et al., 2006). Ademas los modelos no plantean la existencia de la interfase R
(matriz seca/matriz hinchada), asumiendo que el agua y el farmaco difunden en todo
el sistema. No obstante, aparentemente, la difusion en la matriz seca puede ser
despreciable y la liberacidn del farmaco es controlada por el aumento de la difusién
en la capa de gel. En este sentido, una mejora interesante a introducir en el modelo
de la capa secuencial podria ser el desarrollo de la zona no hinchada y la observacion

de las dos interfases (R y S) durante la liberacion (Arifin et al., 2006).

1.1.3.1.8. Modelos para Sistemas Erosionables

Los polimeros bioerosionables son materiales versatiles usados en numerosas
aplicaciones biomédicas y especialmente en sistemas de liberacion de farmacos, dado
que las cinéticas de erosion pueden programarse seleccionando oportunamente el
polimero. Es importante distinguir entre los términos degradacion y erosion: el
primero es mas especifico e indica un proceso quimico de escision de uniones entre
cadenas, mientras que el segundo término denota la pérdida de material desde la
matriz polimerica (ej.: monomeros, oligdbmeros) (proceso quimico y fisico). De
manera que la erosién se puede componer de varias etapas quimicas y fisicas,
incluida la degradacion. Debido a su caracter mas general, el término erosion seré el

mas utilizado en esta seccion.

Existen dos tipos de patrones para describir la erosion de una matriz polimérica:
erosion superficial (heterogénea) y erosion de masa (homogénea) (Figura 1.1.12.). En
el primer caso la erosion del polimero tiene lugar principalmente en las capas méas
externas (sin afectar las capas mas internas; proceso heterogéneo), dado que la
velocidad de degradacion es mucho mayor que la velocidad de penetracion del agua
en el seno de la matriz. Por otra parte, en la erosion de masa, el polimero degrada

lentamente, siendo la penetracion del agua en el sistema un proceso mucho mas
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rapido. De manera que todo el sistema se hidrata rapidamente y la erosion no esta

restringida a la superficie del polimero (proceso homogéneo).

Erosion superficial

r
I
I

Erosion de masa
I I

Fig. 1.1.12. Representacion esquematica de la erosion superficial y de la erosidn de masa (modificado

de Siepmann y Ggpferich, 2001).

Dependiendo de la composicién (tipo de polimero, dosis del farmaco, sustancias
auxiliares) y de la geometria (dimension y forma) de un sistema erosionable, se
considera que numerosos fendmenos de transporte de masa y reacciones quimicas
pueden afectar a la cinética de liberacion del farmaco, entre los que cabe distinguir
(Siepman y Gopferich, 2001):

e penetracion de agua en el sistema;

e disolucion del farmaco;

e degradacion del polimero;

e aumento de la porosidad de la matriz;

e difusion del farmaco y/o de los productos de degradacion del polimero en el
seno de la matriz o en el interior de los poros;

e cristalizacion del farmaco y/o de los productos de degradacion del polimero

en el seno de la matriz;
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e variaciones del pH en los poros de la matriz, debido a los productos de
degradacion;

e posibles efectos autoacataliticos durante la degradacion;

o efectos osmoticos;

e hinchamiento del polimero;

e procesos convectivos y de adsorcion/desorcion.

Todos estos fendmenos hacen que el tratamiento de modelos matematicos para el
ajuste de datos de liberacion desde sistemas erosionables sea un proceso complejo y
no se haya desarrollado tanto como en el caso de los sistemas hinchables. Sin
embargo, los modelos propuestos incluyen tanto ecuaciones empiricas (véase
1.1.3.2.2.), como modelos mecanicistas que consideran fendmenos fisicoquimicos,
como el transporte de masa o reacciones quimicas (Siepman y Gopferich, 2001;
Arifin et al., 2006). Los modelos mecanicistas se pueden agrupar a su vez en dos
categorias principales: modelos controlados por la difusién y reaccién, desarrollados
principalmente para sistemas con erosion de masa (excepto los modelos de Larobina
et al.,, 2002 y Zhang et al., 2003), y modelos computerizados, disefiados para
sistemas de erosion superficial (“cellular-automata model”), suponiendo que la
erosion sea un suceso aleatorio (Zygourakis, 1990; Gopferich y Langer, 1993;
Zygourakis y Markenscoff, 1996; Siepman et al., 2002b).

1.1.3.1.8.1. Modelos Basados en la Difusion y Reaccion

El modelo de Heller y Baker ha sido propuesto para sistemas poliméricos insolubles
que por hidrélisis de sus cadenas liberan moléculas mas pequefias y solubles (ej.:
acido poli(lactico), PLA; acido poli(lactico-co-glicolico), PLGA). El desarrollo
matematico parte del modelo de Higuchi y asume que la degradacion de las cadenas
poliméricas obedece a una cinética de orden uno (Heller y Baker, 1980). De manera
que la ecuacion que cuantifica la liberacion de farmacos homogéneamente dispersos

en peliculas poliméricas erosionables, se puede expresar como:
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dQ _ A [2R,exp(Kt)C, (1.58)
dt 2 t

donde Q; es la cantidad total de farmaco liberada en un tiempo t, A el area superficial
a ambos lados de la pelicula polimérica, Py la permeabilidad inicial del farmaco, K la
constante de velocidad de degradacién de orden I y Co la concentracion inicial del
farmaco en la matriz (asumiendo Cy>>Cs, siendo Cs la solubilidad del farmaco en la

matriz).

A diferencia de la hipdtesis original de Higuchi, Heller y Baker consideran que en
sistemas poliméricos biodegradables la permeabilidad del farmaco en la matriz no es
constante, sino que aumenta en el tiempo. En consecuencia, plantean la siguiente

relacion entre la permeabilidad del farmaco a tiempo t (P) y su permeabilidad inicial
(Po):

0

t

b (1.59)

N
N-Z

donde N es el nimero inicial de uniones entre las cadenas y Z el nimero de uniones

rotas en un intervalo de tiempo determinado.

La ecuacion (1.58) se basa en procesos de difusion y de erosion; en cambio el modelo
de Higuchi describe la cinética de liberacion desde sistemas puramente controlados
por la difusion. Por tanto, mientras que de acuerdo con el modelo de Higuchi la
velocidad de liberacion del farmaco disminuye en el tiempo (por el aumento del
camino difusional), en el modelo de Heller y Baker, transcurrido un cierto tiempo la
velocidad aumenta por al aumento de la permeabilidad del polimero producido por la

erosion (Figura 1.1.13.).
Posteriormente, Thombre y Himmelstein desarrollaron un modelo para matrices de

poly(ortoesteres) con geometria laminar y en perfectas condiciones *“sink”,

asumiendo que durante la erosion el coeficiente de difusion de los componentes del
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sistema dependia de la concentracion, segun una ley exponencial (Thombre y
Himmelstein, 1985).

15 T . r

10 .

Frosion + Diflkidn

FARMACO LIBERADO

NificiAn

0 1 1 ] I
0 1 2 3 4 5

TIEMPO

Fig. 1.1.13. Comparacion entre el modelo de Haller y Baker (curva erosion + difusion) y el modelo de

Higuchi (curva difusion) (modificado de Siepmann y Ggpferich, 2001).

En la misma linea, Charlier y colaboradores propusieron un modelo matematico
basado simultaneamente en la degradacién y en la difusion, asumiendo como base el
modelo de Higuchi y que la degradacion del polimero siga una cinética de orden uno
(Charlier et al., 2000). Ademas asumian que el coeficiente de difusién del farmaco

(D) aumentaba en el tiempo de forma exponencial:
D = D, exp(kt) (1.60)

donde Dy es el coeficiente de difusion del farmaco a tiempo cero (antes de la

degradacion) y k la constante de velocidad de degradacion.

De acuerdo con estas hipotesis, la ecuacion que expresa la cantidad acumulativa de
farmaco liberado (Q) en el tiempo es la siguiente:
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donde S es el area superficial de la lamina polimérica expuesta al medio de
disolucién; y Co y Cs la concentracion inicial y la solubilidad del farmaco en el

sistema, respectivamente (Co>>Cs).

Mas recientemente, se han desarrollado varios modelos basados en la difusion,
teniendo en cuenta el aumento de la porosidad del sistema producido por la erosion
del polimero (Batycky et al., 1997), la dependencia del coeficiente de difusion con la
masa del polimero (Siepman et al., 2004; He et al., 2005; Raman et al., 2005) o
posibles efectos autocataliticos (Siepman et al., 2005).

1.1.3.2. MODELOS EMPIRICOS O NO MECANICISTAS
1.1.3.2.1. Modelo de Weibull
En 1951, Waloddi Weibull dedujo una ecuacion general para el estudio estadistico de

“poblaciones” de datos de distinto origen (Weibull, 1951). Plante6 que cualquier

funcion de distribucion estadistica puede escribirse de la siguiente forma:
F(x)=1-e7% .. (1.62)
Limitando la funcion ¢(x) para que sea positiva y creciente a partir de un cierto valor

(que no tiene por qué ser igual a cero), la solucion mas sencilla que satisface estas

condiciones es:

(x=x,)"

0

(1.63)

y por tanto, propuso la siguiente ecuacion para el ajuste de datos crecientes:
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Ecuacion cuyo segundo miembro es un serie creciente, de manera que x es el valor
individual, xo el primer valor de la serie, x,, el valor para el que la funcion se anula 'y
m es un exponente que informa de la curvatura de la funcion (que siendo positiva es

siempre convexa).

La ecuacién de distribucion propuesta por Weibull es usada ampliamente en
numerosos campos (fatiga de materiales, distribuciones de pesos, alturas, etc.). Su
empleo en el ajuste de datos de liberacion fue propuesto por Langenbucher con la
siguiente ecuacion, que suele denominarse ecuacion de Weibull (Langenbucher,
1972):

m :1—exp{— @} (1.65)

donde m es la fraccion acumulada de farmaco disuelto a tiempo t, a es un pardmetro
de “escala”, que define la escala de tiempo del proceso, T; representa el tiempo de
latencia, y b es el “parametro de forma” (b=1, exponencial; b>1, sigmoidal; b<1,

exponencial con brusco aumento inicial “burst effect”).

El mismo Langenbucher, en un trabajo posterior reconocia que Weibull
“redescubri6” una ecuacion que afios antes habia sido planteada de forma muy
parecida, por lo que la denomina “Distribucién de RRSBW” en homenaje a sus
diferentes “padres”: Rosin, Rammler, Sperling, Bennett y Weibull (Langenbucher,
1976).

Como quiera que la denominemos, la ecuacion (1.65) se puede hacer lineal

facilmente:

log[-In(l-m)]=blog(t-T,) - loga (1.66)

54



M2 Teresa Viseras Iborra

donde b se obtiene de la pendiente de la recta y a de la ordenada en el origen (1/a)
cuando t =1.

Langenbucher propuso sustituir el factor de escala “a” por el “tiempo de disolucion”
(Tq), que viene dado por a = (Tg)". En la préactica, como demuestré en su trabajo, Tq
es el tiempo necesario para que m = 0.632, esto es, para que la liberacién alcance el
63.2 % del total, lo que lo hace comparable al parametro Tsp, usado ampliamente en
la comparacion de perfiles de disolucion. La linearizacion requiere que m., = 1. Si no

es asi, es necesario recalcular los valores de m, suponiendo que el mayor es igual a 1.

Sustituyendo el valor de “a” en la ecuacion (1.65), de acuerdo con el trabajo de 1976,

obtenemos:

g—; = 1—exp{—[t;d-r' j } (1.67)

donde si T; = 0 (no hay tiempo de latencia), tenemos:

g—il—exp{—(%l } (1.68)

donde los dos casos limites (b = 1 y b = 0) conducen a una ecuacion de primer orden
(siendo este caso especial el unico en el que la ecuacion informa del mecanismo de
liberacion) o a una linea recta, respectivamente. Precisamente, cuando b = 0, la

ecuacion (1.68) queda:

Q 1 eto0632 (1.69)
Q

o0

valor coincidente con el caso de que T4 =t, dado que:
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% _1-e™ = 0.632 (1.70)

En presencia de un tiempo de latencia, Tq4 se calcula a partir del tiempo de latencia.

Este modelo ha sido y sigue siendo usado con frecuencia para el ajuste de datos de
liberacion (Lin'y Cham, 1996; Antal et al., 1997; Bonferoni et al., 1998; Costa, 2001;
Costa y Sousa Lobo, 2001b,c; Adams et al., 2002; Costa et al., 2003; Sathe y Venitz,
2003; Koester et al., 2004; Varma et al., 2005). No obstante, el modelo no se deduce
desde ningun fundamento cinético, por lo que presenta algunas deficiencias que han
sido objeto de criticas (Pedersen y Myrick, 1978; Christensen et al. 1980; Costa y
Sousa Lobo, 2001a), tales como:

e no hay ningun fundamento cinético y podria solo describir, pero no
caracterizar adecuadamente, las propiedades de disolucion del farmaco;

e no presenta ningun parametro relacionado con la velocidad de disolucion
intrinseca;

e su empleo no es adecuado cuando se pretende establecer correlaciones in

vivo/in vitro.

Si es posible obtener informacion, al menos cualitativa, del mecanismo de disolucién
preferente, en funcion del valor que presente el parametro de forma (b). Asi, valores
de b > 1 aparecen cuando la disgregacion del sistema influye en la liberacion del
farmaco, mientras que b<1 se corresponden con sistemas que no disgregan o en los
que la disgregacion es muy rapida (Langenbucher, 1976). En este sentido, se ha
intentado mejorar el modelo (Schreiner et al., 2005), asi como validar su empleo
(Elkoshi, 1997; Macheras y Dokoumetzides, 2000; Lansky y Weiss, 2003).

Resulta particularmente interesante un trabajo en el que se demuestra que la ecuacion
de Weibull puede derivarse a partir de la ecuacion de Noyes-Whitney (Macheras y
Dokoumetzidis, 2000). En concreto, multiplicando ambos términos de la ecuacién
(1.1) por V, y dado que VdC =dQ, VCs = Q.,, y VC = Q, obtenemos:
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dQ B
E—k(Qw Q (.71

Por otra parte, la constante k depende del tiempo, pudiendo sustituirse por
(Kopelman, 1988):

k=kt™" (1.72)

donde k* es una constante independiente del tiempo, con unidades t**, siendo h un

numero puro (adimensional). Obteniendo:

dQ | win(m
5 -kt Q.-Q) (1.73)

Integrando, obtenemos:

Q e - K
o =1 exp( 1—ht j (1.74)

o0

Ecuacion que es idéntica a la (1.65) cuando T; = 0, sin mas que sustituir:

k‘k
1 y

® |

Lo que viene a validar la ecuacion de Weibull como modelo no s6lo empirico, sino

con una base mecanicista.

Por otra parte, empleando simulaciones de Monte-Carlo, se ha demostrado que la
ecuacion de Weibull describe de forma apropiada la liberacién cuando el mecanismo
es la difusién Fickiana (Kosmidis et al., 2003b,c). A partir de estos trabajos, el grupo
de las Universidades de Atenas y Tesalonica, llevaron a cabo un estudio de

liberacion desde formas farmacéuticas diversas (9 elaboradas por ellos, 3 comerciales
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y 22 tomadas de la literatura), ajustando sus perfiles con las ecuaciones de Weibull
(1.65) y Peppas (1.38), y buscando correlaciones entre el parametro “b” de la
ecuacion (1.65) y “n” de la ecuacion (1.38) (Papadopoulou et al., 2006). Sus
resultados demuestran la existencia de una correlacion lineal entre los dos parametros
(Figura 1.1.14.), que les permitia concluir la existencia de una conexion fisica entre

los dos parametros y el mecanismo de liberacion.

16l y = 1.4076x + 0.1098
F = 0.8936
1.2
0
0.84
0.4
0 .
Q 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
n

Fig. 1.1.14. Regresion lineal entre los valores de “n” y “b”, al aplicar las ecuaciones (1.38) (hasta el
60%) y (1.65) a datos de liberacion desde distintas formas farmacéuticas (tomada de Papadopoulou et
al., 2006).

Por ejemplo, valores de n = 0.45, correspondientes a la liberacién controlada por
difusion desde cilindros (Ritger y Peppas, 1987a,b), se corresponden con valores de b
= 0.74, correspondientes a difusion fickiana de acuerdo con las simulaciones hechas
por los autores en trabajos previos (Kosmidis et al., 2003b). Asimismo, valores de n
> 0.5, correspondientes a combinaciones de difusion y “Caso 11" (transporte anomalo
non-Fickiano) (Ritger y Peppas, 1987a,b), corresponden con valores de b > 0.8,
superiores a los obtenidos al simular difusién fickiana con Monte Carlo (Kosmidis et
al., 2003b,c). Por ultimo, cuando b = 1, se cumple el modelo de primer orden, y si b
> 1, se trataria de un mecanismo de liberacion complejo. Estos mismos autores
abordan el estudio, mediante simulaciones de Monte-Carlo, del empleo de la
ecuacion (1.65) para el ajuste de cinéticas de liberacién de farmacos desde matrices
con frentes de difusion en movimiento y coeficientes de difusion que varian en cada
frente (Kosmidis y Macheras, 2008). Concluyen que respecto del caso en el que las

matrices estén formadas por una mezcla homogeénea, los valores de a y b de la
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ecuacion (1.65) pueden cambiar (aumentando o disminuyendo), pero en esencia sigue

siendo capaz de ajustar los perfiles de liberacion de forma satisfactoria.

1.1.3.2.2. Modelos de Hopfenberg y de Cooney

El modelo de Hopfenberg se aplica a la liberacion de farmacos desde sistemas
erosionables de distintas geometrias (peliculas, esferas, cilindros) (Hopfenberg,
1976; Katzhendler et al., 1997). Asume que la liberacién es un proceso de orden
cero, resultado de la combinacion de la disolucion y erosion en la superficie del
polimero. Por tanto, la correspondiente ecuacion empirica se aplica esencialmente
para el ajuste desde matrices erosionables en la superficie, suponiendo que la

velocidad de liberacion sea proporcional al area superficial del sistema, de acuerdo a:

Q L[kt
~1 {1 aOCJ (1.75)

donde Q; es la cantidad de farmaco liberada a un tiempo t, Q.. la cantidad de farmaco
liberada cuando la forma farmacéutica se ha agotado, ko la constante de velocidad de
erosion, Cy la concentracion inicial del farmaco en la matriz, a; es el radio inicial
(esfera o cilindro) o la mitad del espesor (lamina) del sistema y n es un factor de

forma que toma valor 1, 2 o 3 para laminas, cilindros o esferas, respectivamente.

Este modelo ha sido posteriormente modificado para incorporar el tiempo de latencia

(D) en los primeros minutos de la liberacion (EI-Arini y Leuenberger, 1998):

Q n
L =1-|1-kt(t-I 1.76
0 [ t(t )] (1.76)

0

donde klzko/Coao.

Una descripcion mas detallada de la liberacion de farmacos desde sistemas

erosionables con geometria esférica y cilindrica fue llevada a cabo por Cooney
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(Cooney, 1972). Asumiendo que la velocidad de disolucion del farmaco sea
proporcional al area superficial de la matriz polimérica, Cooney describio la
“disolucion” de un sélido homogéneo (no poroso) como el resultado de dos procesos
consecutivos: (a) la separacion de atomos (moléculas o iones) desde la superficie del
solido y (b) su difusion en el medio de disolucién a través de una capa estacionaria
de disolvente. De acuerdo con este modelo, para un cilindro de longitud inicial Lo y
diametro inicial Do, la disolucion relativa (f) (o relacion entre la velocidad de
disolucion instantanea del farmaco y su velocidad de disolucién inicial) en funcion

del tiempo, siendo K una constante, viene dada por:

(D, - 2Kt Y +2(D, - 2Kt )L, — 2Kt)
D, +2D,L,

f= (1.77)

1.1.3.3. NUEVOS MODELOS

Las limitaciones de los modelos existentes, puestas de manifiesto en los apartados
anteriores, han conducido al esfuerzo de distintos investigadores por desarrollar
nuevos modelos, que con frecuencia han tenido poco o ningin impacto en la
comunidad cientifica, cayendo en el olvido por unas u otras razones. Sin embargo,
parece conveniente recoger aqui algunos modelos que han visto la luz en los dltimos

afios, y que bien podrian tener un empleo generalizado en el futuro.

1.1.3.3.1. Modelo de Jargensen y Christensen

Estos autores propusieron un modelo empirico para el ajuste de datos de liberacién al
gue denominaron “modelo de orden”, en referencia a que planteaban el uso del orden
cinético de reaccion como pardmetro de forma para el ajuste de las curvas (Jergensen
y Christensen, 1996). Dado que la disolucion se corresponde con cambios
composicionales de las fases que constituyen el sistema, por cambio de
compartimiento de sus componentes, es posible plantear un orden cinético que

vendra dado por:
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YO _ vy
o =ka-Y@) (178)

donde Y(t) es la fraccion de farmaco disuelto a tiempo t, n es el orden cinético, y k la

constante de velocidad.
Resolviendo la ecuacuion (1.78) para valores distintos de cero, e incluyendo un

tiempo de latencia (tp), los autores deducian la siguiente expresion a la que

denominaban “Order Model”:

Y(t)=1-(1-(1-n)k(t —to))%l’“) (1.79)
La ecuacion (1.79) es valida siempre que se cumplan las siguientes limitaciones:
e n=l1 (sin=1, es valida la ecuacion de primer orden);
o >ty (Y(t) debe siempre partir de cero);

o t<(1-n) kMo (sin < 1).

Sustituyendo Y(t) por su correspondencia en cantidades, la ecuacion (1.79) se puede

expresar Como:

m(t) =m_(1-(1-A-n)k(t —to))%l’“) (1.80)
donde m(t) es la cantidad liberada a tiempo t, y m., es la dosis.
El uso de esta ecuacion implica el célculo de cuatro pardmetros: n, k, t, y m.. El
valor de n representa la correlacién entre la velocidad de liberacion (dY (t)/dt) y la
fraccion de farmaco no liberada (1-Y(t)), informa del mecanismo de liberacion, y se

corresponde con un parametro de forma adimensional, cuyo célculo preciso requiere

un cierto valor de tiempo. La constante k es la velocidad de disolucién intrinseca,
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tiene como dimensiones t*, y se corresponde con un factor de escala cuyo valor

viene dado por la pendiente de los datos iniciales de disolucion (10% maximo).

La ecuacion (1.80) puede informar del mecanismo de liberacién, ain cuando se trata
de una expresién empirica. Asi, cuando n = 0, el mecanismo es de orden cero,
caracterizado por una constante de velocidad k. Cuando n =1, el orden es uno.
Cuando n = 2, la cinética es de segundo orden. Cuando n = 2/3, la cinética se
corresponde con el modelo de Hixson-Crowell. Cuando n = 0.5, la cinética es de

sistemas cilindricos erosionables (tipo Hopfenberg).

1.1.3.3.2. Modelo de Van Vooren y colaboradores

Este modelo fue planteado asumiendo las siguientes premisas (Van Vooren et al.,
2001):

e que la curva de disolucién alcance una meseta;
e que en su parte inicial la liberacion sea lineal;
e que sea posible tomar al menos tres puntos en la zona lineal y dos en la

meseta.

Los autores propusieron la siguiente ecuacién general:

Yi =B+ Bt + Bl + ¢ (1.81)

donde Y:; es el porcentaje de farmaco disuelto en tiempo t;, I; es un parametro que
toma valor 1 en la zona lineal y 0 en la meseta, Bo. 1. 2 Son los pardmetros de regresion
lineal calculados por minimos cuadrados y &; es el error residual en el modelo de
regresion para tiempo t;. Sustituyendo el valor de I; por sus valores, obtenemos las

ecuaciones para la zona lineal y la meseta:

Yi =G+ Bt + 5, + & (1.82)
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Y, =p,+¢  (1.83)

A la vista de las ecuaciones anteriores, podemos observar, de acuerdo con la
ecuacion (1.83) que Bo es el méaximo porcentaje de farmaco liberado (en la meseta), y
de acuerdo con la ecuacion (1.82) que Bo+p2 es el punto de corte de la recta inicial

con el eje de ordenadas, cuya pendiente es ;.

1.1.3.3.3. Modelo de Frenning y Stremme (Disolucién-Difusion-Inmovilizacion)

Estos autores consideran que los modelos usados para el ajuste de datos de liberacion
carecen de capacidad predictiva cuando la absorcion del farmaco liberado esta
limitada por su permeabilidad de membrana o cuando el medio de liberacion
contiene poco liquido y el farmaco es poco soluble (esto es, cuando no se cumplan
las condiciones sumidero, asumidas casi de forma generalizada). Proponen un
modelo para el ajuste de datos de liberacion desde comprimidos matriciales, que
combina disolucion, difusion e inmovilizacion (por adsorcion en los componentes del
comprimido) del farmaco sujeto a liberacion (Frenning y Stremme, 2003). Asumen
que la absorcion de agua, hinchamiento y disgregacion de la matriz es mucho mas
rapida que la disolucion del farmaco y fases sucesivas. Ademas, suponen que el
farmaco en la matriz aparece como cristales de tamafio y forma idéntica, y que al
disgregarse la matriz genera un cierto numero de fragmentos esféricos. La agitacion
del medio debe ser suficiente para que la concentracion de farmaco sea
independiente de las coordenadas espaciales. Con esas condiciones desarrollan su
modelo describiendo la disolucion a partir de la ecuacién de Noyes y Whitney, la
inmovilizacion con isotermas de Langmuir y Freundlich, e incluyen estos dos
procesos (y las correspondientes ecuaciones matematicas) en una ecuacion de

difusion.

1.1.3.3.4. Modelo de Borgquist y colaboradores

Este modelo simula la liberacion de farmaco y polimero desde matrices cilindricas de
caras planas. A diferencia del enfoque tedrico que hacian Siepmann et al. (Siepmann
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et al. 1999a,b, 2000), los autores calculan el desplazamiento de los frentes de
disoluciéon del farmaco y del polimero a partir del incremento de volumen que
experimenta la matriz al hincharse y simultaneamente erosionar (Figura 1.1.15.)
(Borgquist et al., 2006).

Fig. 1.1.15. “Discretizacién” de volumenes (ejemplo para 9 volimenes finitos, 3X3). La dimension
axial (i) ha sido “discretizada” en P cortes y cada corte ha sido “discretizado” en Q; aros anulares
(tomado de Borgquist et al., 2006).

Mediante célculos geométricos el modelo genera una serie ecuaciones diferenciales
que los autores resuelven numéricamente, de manera que la precision del modelo

depende del nimero de volimenes de matriz en expansion que se consideren.

1.1.3.3.5. Modelos basados en el Método de Elementos Finitos

El método de los elementos finitos (MEF en castellano o FEM en inglés) es un
método numérico general usado para conseguir soluciones aproximadas de
ecuaciones diferenciales parciales, cuyas soluciones analiticas son dificiles de
obtener, siendo una herramienta muy usada en diversos campos de Ingenieria y
Fisica (Hughes, 2000; Zienkiewicz y Taylor, 2000).

En los ultimos afios, distintos autores han usado esta metodologia para el ajuste de
datos de liberacion, asumiendo restricciones de geometria o aproximaciones
asociadas a la existencia de un estado pseudo-estacionario (Zhou y Wu, 1997; Wu y
Zhou, 1998, 1999; Siepmann et al., 1999a,b, 2002a; Siepmann y Peppas, 2000; Radu
et al., 2002; Zhou et al., 2005; Cabrera et al., 2006). La aplicacion de este método
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requiere estar familiarizado con ecuaciones matematicas complejas, y sus resultados

son siempre aproximaciones, por lo que su empleo es muy limitado.

1.1.3.3.6. Modelos basados en Programacion Geneética

La programacion genética es una técnica para generar ecuaciones en base a datos
experimentales basada en la teoria de Darwin (Koza 1994, 1997, 1998), de manera
que la forma de la ecuacién y los pardmetros aparecen como resultado de un
mecanismo de evolucion. EI método de programacion genética crea una primera
generacion de ecuaciones para un determinado problema (o poblacion de datos
experimentales), a la que siguen otras generaciones de ecuaciones obtenidas por
mutaciones y cruce de las primeras, evaluando la capacidad de ajuste de los datos de
cada nueva ecuacién hasta alcanzar una ecuacion ideal para el problema objeto de
estudio. Recientemente, se ha usado esta técnica para ajustar los perfiles de
liberacion de dos formas de liberacion controlada (matrices y micro-esferas),
obteniendo ecuaciones capaces de predecir de forma satisfactoria el comportamiento
de liberacion (Do et al., 2008).

1.1.3.3.7. Modelo limitado por la Reaccion en la Interfase Solido-Liquido

Recientemente, se ha propuesto un nuevo tipo de modelos para el ajuste de datos de
liberacion (Dokoumetzidis y Macheras, 1997; Lansky y Weiss, 1999; Dokoumetzidis
et al., 2008). Dado que la disolucidn es un proceso heterogéneo que tiene lugar en la
interfase solido-liquido, con dos etapas consecutivas (el transporte interfacial y la
transferencia del soluto hacia el medio de disolucién), la mayoria de los modelos de
disolucién asumen que la segunda etapa es la limitante y que la concentracion de
soluto en la superficie de sélido es constante (concentracion a saturacion). En cambio
este tipo de modelos parten de la hipdtesis de que la disolucion esta limitada por la
reaccion solido-soluto en la interfase solido/medio de disolucién, de acuerdo con
distintos estudios previos (Touitoi y Donbrow, 1981; Kimura et al., 1994; Lin et al.,
1995; Sunagawa et al., 1995; Dejmek y Ward, 1998; Ji et al., 2001).
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La velocidad de disolucion vendra dada, por tanto, por la velocidad de la reaccion
quimica solido no disuelto <> soluto, con las correspondientes constantes cinéticas,

obteniendo la siguiente ecuacion:

dc D ¢
—=k|—-C| -k _.C 1.84
R T
donde C es la concentracion de farmaco disuelto, D es la dosis, V es el volumen del
medio de disolucion, k; y k; son las constantes cinéticas de la reaccion en ambos

sentidos, respectivamente, y a s un exponente que determina el orden de reaccion.

La ecuacion (1.84) no tiene solucion analitica exacta y bien debe resolverse
numéricamente o requiere ser simplificada, por ejemplo, suponiendo que a=1, o bien
que k; >> k_; (Dokoumetzidis et al., 2008).

1.1.4. COMPARACION ENTRE MODELOS Y SELECCION DEL
IDONEO

Como ha quedado de manifiesto, la liberacion de un farmaco desde una forma
farmacéutica es un fenémeno de transporte de masa en el que estan implicados
numerosos factores, siendo dificil plantear un modelo matematico capaz de generar
ecuaciones sencillas que reproduzcan los perfiles de liberacion y tengan ademas
sentido fisico. En el apartado anterior hemos discutido los modelos més usados. En la
mayoria de los casos, los modelos describen la liberacion del farmaco asumiendo que
viene determinada por un fenémeno simple, bien porque sea el Unico o porque sea

limitante por ser el mas lento y por tanto condicione el resto.

Hasta ahora, los modelos que mejor han descrito la liberacion (y por tanto los mas
usados) son el modelo de Higuchi, el de orden cero, el de Hixson-Crowell, el de
Peppas y el de Weibull.
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La eleccion del mejor modelo para explicar el proceso de disolucion/liberacion del
farmaco se puede realizar siguiendo distintos métodos. Uno de los mas empleados es
el calculo del “coeficiente de determinacién” (R?), para evaluar el “ajuste” de una
ecuacion modelo. Sin embargo, este valor tiende a ser mejor con la adicién de mas
parametros al modelo, sin tener en cuenta el significado de la variable afiadida.
Cuando se pretende comparar modelos con diferente nUmero de parametros, resulta
necesario emplear el coeficiente de determinacion normalizado (Rzajustado), que viene

dado por:

R —1- (07D poy (1.85)

justad
ajustado (n_p)

donde n es el nimero de datos de disoluciéon y p es el nimero de parametros del
modelo. Mientras el valor de R? siempre aumenta, o al menos se mantiene constante,
cuando se afladen nuevos parametros al modelo, el valor de Rzajugtado puede, de hecho,

disminuir, indicando si el nuevo pardmetro realmente mejora el modelo.

Un segundo método que se emplea con frecuencia para comparar el ajuste de

distintos modelos es el criterio de informacion de Akaike (AIC), que viene dado por:
AIC =nIn(WSSR) +2p (1.86)

donde n es el numero de datos de disolucién, p el numero de parametros en el

modelo y WSSR es la suma de los cuadrados de los residuos, dado por:

WSSR :Zn:{wi(yi —2)2} (1.87)

i=1
donde w; es un factor de peso opcional y z denota el valor predicho de vy;.

Se trata de una medida de calidad del ajuste basada en la probabilidad méaxima.

Cuando compara varios modelos para una serie de datos, el modelo asociado con el

67



Introduccion

valor méas bajo de AIC es el que mejor ajusta. Este criterio s6lo es apropiado cuando

se comparan modelos usando el mismo esquema de peso.
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1.2. ACIDO 5-AMINO SALICILICO Y TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

1.2.1. DENOMINACION, PERFIL FISICOQUIMICO Y USO DEL
ACIDO 5-AMINO SALICILICO

El acido 5-amino salicilico (5-ASA) se conoce cominmente como Mesalamina o
Mesalazina, denominaciones con las que aparece en la USP (USP 31, 2008) y RFE
(RFE, 2005), respectivamente. Asimismo, sus nombres quimicos, junto con el de
acido 5-amino salicilico son acido 5-amino-2-hydroxybenzoico, acido 5-amino-2-
hidroxybenceno-1-carboxilico, 4&cido m-aminosalicilico y acido 5-amino-2-salicilico
(Dash y Brittain, 1998). Su formula empirica es C;H;NO; y su estructura esta
relacionada con los salicilatos (Figura 1.2.1.), siendo similar al 4cido 4-amino
salicilico, también conocido como acido p-aminosalicilico. El perfil fisicoquimico

del 5-ASA aparece resumido en la Tabla 1.2.1.

HOOC

HO—(\ .j, NH,

Fig. 1.2.1. Estructura quimica del 5-ASA.

El 5-ASA es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal (Bondensen et al., 1987). La categoria de enfermedad
inflamatoria intestinal (EII) idiopatica comprende trastornos caracterizados por una
tendencia a la activacion inmune cronica o recidivante en el interior del tracto
gastrointestinal. La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa representan las dos
formas principales de EII idiopatica. Las dos formas mayores de EIl comparten
numerosas caracteristicas clinicas y epidemiolédgicas, sin embargo son sindromes
diferentes con un tratamiento y un pronostico distinto. La enfermedad de Crohn es

una inflamacion cronica que puede afectar cualquier sitio del tracto gastrointestinal
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entre la boca y el ano, pero con mayor frecuencia compromete el intestino delgado
distal y el intestino grueso proximal. La inflamacion es discontinua a lo largo del eje
longitudinal del intestino pero puede afectar todas las capas de la pared intestinal
(desde la mucosa hasta la serosa). La colitis ulcerosa es un trastorno inflamatorio que
afecta el recto y se extiende en direccion proximal para comprometer el colon en

grado variable.

Tabla 1.2.1. Propiedades fisicoquimicas del 5-ASA.

Propiedad Valor
Peso molecular 153.14 g mol™
Punto de fusion 280 °C, con descomposicion
3.0 (-COOH)
Constantes de disociacion (pK, 25°C) 6.0 (-NH;")
13.9 (-OH)
Solubilidad en agua a 25 °C 0.844 mg/mL
Solubilidad en agua a 37 °C 1.41 mg/mL
Aspecto Polvo blanco, gris claro o rosa claro
Pérdida por desecacion (105 °C, 3 horas) no mas del 0.5 % M/M
Residuo por combustion no mas del 0.2 % M/M

Siendo el 5-ASA el farmaco modelo usado en esta tesis, parece oportuno discutir con
cierto detalle su objetivo terapéutico. No obstante, para no alargar demasiado esta
introduccion, se ha decidido desarrollar en este apartado tan sélo los aspectos
relativos al tratamiento de la enfermedad, describiendo en un anexo (véase Anexo I)
sus antecedentes, epidemiologia, etiologia, patogenia, manifestaciones clinicas y

diagnostico.

1.2.2. TRATAMIENTO DE LA EII

Los objetivos principales del tratamiento de esta enfermedad son inducir y mantener

la remision. Para cumplir estos objetivos es necesario aliviar los sintomas y mejorar
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la calidad de vida del paciente. Por lo tanto, es esencial tener presente los efectos
adversos del tratamiento, sobre todo en lo que concierne a las consecuencias
persistentes del tratamiento a corto plazo y los efectos adversos de la terapéutica de
mantenimiento. Una nutricion adecuada a veces puede presentar un problema, siendo

un objetivo importante en todos los casos.

1.2.2.1. TRATAMIENTO QUIRURGICO

La cirugia desempefia un papel integral en el tratamiento de la enfermedad de Crohn,
tanto para el control de los sintomas como para el tratamiento de las complicaciones.
Los procedimientos quirtirgicos pueden clasificarse en resecciones externas o con
cirugia de “bypass” interna y una diversidad de abordajes quirurgicos para la
reparacion o la reseccion de una fistula (Strong y Fazio, 2000). Las indicaciones para
la intervencidn quirurgica comprenden diversas complicaciones, como abcesos intra-
abdominales, fistulas refractarias al tratamiento médico, estrecheces fibréticas con
sintomas de obstruccion intestinal, megacolon toxico (dilatacion aguda del colon),
hemorragia y cancer (Hurst et al., 1997). En el caso del cancer colorrectal en la
enfermedad de Crohn, las caracteristicas y el pronostico son similares a los asociados
con la colitis ulcerosa (Ribeiro et al., 1996). Por estos motivos se recomendo el
seguimiento con colonoscopia de vigilancia destinada a la deteccion temprana del
tumor (Friedman et al., 2001). Por otra parte, en el caso de la colitis ulcerosa, las
indicaciones para la colectomia son: ataques de colitis ulcerosa severos que no
responden al tratamiento farmacologico, complicaciones de un ataque severo (por ej:
perforacion, dilatacion aguda), enfermedad continua crénica con disminucion de la

calidad de vida, displasia o carcinoma.

1.2.2.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

1.2.2.2.1. Aminosalicilatos

Como deciamos al comienzo de este apartado, el 5-ASA y sus derivados constituyen

el tratamiento principal en pacientes con colitis ulcerosa leve a moderada y
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enfermedad de Crohn leve. El 5-ASA es también eficaz en el mantenimiento del

periodo de remision en pacientes con colitis ulcerosa.

Aun cuando el mecanismo de accidon permanece en buena parte por determinar, los
mecanismos de accion atribuidos al 5-ASA comprenden la inhibiciéon de la
proliferaciéon de células T, la presentacion de antigenos a las células T y la
produccion de anticuerpos por las células B; la inhibicion de la adherencia de
macrofagos y neutréfilos y la inhibicion de la produccion de IL-1 y TNF. Los
aminosalicilatos son muy eficaces para eliminar los radicales libres e inhiben la
ciclooxigenasa y la produccion de prostaglandina E, (MacDermott, 2000). Muchos
de estos efectos serian mediados por la regulacion en menos de la actividad de NF-

kB (Bantel et al., 2000).

El 5-ASA se administra tanto por via oral como rectal, aunque, en general, la via oral

es la preferente (Tabla 1.2.1L.).

Tabla 1.2.11. Formas farmacéuticas orales comercializadas de 5-ASA

Nombre comercial Forma farmacéutica Dosis Posologia
Asacol® Comprimidos recubiertos 400 mg 0.8-2.4 g/d
Salofac® Comprimidos recubiertos 250 mg 1.0-4.0 g/d
Claversal® Comprimidos recubiertos 500 mg 1.0-2.0 g/d
Pentasa” Microgranulos recubiertos 500 mg hasta 4 g/d

Las formas farmacéuticas de administracion oral del 5-ASA deben liberar el farmaco
en la region terminal del ileon y colon, donde éste ejercerd una accion local. Sin
embargo, entre un 20 y un 50% se pierde en la absorcion a niveles superiores del
tracto gastrointestinal. La porcion absorbida de farmaco es casi completamente
acetilada en la pared intestinal y en el higado. El metabolito acetilado es excretado

principalmente en orina por secrecion tubular junto con trazas del compuesto sin
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acetilar. El tiempo de vida media del farmaco es aproximadamente 1 hora y de un 40
a un 50% se une a proteinas plasmaticas. El metabolito acetilado presenta una vida
media de hasta 10 horas, uniéndose a proteinas plasmaticas aproximadamente un
80% (Lauritsen et al., 1990). De tal manera que el 5-ASA administrado por via oral
se absorbe con rapidez en el yeyuno y no llega al colon. Por tanto, se emplean
moléculas transportadoras (profarmacos) capaces de proporcionar 5-ASA al colon
por via oral. Asi, la sulfasalazina, primer profarmaco utilizado en la EII, se introdujo
para el tratamiento de la artritis reumatoide, pero en pacientes con colitis ulcerosa
tratados por una artropatia asociada se observd que aliviaba los sintomas de la colitis.
Esta molécula presenta una fraccion de 5-ASA unido a la sulfapiridina por una unién

azo (Figura 1.2.2.).

Fig. 1.2.2. Estructura quimica de la sulfasalazina.

En el momento en que la sulfasalazina administrada por via oral llega al colon, las
azorreductasas bacterianas escinden la unioén azo y liberan los dos componentes del
farmaco. La sulfapiridina se absorbe con rapidez para luego metabolizarse en el
higado y excretarse en orina. Sin embargo, la fraccion aminosalicilato se excreta en
mayor medida en las heces (alrededor de un 70%). Cerca del 25% de este compuesto
se absorbe en el colon y la mayor parte de esta fraccion aparece en la circulacion
sanguinea en la forma de N-acetil-5-ASA. Las acetiltransferasas bacterianas
luminales son responsables de cierto grado de acetilaciéon del compuesto, pero la
mayor parte del 5-ASA se acetila en el citosol de las células epiteliales colonicas
(Ireland et al., 1986). En pacientes con una enfermedad activa, en el caso de la colitis
ulcerosa, la sulfasalazina es menos eficaz que los glucocorticoides; su utilidad
principal es mantener la remision una vez que remite la inflamacion activa. Este
efecto fue demostrado por Misiewicz y col. (Misiewicz et al., 1965). El efecto
supresor de la sulfasalazina sobre la colitis ulcerosa se mantiene durante varios afios

(Misiewicz et al., 1965) pero la incidencia de efectos adversos es elevada
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(Dissanayake y Truelove, 1973). Estos efectos adversos pueden dividirse en
reacciones dependientes de la dosis como: las nauseas, vomitos, anorexia, mal
absorcion de folato, cefalea o alopecia. O bien como reacciones no relacionadas con
la dosis entre las que destacan las erupciones cutdneas por hipersensibilidad o la
esterilidad masculina (que se revierte después de interrumpir el tratamiento con
sulfasalazina). Actualmente se sabe que estos efectos adversos son debidos a la
fraccion sulfapiridina de las moléculas de sulfasalazina. Por lo tanto el
descubrimiento de Azad Khan y colaboradores (Azad Khan et al., 1980) de que el
efecto beneficioso de la sulfasalazina se debia a la fraccion aminosalicilato permitio
el desarrollo de nuevas moléculas transportadoras de 5-ASA. Por ejemplo, cabe
destacar el empleo de la olsalazina (Courtney et al., 1992), sal sddica del dimero
formado por dos moléculas de 5-ASA unidas a través de los grupos amino (enlace
N=N). Se emplea como sustituto del farmaco, en base a su baja absorcién en el
estdbmago. La rotura del enlace azo a nivel del intestino promovida por las bacterias

presentes en la zona, deja libres para su absorcion las moléculas del fArmaco.

Por ultimo, puede recurrirse para el tratamiento de la colitis ulcerosa activa y el
mantenimiento de la remision al empleo por via rectal de mesalazina en forma de

enemas, espumas o supositorios (Campieri et al., 1991; Marshall e Irvine, 1995).

1.2.2.2.2. Antibioticos

Los antibidticos desempefian un papel importante en el tratamiento de las
complicaciones piogénicas de la enfermedad de Crohn. Sin embargo, pueden
desempefiar un papel auxiliar en el tratamiento de la enfermedad de Crohn y se
utilizan en caso de perforacion en la colitis ulcerosa. En casos selectos pueden ser
valiosos para el tratamiento de enfermedad perianal, fistulas enterocutaneas o

enfermedad coldnica activa.
Varios estudios centrados en el uso del ciprofloxacino (Prantera et al., 1996;

Colombel et al, 1999), demostraron que la administracion de 1 g/dia de

ciprofloxacino se asociaba con resultados similares a los obtenidos con 4 g/dia de 5-
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ASA en lo que respecta a la induccioén de remision de una enfermedad de Crohn leve
a moderada después de 6 semanas de tratamiento. Las evidencias preliminares
sugieren que la monoterapia con claritromicina también podria ser util para el
tratamiento de la enfermedad de Crohn activa (Leiper et al., 2000), presentando
ademds como ventaja el ser muy eficaz para el tratamiento de una infeccion

micobacteriana atipica.

1.2.2.2.3. Glucocorticoides

Los glucocorticoides desempefian un papel central en el tratamiento de la
enfermedad de Crohn y de la colitis ulcerosa. Su eficacia se atribuy6é a numerosos
efectos antiinflamatorios e inmunosupresores, como la inhibicion de la expresion de
citocinas proinflamatorias, moléculas de adherencia, moléculas MHC clase II,
leucotrienos, elastasa, colagenasa y oxido nitrico sintasa. Los glucocorticoides se
fijan a un receptor citoplasmatico presente en todas las células y luego ingresan en el
nucleo para unirse a elementos de respuesta a glucocorticoides presentes en el DNA
cromosomico, lo que conduce a una diversidad de efectos fisiologicos (Franchimont
et al.,, 1998). Los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides pueden ser
consecuencia de la regulacion en menos de NF-kB y la induccién de kB inhibidor
(Thiele et al., 1999). También es posible que los glucocorticoides ejerzan efectos
celulares directos y reduzcan la actividad fagocitica de los neutrdfilos y en algunas
situaciones, la apoptosis de los linfocitos (Franchimont et al., 1998).
Lamentablemente, los efectos beneficiosos de los glucocorticoides se producen a
expensas de efectos adversos frecuentes y a menudo severos, tales como sintomas
neuropsiquiatricos preocupantes (alteraciones del estado animico e insomnio) y
efectos cosméticos (acné, rasgos cushigoides, caida del cabello e hirsutismo). Los
efectos secundarios metabdlicos son aun mas graves y comprenden supresion
suprarrenal cortical, intolerancia a la glucosa, miopatia y pérdida de la masa dsea.
Los glucocorticoides aumentan también el riesgo de complicaciones infecciosas,
sobre todo con dosis de prednisona mayores de 40mg; las dosis menores de 10 mg no

se asocian con un aumento apreciable del riesgo de infeccion (Stuck et al., 1989).
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Este perfil de riesgo desfavorable contraindica la administracion prolongada de

glucocorticoides.

Con la intencion de limitar los efectos sistémicos indeseables de los glucocorticoides
se desarrollaron corticosteroides nuevos como el dipropionato de beclometasona o la
budesonida. Estos farmacos poseen la misma afinidad o mayor por los receptores
para glucocorticoides que los tradicionales y su mayor grado de metabolismo durante
el primer pasaje hepatico pueden contribuir a una reduccion de la exposicion
sistémica. La budesonida se evalud en forma de liberacion controlada destinada al

tratamiento del ileon terminal y el colon derecho (Greenbeg et al., 1994).

1.2.2.2.4. Agentes Inmunosupresores

Los agentes inmunosupresores utilizados con mayor frecuencia en el tratamiento de
la EIl son la azatioprina y 6-mercaptopurina (6-MP). La azatioprina es un
profarmaco que se convierte por mecanismos no enzimaticos en 6-MP en el higado y
la 6-MP se transforma posteriormente en tioguanina. Este ultimo compuesto altera la
biosintesis de las purinas, inhibiendo de ese modo la proliferacion celular. El
tratamiento con azatioprina y 6-mercaptopurina debe considerarse en pacientes con
enfermedad de Crohn que no respondan a la terapéutica de primera linea o en
quienes es imposible reducir de manera gradual la dosis de glucocorticoides sin que
recurra la enfermedad. También debe considerarse en pacientes que reciben
antibioticos por una fistula y no toleran o no responden a esta modalidad terapéutica.
En el caso de instaurar un tratamiento con estos farmacos es necesario tener presente
el comienzo de accion lenta de estos farmacos. En muchos casos se debe administrar
un régimen inicial de glucocorticoides con reduccion gradual de la dosis para obtener
una respuesta rapida y complementar el tratamiento con azatioprina o 6-MP. Por otra
parte, en el caso de la colitis ulcerosa, la aplicacion principal de estos fArmacos es en
el tratamiento de la enfermedad activa cronica (Kirk y Lennard-Jones, 1982) y en el
mantenimiento de la remision (Jewel y Truelove, 1974). Si se administran a dosis

moderadas (2 a 2,5 mg/Kg en el caso de la azatioprina) los efectos adversos son
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minimos y comprenden nauseas, fiebre, mialgias, diarrea, pancreatitis y disfuncion

hepatica.

Por otra parte, otro agente inmunosupresor que se viene utilizando con frecuencia
creciente para el tratamiento de la colitis ulcerosa severa es la ciclosporina (Lichtiger
y Present, 1990), de hecho, alrededor de un 50 a un 80% de los pacientes con ataque
severos durante el episodio agudo de la enfermedad, que no responden a la
administracion de glucocorticoides por via intravenosa, podrian evitar la colectomia
si se administra una infusion lenta y continua de ciclosporina. Otra indicacion para el
uso de ciclosporina es el tratamiento de una colitis distal o una proctitis resistentes
mediante enema de retencion (Winter et al., 1993). Sin embargo, la concentracion
sanguinea de ciclosporina tras la administracion por via rectal es reducida, lo que
sugiere que la absorcion coldnica es reducida. A diferencia de lo que ocurre en la
colitis ulcerosa, en pacientes con enfermedad de Crohn la ciclosporina no desempefia
un papel terapéutico importante. En una serie de ensayos no controlados y
aleatorizados se llegd a la conclusion de que este farmaco en dosis elevadas era
eficaz para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria y las fistulas, pero a
expensas de una incidencia inaceptable de efectos adversos tales como
hepatotoxicidad, hipertension, temblores, reduccion reversible o irreversible de la
funcion renal. Las dosis mas reducidas presentan menos efectos adversos, pero no

son eficaces para mantener la remision (Feagan et al., 1994).

Por ultimo, el metotrexato puede considerarse como alternativa a la tiopurinas, sobre
todo en enfermos que no toleran bien estos ultimos fairmacos (Mack et al., 1998).
Ademas de su acciéon como agente ahorrador de glucocorticoides, el metotrexato
puede considerarse para el tratamiento de la enfermedad de Crohn activa, aunque en
estos casos los beneficios son menos evidentes (Lemann et al., 1996). Los efectos
adversos que pueden presentarse con el tratamiento con metotrexato son: anorexia,
nauseas y voOmitos, leucopenia, anemia megaloblastica, neuropatia y fibrosis
hepatica, pero sobre todo estd contraindicado en embarazadas al ser muy
teratogénico, sobre todo durante el primer trimestre del embarazo pudiendo provocar

el aborto.
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1.2.2.2.5. Terapia bioldgica

El infliximab es un anticuerpo monoclonal anti-TNF que ha mejorado las opciones
terapéuticas de los enfermos de EII. La eficacia de este farmaco se ha confirmado
para la enfermedad de Crohn en fase activa y en la curacion de las fistulas (Hanauer
et al.,, 2002; Sands et al., 2004). Estudios recientes han demostrado también su
efectividad con la colitis ulcerosa en fase moderada a severa (Rutgeerts et al., 2005).
Mas aun, el tratamiento con infliximab reduce la necesidad de cirugia y
hospitalizacion en pacientes con enfermedad de Crohn (Lichtenstein et al., 2004). El
tratamiento durante 8 semanas con infliximab ha demostrado la capacidad de
mantener la remision y cicatrizar la mucosa intestinal (Rutgeerts et al., 2004;
Hanauer et al., 2004). Los estudios realizados han demostrado que el tratamiento
sistematico es preferible al uso esporadico porque se reduce la formacion de
anticuerpos para infliximab relacionados con una corta duracion de la respuesta
(Baert et al., 2003). También se han realizado estudios para el uso concomitante del
infliximab con los agentes inmunosupresores, en concreto con azatioprina y
metotrexato, con el fin de reducir los anticuerpos para infliximab (Vermeire et al.,
2007). El mecanismo del infliximab esté4 relacionado con su capacidad para fijarse y
eliminar el TNF soluble, pero también se fija al TNF unido a las células. Mediante
este ultimo mecanismo es posible que el infliximab induzca citotoxicidad mediada
por células dependientes de anticuerpos, o por medio de su isotipo IgG1, la fijacién
del complemento y la lisis de las células portadoras de TNF en su superficie (Scallon
et al., 1995). Los efectos derivados de la inhibicion del TNF comprenden la
expresion disminuida de IL-2, interferén-y y otras citocinas proinflamatorias; la
regulacion en menos de moléculas de adherencia, la oxido nitrico sintasa inducible y
las proteinas de fase aguda y la inhibicion de la protedlisis y la resorcion osea (Eigler
et al., 1997). Sin embargo, a pesar de que el infliximab es muy eficaz, no todos los
enfermos responden a este farmaco, de tal manera que el factor clave para un uso
inocuo eficaz y apropiado del infliximab es la seleccion adecuada de los pacientes.
Los candidatos adecuados suelen ser los que no respondieron a otras modalidades
terapéuticas, incluidos los agentes immunomoduladores si la necesidad de

tratamiento no es demasiado urgente para permitir un ensayo apropiado con estos
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farmacos. Actualmente, la terapia biologica esta basada en la actuacion de nuevos
farmacos sobre el sistema inmune de la mucosa intestinal, los nuevos agentes
biotecnoldgicos actian como inhibidores de las células T, inhibidores de las

citokinas proinflamatorias, inhibidores de las moléculas de adhesion, etc.

1.2.3. DESARROLLO GALENICO DEL TRATAMIENTO DE LA EIl:
FORMAS FARMACEUTICAS COLON-ESPECIFICAS

Como se ha discutido anteriormente, el tratamiento farmacologico de la EII, presenta
como principal obstaculo superar la prematura absorcion del farmaco de eleccion (5-
ASA) antes de alcanzar su lugar de accion. En este sentido, parece oportuno describir
las formas farmacéuticas de liberacion coldn-especifica, en tanto en cuanto, plantean

el camino a seguir para la mejora del tratamiento de esta enfermedad.

Estos sistemas de liberacion se incluyen dentro del grupo de formas farmacéuticas
con control espacial de la liberacion (véase apartado 1.1.2), como formas
farmacéuticas sitio-especificas de administracion oral. Su objetivo en el tratamiento
de la EII es liberar el principio activo especificamente en la zona de la mucosa
intestinal afectada, permitiendo reducir la dosis administrada y posibles efectos

secundarios del farmaco.

La mayoria de los pacientes con EII sufren inflamacién a nivel del colon y en
consecuencia son numerosas las revisiones bibliograficas sobre sistemas de
liberacion colon-especificos (Rubinstein, 1990, 1995; Friend, 1991; Ashford y Fell,
1994; Rubinstein y Friend, 1994; Wilding et al., 1994; Rama Prasad et al., 1996;
Watts e Illum, 1997; Reddy et al., 1999; Sarasija y Hota, 2000; Sinha y Kumiria,
2001a,b; Lee et al., 2002; Yang et al., 2002; Friend, 2005). En estos trabajos se
describen distintos sistemas destinados a dirigir la liberacion del farmaco en el tracto
gastrointestinal, cuyos mecanismos dependen de una o mas de las siguientes
variables: tiempo de transito, pH del tracto gastrointestinal, actividad enzimatica,
potencial de 6xido-reduccion, presion intraluminal. Muchas de estas variables estan

directamente afectadas por la presencia de la enfermedad, de manera que, por
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ejemplo, la EII normalmente conlleva la alteracion de los tiempos de transito, sobre
todo a nivel del colon. En consecuencia, los sistemas de liberacion dependientes del
tiempo necesitan funcionar eficazmente en pacientes que puedan presentar estasis en
algunas regiones y un transito rapido y variable en otras partes. Con sistemas basados
en otros mecanismos para dirigir la liberaciéon del farmaco podrian hacerse
consideraciones similares. Paralelamente, la localizacion de la inflamacioén en las
distintas zonas del intestino varia dependiendo del paciente (Figura 1.2.3.), siendo
uno de los factores a tener en cuenta durante el disefio de formas farmacéuticas sitio-

especifica.

(A)
31%

{ 40%
21%
48%
92%

Fig. 1.2.3. Localizacion de la inflamacion en el diagnostico de 783 pacientes con colitis ulcerosa (A) y

195 pacientes con enfermedad de Crohn (B) (tomado de Both et al., 1983). Los datos representan los

porcentajes de pacientes con inflamacion en cada segmento del intestino.

En la colitis ulcerosa, las zonas inflamadas se extienden a las regiones mas
proximales del colon. En la enfermedad de Crohn la zona de predominio de la
inflamacion es el ileon distal: entre el 30% y el 40% de los pacientes manifiestan
también complicaciones a nivel del colon. Por tanto, un sistema de liberacion
disefiado para pacientes con colitis ulcerosa sera diferente de uno para pacientes con
enfermedad de Crohn. No obstante, el subconjunto de pacientes de Crohn con
complicacién a nivel del colon mejorard a partir de un sistema disefiado para tratar

colitis ulcerosa.

De conformidad con los factores fisiologicos afectados por la enfermedad, asi como

en base a las particularidades fisioldgicas de la zona de liberacidn, los sistemas de
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liberacion coldnica, se pueden dividir segiin su mecanismo de liberacion en cuatro

categorias principales (Friend, 2005):

e Sistemas dependientes del tiempo de transito gastrointestinal.
e Sistemas dependientes del pH.
e Sistemas activados por la presion.

e Sistemas activados por las enzimas.

1.2.3.1. Sistemas dependientes del tiempo de transito gastrointestinal

La variabilidad con la que las formas farmacéuticas abandonan el estomago impide
calcular con precision el tiempo necesario para alcanzar el colon con precision
(Kinget et al., 1998). Ademas los tiempos de transito a través del colon en pacientes
con sindrome intestinal irritable, diarrea y colitis ulcerosa son mds rapidos de lo
normal (Reddy et al., 1991; Vassallo et al., 1992; Von der Ohe et al., 1993). Por
tanto, los sistemas de liberacion que dependen del tiempo de transito gastrointestinal
no son los mas adecuados para dirigir la liberacion del farmaco en el colon (Yang et
al., 2002). No obstante, existen medicamentos comercializados que emplean este
mecanismo de control, como por ejemplo la Pentasa™, constituido por microgranulos
de 5-ASA recubiertos con etilcelulosa, que se administran en forma de comprimidos
y capsulas (Yu et al., 1995), asi como en sobres con los microgranulos libres en
polvo (Wilding et al., 2000). Los microgranulos alcanzan el intestino delgado a
través del piloro, y durante su transito intestinal, la absorcion de agua a través de la
cubierta de etilcelulosa inicia la liberacion del farmaco, dando lugar a un gradiente
de concentracion entre el interior y el exterior de los microgranulos, que
tedricamente asegura la difusion del farmaco a velocidad constante (Small y Schraa,

1994).

1.2.3.2. Sistemas dependientes del pH

Los sistemas colon especificos dependientes del pH se basan en las diferencias en los

niveles de pH que se observan a lo largo del tracto gastrointestinal. Emplean
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polimeros insolubles en medio gastrico, capaces de retrasar la liberacion del farmaco
hasta alcanzar el intestino delgado, donde dependiendo de su estructura, disuelven a

valores de pH entre 5y 7.

Aunque un polimero pH-dependiente puede proteger una forma farmacéutica en el
estdbmago y en el intestino delgado proximal, quizas empiece a disolver incluso en la
zona mas baja del intestino delgado, presentando poca especificidad en el lugar de
liberacion (Fukui et al., 2001). En el estoémago el pH es 1-2 en ayunas, aumentando
después de comer de forma significativa (Wilson et al., 1989; Rubinstein, 1995). En
el intestino delgado proximal es 6.5, siendo alrededor de 7.5 en el distal (Evans et al.,
1988). Desde el ileon al colon el pH desciende significativamente, siendo 6.4 en el
intestino ciego. En el colon ascendente se han observado valores de 5.7 en
voluntarios sanos (Bussemer et al., 2001), mientras que en el colon transverso y en el
descendente, el pH wvuelve aumentar hasta alcanzar valores de 6.6 y 7,
respectivamente. Ademas, hay que resaltar que el pH del tracto gastrointestinal varia
entre y dentro de los individuos (Friend, 1991; Ashford et al., 1993; Kinget et al.,
1998). Esta afectado por ejemplo por la dieta y la enfermedad (Rubinstein, 1995).
Asi, el pH colonico es significativamente mas bajo de lo normal en el periodo agudo
de la EII (Leopold and Eikener, 2000), pudiendo caer a valores entre 2.3 y 4.7 en
zonas proximales del colon en pacientes con colitis ulcerosa (Fallingborg et al.,

1989).

1.2.3.3. Sistemas dependientes del pH y del tiempo

Con frecuencia, las formas farmacéuticas tiempo dependientes lo son también pH
dependientes. Combinando el empleo de polimeros gastrorresistentes en
formulaciones dependientes del tiempo, es posible obtener sistemas multicapa
capaces de dirigir la liberacion a nivel del ileon y del colon terminal (Pozzi et al.,
1994; Ueda et al., 1994; Vandelli et al., 1996; Gupta et al., 2001a, b). Estos sistemas
presentan una cubierta gastrorresistente externa (normalmente de Eudragit® de
diferentes grados L, S o FS) capaz de prevenir la liberacion del fArmaco hasta que la

forma farmacéutica alcance y transite a lo largo del intestino delgado (Figura 1.2.4.).
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Una segunda barrera tiempo dependiente (que puede ser de Eudragit® de otro grado
diferente a la anterior) es utilizada para retrasar la liberacion tras el vaciado gastrico
(y subsiguiente disolucion de la cubierta externa) durante un periodo de tiempo

predeterminado (generalmente varias horas).

CUBIERTA EXTERNA
EUDRAGIT FS

CUBIERTA INTERNA
EUDRAGITRL + RS

NOCLEO DE
FARMACO

NUCLEQ
INERTE

Fig. 1.2.4. Esquema de un sistema de liberacion multicapa dependiente del pH y del tiempo de transito

gastrointestinal (modificado de Gupta et al., 2001a).

Recientemente se han desarrollado sistemas mas sofisticados denominados
CODES™, basados en la conversion de lactulosa a acidos organicos por parte de las

enzimas bacterianas del colon (Katsuma et al., 2002; Yang et al., 2003) (Figura

1.2.5.).

Recubrimiento soluble en

FARMACO i
ESCHIRGSA Recubrimiento gastrorresistents
ESTOMAGO
FARMACO
INTESTING LACTULOSA
DELGADO
Ac. drgdnicos

FARMACO oo
LACTULOSA o

C

!

COLOM

:

FARMACO

LACTULOSA LIBERACION

Fig. 1.2.5. Esquema de la formulacion CODES™ (modificado de Katsuma et al., 2002).
En este caso la cubierta mas externa estd compuesta por un polimero

gastrorresistente (Eudragit® L). Una vez que la forma farmacéutica atraviesa el piloro

y entra en el duodeno, se disuelve la cubierta mas externa, quedando expuesta la
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segunda cubierta polimérica compuesta por Eudragit® E. Esta segunda cubierta,
insoluble en el intestino delgado y grueso, permite no obstante la liberacion de la
lactulosa en el medio, donde este disacarido es degradado por la microflora intestinal
a acidos grasos de cadena corta, disminuyendo el pH de la zona, lo que determina la
disolucion del Eudragit E y subsiguiente exposicion del nicleo del comprimido al

medio y liberacion del farmaco.

1.2.3.4. Sistemas activados por la presion

Los sistemas activados por la presion liberan el farmaco cuando la presion intestinal
aumenta temporalmente, superando un cierto umbral (Takada et al., 1995; Takaya et
al., 1995; Hu et al., 1998; Muraoka et al., 1998; Jeong et al., 2001). Este efecto se
debe a que la reabsorcion de agua desde el intestino grueso aumenta la viscosidad del
contenido luminal y el peristaltismo colonico (Digenis y Sandefer, 1991; Ritschel,
1991; Moés, 1993). No obstante, la reproducibilidad y duraciéon de esta fase de

presion elevada deben atin aclararse (Leopold, 1999).

1.2.3.5. Sistemas activados por las enzimas

Es un hecho que la concentracion de enzimas aumenta considerablemente al avanzar
en el tracto gastrointestinal, como consecuencia directa del nimero de bacterias
presentes en cada zona. La microflora bacteriana del estobmago e intestino delgado
ronda las 10°-10* unidades formadoras de colonias (CFU/ml) (Gorbach, 1971; Simon
y Gorbach, 1986). Sin embargo, la concentracion de la microflora aumenta
enormemente al pasar del ileon terminal al colon ascendente (10''-10'* CFU/ml),
donde estas bacterias se alimentan fermentando una amplia gama de sustratos
(oligosacaridos, polisacaridos, mucopolisacéaridos y sustancias similares) que quedan
sin digerir en el intestino grueso (Rubinstein, 1990). Las enzimas bacterianas
destinadas a fermentar estos sustratos incluyen azoreductasas, B-glucuronidasas, B3-
xilosidasas, dextranasas, esterasas, nitroreductasas, etc (Scheline, 1973). Estas
enzimas se pueden emplear para conseguir la liberacion del farmaco en el colon, bien

porque activen moléculas farmacologicamente inactivas (profarmacos), bien por
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degradacion de matrices y cubiertas poliméricas (Sinha y Kumria, 2001a), o como
han desarrollado recientemente, para inducir una disminucién controlada del pH que
determine a su vez la liberacion a través de un polimero de liberacion pH

dependiente, como hemos discutido antes (Katsuma et al., 2002; Yang et al., 2003).

1.2.3.5.1. Profarmacos

Los profdrmacos estdn constituidos por moléculas inactivas farmacoldgicamente
unidas a un principio activo mediante un enlace covalente (ej: -N=N-). En los
sistemas de liberacion basados en profarmacos, la porcién inactiva minimiza la
absorcion del firmaco hasta que este no es liberado (normalmente por accion
enzimatica) cerca de su lugar de accion. De manera que la porcidon inactiva se
emplea para aumentar la hidrofilia del farmaco, su tamafio molecular, o ambos, para

poder retrasar su absorcion (Sinha y Kumria, 2001a).

1.2.3.5.1.1. Azoreduccioén

Ejemplos clasicos de profarmacos colon especificos con este mecanismo de
liberacion son la sulfasalazina (Klotz, 1985) y la olsalazina (Travis et al., 1994),
cuya molécula activa es la mesalazina, como hemos discutido ampliamente en el
apartado (1.2.2.1). A partir de estos derivados, se han ido desarrollando otras
moléculas de variada complejidad, en los que el 5-ASA puede ser transportado
incluso por macromoléculas (azo-polimeros) originando los denominados
“profarmacos poliméricos” (Brown et al., 1983; Garretto et al., 1983; Lashner et al.,
1985). Los profarmacos poliméricos normalmente aumentan la solubilidad del
farmaco y gracias a su tamafo y a la especificidad de la porcion diana, pueden
modificar la farmacocinética del principio activo en comparacion con la del farmaco
no conjugado (Lu et al., 2002). En los ultimos afios esta estrategia se ha desarrollado
generando sistemas complejos como el que se muestra en la Figura 1.2.6., en la que
se emplea un espaciador biodegradable, entre el polimero y el farmaco, para

controlar el lugar y la velocidad de liberacion del principio activo.
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Transportador polimérico
biocompatible, scluble
en agua

Espaciador

Jjopepeds3

Porcidn sitio-especifica

¥~ Fédrmaco

Fig. 1.2.6. Estructura de un profarmaco sitio-especifico polimérico (Lu et al., 2002).

Otra posible variacion en el disefio de profarmacos basados en azo-poimeros es el
uso de dendrimeros como moléculas transportadoras (Wiwattanapatapee et al., 2003)
Figura 1.2.7. Este sistema ha sido empleado para el transporte del 5-ASA a nivel
cecal en ratas, presentando una velocidad de liberacion del farmaco mas lenta que la

observada con la sulfasalazina (Wiwattanapatapee et al., 2003).

La utilizacion de sistemas “azo” (de bajo y elevado peso molecular) para la
liberacion colon especifica de farmacos es controvertida. Mientras los profdrmacos
de bajo peso molecular son usados clinicamente, casi todas las formas poliméricas
han sido usadas tan s6lo en animales de experimentacion (Van Den Mooter et al.,
1997). Los sistemas poliméricos presentan una lenta liberacion del activo desde el
transportador (Schacht et al., 1996). El empleo de profdirmacos poliméricos no es la
estrategia mas adecuada cuando las dosis diarias de farmaco requerido son elevadas,
como sucede con el 5-ASA, cuya dosis diaria recomendada supera el gramo.
Suponiendo que el farmaco sea el 10% de la masa total del sistema, y sin incluir el
resto de excipientes de la forma farmacéutica final, la masa requerida superaria los
10 gramos, cantidad bastante elevada, lo que limita el empleo de profarmacos

poliméricos.
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Fig. 1.2.7. Estructura de la generacion 3(G3) de dendrimeros de polyamidoamina (PAMAM). (A)
Acido PAMAM-p-aminohippurico (PAH), (B) Acido salicilico (SA) conjugado y (C) conjugado
PAMAM-PAH-SA (tomada de Wiwattanapatapee et al., 2003).

1.2.3.5.1.2. Hidrolisis

La hidrolisis enzimatica ha sido empleada para desarrollar sistemas de liberacion
colon-especifica de fArmacos conjugados con aminoécidos, glicdsidos, glucuronidos,
sulfatos, dextrano y ciclodextrinas, siendo testados en animales (y de forma muy
limitada en humanos) tal y como queda ampliamente documentado en la bibliografia

(Sarasija y Hota, 2000; Sinha y Kumria, 2003).

Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos constituidos por 6-8 unidades de
glucosa ampliamente usadas para aumentar la solubilidad de farmacos poco solubles.
La absorcion de las ciclodextrinas en el tracto gastrointestinal es escasa, debido a su
tamafio e hidrofilia, siendo fermentadas por las enzimas presentes en el colon
(Antenucci y Palmer, 1984; Flourie et al., 1993) lo que permite su empleo como

transportadoras para la liberacion de farmacos en esta zona. Asi, conjugados de a-, B3-
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y y- Ciclodextrinas con prednisolona han sido propuestos como profarmacos
especificos del colon (Yano et al., 2001a, b; Yano et al., 2002). La velocidad con la
que son hidrolizados los diferentes tipos (o, B y y) de ciclodextrinas proporciona
flexibilidad en el diseno de estos sistemas de liberacion (Yano et al., 2001a). Por
ejemplo, el complejo prednisolona-a-ciclodextrina reduce eficazmente la inflamacion
en animales, de forma comparable al farmaco libre, con una reduccion de los efectos

adversos (Yano et al., 2002).

Dextranos

Estos polisacaridos son relativamente estables en la zona alta del intestino, estando
sujetos a hidrolisis enzimatica una vez alcanzan las zonas bajas del intestino por
accion de las dextranasas bacterianas (Hehre y Sery, 1952; Sery y Hehre, 1956;
Rosenfeld y Lukomskaya, 1957). Los dextranos presentan un numero relativamente
elevado de grupos hidroxilos, a los que farmacos con grupos acidos (por ejemplo,
carboxilos) pueden unirse por puentes de hidrégeno. Asimismo, puede usarse un
espaciador (tal como una molécula de &cido succinico o glutamico) entre el polimero
y el farmaco (Harboe et al., 1988; McLeod et al., 1993), permitiendo la liberacion de
manera eficaz en la zona baja del intestino, tal y como se ha demostrado en ratas (Mc

Leod et al., 1994).

1.2.3.5.2. Matrices y sistemas recubiertos

La degradacion enzimadtica permite, junto con el control mediante la obtencion de
profarmacos, el desarrollo de sistemas matriciales y recubiertos con polimeros
degradables por las enzimas del tracto gastrointestinal. En concreto, la mayoria de
los polisacaridos naturales son estables en la parte mas alta del intestino pero
susceptibles a la degradacion hidrolitica en la parte més baja (Sinha y Kumria, 2001b
y 2003; Vandamme et al., 2002). Ademas, pueden ser quimicamente modificados
para optimizar alguna propiedad, como la capacidad para formar peliculas
impermeables (Hovgaard y Brondsted, 1996). Todo ello, hace que sean muchos los
sistemas propuestos que emplean polisacaridos para dirigir la liberacion del farmaco

en la zona baja del tracto gastrointestinal (Tabla 1.2.11I).
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Tabla 1.2.111. Sistemas polisacaridicos de liberacion especifica en colon (tomado de Friend, 2005).

Polisacarido  Excipientes Formas farmacéuticas Referencias
Matrices, comprimidos
) Rubinstein et al., 1993; Rubinstein y Radai, 1995;
Sales de calcio recubiertos por compresion.
. . . Adkin et al., 1997
Matrices de cubierta entérica
Derivados Comprimidos recubiertos por
Ashford et al., 1994
Metoxilados compresion
Derivados de Comprimidos matriciales, o
. . ) Wakerly et al., 1997; Munjeri et al., 1997
Pectinas amidas granulos recubiertos
Pectinato calcico o o .
) Comprimidos matriciales Arabi et al., 2000
de amida
Cubiertas peliculares para Wakerly et al., 1996; Semdé et al., 1998 y 2000a y b;
Peliculas mixtas o
comprimidos y granulos MacLeod et al., 1999a y b ; Fernandez- Hervas y Fell,
1998
Microesferas y capsulas
Chitosan natural Tozaki et al., 1997, 1999; Lorenzo-Lamosa et al., 1998
) recubiertas
Chitosan
Derivados del
Matrices Aiedeh y Taha, 1999
chitosan
Comprimidos matriciales,
Goma guar o ) Krishnaiah et al., 1998, 1999, 2002, 2003a,b; Rama
comprimidos recubiertos por
natural ) Prasad et al., 1998; Wong et al., 1997; Kenyon et al.,
Goma guar compresion
1997
Derivados de la Comprimidos recubiertos o
Rubinstein y Gliko-kabir, 1995; Gliko-Kabir et al, 2000
goma guar matriciales
Pellets recubiertos, Watts y Illum, 1997; Milojevic et al., 1996a,b;
Amilasa Peliculas mixtas o ] ) o
comprimidos y capsulas Cummings et al., 1996; Siew et al., 2000a, b; Vilivalam
et al., 2000
Condroitin Condroitina de
Comprimidos matriciales Rubinstein et al, 1992a, b
sulfato union-cruzada
Alginatos Sales de calcio Granulos hinchables Shun y Ayres, 1992
. Comprimidos y granulos .
Peliculas mixtas Vervoort y Kinget, 1996
. recubiertos
Inulina
Derivados de
Hidrogeles de union-cruzada Vervoort et al., 1998
metacrilato
Diisocianato de )
. Brondsted et al., 1995 y 1998; Simonsen et al.,
Dextrano dextrano”cross- Hidrogeles

link”

1995;Chiu et al.,1999
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1.3. FILOSILICATOS DE EMPLEO EN LIBERACION
MODIFICADA

La mayor parte de las estrategias de modificacion de la liberacion de farmacos
asumen un nuevo concepto de “excipiente”. De tal manera, que los “excipientes” no
son s6lo “componentes inertes” de la formulacion, sino que pueden usarse con fines
biofarmacéuticos (disminuir o aumentar la velocidad de disolucién, retardar y/o
liberar el farmaco en su diana bioldgica), farmacologicos (previenen o reducen los
efectos secundarios), tecnoldgicos (enmascarar sabores) o quimicos (aumentando la
estabilidad del principio activo). Las arcillas o filosilicatos son materias primas
farmacéuticas empleadas fundamentalmente como excipientes, asi como
ocasionalmente por su actividad farmacologica (Lopez Galindo et al., 2007; Viseras
et al., 2007). De entre las arcillas empleadas en farmacia, tales como esmectitas,
talco, kaolinita y arcillas fibrosas, algunas han sido ampliamente utilizadas para
modificar la liberacion de principios activos, especialmente de fdrmacos basicos
(Aguzzi et al., 2007). La Tabla 1.3.1. recoge los posibles mecanismos de interaccion

entre las arcillas y las moléculas orgénicas.

La importancia de cada mecanismo dependera de la naturaleza de la arcilla (Browne
et al., 1980), de los grupos funcionales implicados (Lagaly, 2001) y de las
propiedades fisicoquimicas del farmacos (Tolls, 2001). En base a estas interacciones,
pero también gracias al tamafio coloidal de las particulas de arcilla y su consiguiente
especial comportamiento en dispersion, las arcillas son usadas con éxito para retardar
la liberacion, asi como para controlar la velocidad y/o el lugar de la misma (Aguzzi
et al., 2007). En particular, la halloysita ha sido propuesta como soporte para la
liberacion modificada de diferentes farmacos (Price et al., 2001; Levis y Deasy,
2002, 2003; Kelly et al., 2004; Byrne y Deasy, 2005), asi como, mas recientemente,

para la liberacion de proteinas y material genético (Veerabadran et al., 2007).
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Tabla 1.3.1. Mecanismos de interaccion arcillas-molécula organica (tomado de Aguzzi et al., 2007).

Mecanismo Ejemplos de minerales Grupos funcionales implicados
. . . Cualquier arcilla con sitios o
Interacciones hidrofobicas (Van der . . No cargados, no polares (gj., hidrocarburos
neutros (ej., kaolinita, o )
Waals) ) alifaticos y aromaticos)
esmectitas)
Arcillas con O superficiales Aminas, grupos carbonilos, carboxilos,

Puentes de hidrogeno ) o o ) )
(ej., kaolinita) fenilhidroxilos, heterociclos con N

Bordes de los filosilicatos,
Aminas, grupos carbonilos, carboxilos,
Protonacion oxidos de hierro y aluminio,
fenilhidroxilos, heterociclos con N
etc.

Bordes de los filosilicatos,

Intercambio de ligandos oxidos de hierro y aluminio, Carboxilatos y fenolatos
etc.
Intercambio catiénico Esmectitas, illita, ) ) )
- o Aminas, Anillos con NH, heterociclos con N
(sitios cargados permanentemente) vermiculitas
Sitios con carga pH dependiente: Bordes de los filosilicatos, Carboxilatos para intercambio anioénico, aminas,
frecuentemente intercambio anidnico, rara oxidos de hierro y aluminio, anillos con NH, heterociclos con N para
vez catiénico etc. intercambio catiénico
Puentes cationicos Esmectitas, illita, ) ) .
o Carboxilatos, aminas, carbonilos, alcoholes
Puentes de agua vermiculitas

Siendo la halloysita, una arcilla, la materia prima empleada en esta Tesis, parece
conveniente discutir, al menos brevemente, algunos aspectos relativos al concepto y

estructura de este tipo de materiales de interés farmacéutico.

1.3.1. CONCEPTO DE ARCILLA

El término “arcilla” deriva del griego “argilos”, cuya raiz (“argos”) significa blanco,
en referencia a su color. Asi, el diccionario de la Real Academia de la Lengua
Espafiola (RAE, 2008), define arcilla como “tierra finamente dividida, constituida
por agregados de silicatos de aluminio hidratados, que procede de la descomposicion
de minerales de aluminio, blanca cuando es pura y con coloraciones diversas segin
las impurezas que contiene”. Profundizando en su concepto, encontramos dos
criterios, que conducen a diferentes definiciones: uno granulométrico o textural,
segun el cual las arcillas son “particulas de dimensiones inferiores a 2 pm”, otro
mineralogico, en base al cual se definen como “silicatos estratificados” o “semi-

estratificados hidratados” (Rautureau et al., 2004).
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El concepto de arcilla ha evolucionado a lo largo de la Historia. En su tratado De
Natura Fossilium (1546), Georg Bauer, conocido como Agricola, define las arcillas
como materiales finos, de comportamiento plastico y que endurecen manteniendo su
forma cuando se secan en el horno. Muchos afios mas tarde, Grim amplia esta
definicion indicando que las arcillas son “sustancias naturales, terrosas y de grano
fino, que presentan un comportamiento plastico en presencia de agua, y que estdn
formadas fundamentalmente por silice, 6xido de aluminio, agua y cantidades

variables de hierro y metales alcalinos y alcalinotérreos (Grim, 1968).

Posteriormente, Bailey (Bailey, 1980a) y Weaver (Weaver, 1989) han puesto de
manifiesto la dificultad de combinar los requisitos granulométricos y mineraldgicos
en una simple definicién de arcilla. La comisiéon de nomenclatura de la Asociacion
Internacional para el estudio de las arcillas (AIPEA) y de la “Clay Mineral Society”
(CMS) han definido la arcilla como “un material natural, compuesto principalmente
de minerales de pequefio tamafo de particula (la mayor parte filosilicatos), que es
generalmente plastico en presencia de una cantidad apropiada de agua, y que

endurece al secarse (Guggenheim y Martin, 1995).

Desde un punto de vista mineralogico el término arcilla engloba a un grupo de
minerales (minerales de la arcilla), en su mayor parte filosilicatos, cuyas propiedades
fisico-quimicas dependen de su estructura y de su tamafio de particula muy fino
(inferior a 2 pum). Dado que las arcillas estan formadas fundamentalmente por
filosilicatos, muchos autores utilizan para los filosilicatos la denominacion de
“minerales de las arcillas” (Hurlbut y Klein, 1991) y no resulta extraiio que se
solapen términos, por lo que el Comité de Nomenclatura de la AIPEA distingue con
el término “minerales de la arcilla”, tanto a los filosilicatos como a otros minerales
presentes como fases minoritarias y coparticipes en las propiedades fisicoquimicas
de las mismas, tales como cuarzo, feldespato, calcita, dolomita, denominados como

“fases asociadas a los minerales de la arcilla” (Gonzalez, 2000).

92



M2 Teresa Viseras Iborra

1.3.2. ESTRUCTURA DE LOS FILOSILICATOS

El término “Filosilicato” deriva del griego mmuAAiov, que significa hoja, y del latin
“silex” (silice). Estos minerales® estan constituidos esencialmente por estratos o
capas tetraédricas y octaédricas, dispuestos regularmente unos sobre otros a lo largo

del eje ¢ (Figura 1.3.1.).

*Un mineral es un compuesto quimico s6lido y homogéneo, de origen natural,
formado como consecuencia de un proceso generalmente inorgdnico, dotado de una
composicion quimica definida, pero no fija, y con una estructura interna ordenada

(Internacional Mineralogical Association, 1995).

fo mdn Plano de atomos (O, OH, Si).
PR Estrato: combinacion de planos individuales de
: atomos (ej. Estrato tetraédrico).
K Lamina (“layer”): combinacion de estratos
R j (ej. LAmina TO).
o i - Crywnal Cristal: combinacion de muchas laminas.
Interldmina: espacio entre dos laminas sucesivas
(puede estar ocupado por agua, iones, moléculas
organicas).
Espaciado basal: distancias entre una cara de una
lamina y la misma cara de la 1amina sucesiva.

FTienayer spaca

Fig. 1.3.1. Estructura general de los minerales de la arcilla.

Los estratos tetraédricos estan constituidos por tetraedros de silicio y oxigeno (SiOy),
con una deficiencia de carga (-4), en los que el silicio se encuentra en posicion
central, y los oxigenos (u OH) ocupan los vértices del tetraedro. En el plano, los
tetraedros se disponen formando anillos de seis unidades, en los que cada tetraedro
comparte tres de sus cuatro vértices. Estos anillos se repiten indefinidamente dando
lugar a la unidad Si,Os>, que se representa en la Figura [.3.2a. La formula mineral
del estrato se completa con grupos OH localizados en el centro de la mayor parte de
los anillos, como se aprecia en la Figura 1.3.2b. Los oxigenos situados por encima del

plano de enlace, se orientan todos en el mismo sentido (Figura 1.3.2¢). Para cada
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capa o estrato tetraédrico se pueden, por tanto, distinguir tres planos sucesivos de
atomos: un plano de O (base de los tetraédros), un plano de Si (situados en el centro
de cada tetraédro) y un tercer plano de OH situados en el vértice superior de los

tetraédros. (Grim, 1968).

Fig. 1.3.2. Esquema de la estructura de la capa tetraédrica de los filosilicatos.

Unidos a los 4tomos de O u OH en posicion apical, se enlazan cationes metalicos di o
trivalentes en coordinacion octaédrica (equidistantes de seis O u OH), de manera que
por encima de esos cationes se sitia un segundo estrato tetraédrico con sus O u OH

apicales invertidos (Figura 1.3.3), formando un estrato octaédrico.

Mg™, Fe*", Fe*, AI*

0o OH

Fig. 1.3.3. Esquema de la estructura de la capa octaédrica de los filosilicatos.

Cuando los cationes del estrato octaédrico son divalentes (Mg*", Fe*") los filisilicatos
se denominan trioctaédricos, por estar ocupadas las tres posiciones disponibles en
coordinacion octaédrica, mientras que si los cationes son trivalentes (Al3 i Fe’ ™), tan
s6lo se ocupan dos de las tres posiciones y los filosilicatos se denominan

dioctaédricos.
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Los estratos o capas tetraédricos (T) y octaédricos (O) se pueden asociar para formar
paquetes estructurales, que pueden ser eléctricamente neutros o presentar una carga
neta negativa, compensada por cationes no coordinados que se situan en los espacios
interlaminares (Figura 1.3.4.) (Baronnet, 1988; Milovski y Kononov, 1988; Battey,
1990; Hurlbut y Klein 1991; Prothero y Schwab, 1996).

Fig. 1.3.4. Tipos de apilamientos o paquetes estructurales de los filosilicatos: A) T-O (I:1), B) T-O-T
(2:1), C) T-O-T-O (2:1:1).

Los principales criterios de clasificacion (recomendados por la AIPEA) para los
filosilicatos se basan en tipo de apilamiento, tipo de catidon en el estrato octaédrico,
carga neta del paquete estructural y tipo de cation (moléculas o agua) en el espacio
interlaminar. En base a estos criterios se clasifican de acuerdo con los tipos recogidos

en la Tabla [.3.11.
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Tabla 1.3.11. Clasificacion de los filosilicatos de acuerdo con la AIPEA.

Tipo de Material Especie . .
o ) ) Grupo Subgrupo . Formula mineraldgica
apilamiento interlaminar (ejemplos)
Serpentina - Serpentinas Crisotilo Al,Si,05(OH),4
Ninguno o agua Kaolinita Kaolinita,
Kaolin . Mg;Si,05(OH),4
. x=0) halloysita
' Talco - Talco Talco Mg;8i4010(OH),
Ninguno Pirofilita
Pirofilita Pirofilita ALLSi40,0(OH),
x=0)
Cay2sSiy
) Saponita Saponita, hectorita (Mg sLily5)O010(OH),
Esmectita
nH20
(x=0.2-0.6) L
Montmorillonita, (Na,Ca)(Al,
Cationes Montmorillonita ) .
nontronita Mg),(Si;0,0)(OH), nH,O
hidratados
Vermiculitas Vermiculitas
intercambiables
o Dioctaedricas Dioctaedricas
Vermiculita )
L Lo Cags(Sizs6Al114)(Mg2.53
(x=0.6-0.9) Vermiculitas Vermiculitas
. . . Aly.15Feg.01)010(0OH),
2:1 Trioctaedricas Trioctaedricas
l’leO
Moscovita,
. Micas Dioctaedricas ) KAl (Al Si304)(OH),
Mica paragonita
(x=0.5-1) . ) . o o K(Fe,Mg);(Al,
. Micas Trioctdedricas ~ Biotita, lepidolita .
Cationes no Si3)019(OH)2
hidratados Micas Fragiles
. . ) ] Margarita Ca(Siz,Aly)ALL,01o(OH),
Mica fragil Dioctaedricas
x=z=2) Micas Fragiles Ca(Mg,Al);(AL3S1)0;(O
Clintonita
Trioctaedricas H),
Cloritas ) Aly(Aly33)(Si3A1040)4(O
Donbassita
Dioctaedricas H)g
Clorita Cloritas Di,
2:1:1 Hidroxidos ) ) ) Cookeita Li,Als(Si3,A1)O010(OH)s
(x variable) Trioctaedricas
Cloritas (Fe,Mg,
. . Clinochloro .
Trioctaedricas Al)g(Si,Al);010(OH)g
. . Si12,050,
o Sepiolitas Sepiolita
Sepiolita - Mgs(OH)4(OH>)48H,O
2:1 (fibrosas) Ninguno Palygorskita (Mg,Fe,
(x variable) Paligorskitas Palygorskita Al)sSigO2(OH),(OH,),4
H,0

x = carga por unidad de formula.
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1.3.3. HALLOYSITA

De los diferentes grupos, el denominado grupo de la serpentina-kaolinita, engloba el
mineral usado como excipiente nanotransportador en esta tesis; la halloysita. Como
recoge la Tabla 1.3.11., el grupo se corresponde con un apilamiento 1:1 o T-O,
caracterizado por un bajo numero de sustituciones en los estratos tetraédricos u
octaédricos y con baja o nula presencia de agua en la interldmina. Los dos minerales
principales del grupo son la serpentina y la kaolinita, constituyendo dos subgrupos,
de los que solo en el segundo encontramos minerales con interés farmacéutico:

kaolinita y halloysita.

Fig. 1.3.5. Estructura y microfotografia de la kaolinita.

La kaolinita (Al,S1,05(OH)4) representa la especie principal de este subgrupo. Desde
el punto de vista morfoldgico, la kaolinita estd constituida de particulas que

presentan una tipica forma hexagonal (Figura 1.3.5.).

La halloysita es un polimorfo de la kaolinita con morfologia tubular. La
transformacion de la kaolinita en halloysita (Figura 1.3.6.) tiene lugar como resultado
de fenomenos de hidratacion (consecuencia de procesos hidrotermales o
atmosféricos), que inducen sustituciones de los silicios tetravalentes de la capa
tetraédrica por aluminios trivalentes (Tari et al., 1999). La hidratacion determina en
primer lugar la delaminacion de los paquetes T-O, y posteriormente un aumento del

espacio basal, por debilitacion de los enlaces por puentes de hidrogeno interlaminar.
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Paralelamente, las sustituciones en la capa tetraédrica determinan una deformaciéon

estructural, que da origen a la caracteristica morfologia tubular (Tari et al., 1999).

Tubo en formacion

I

Estructura original

" Estructura modificada

Fig. 1.3.6. Esquema de la formacion de halloysita a partir de kaolinita.
1.3.3.1. HISTORIA'Y NOMENCLATURA

El término halloysita fue dado por Berthier para el material encontrado en filones
carboniferos de piedra cerca de Lieja, Bélgica, en un distrito de minas de zinc viejo y
hierro (Berthier, 1826). Se le denomind halloysita en honor de Omalius d'Halloy,
quien habia observado este mineral varios afios antes. Con anterioridad, al desarrollo
de las técnicas de difraccion de rayos X, muchos materiales fueron descritos como
halloysita. Dana enumer6 16 minerales que considero6 similares a la halloysita (Dana,
1914). Posteriormente, Ross y Kerr estudiaron muchos de estos minerales mediante
métodos mas modernos, demostrando que la halloysita es cristalina y estableciendo
su estrecha relacion con la kaolinita (Ross y Kerr, 1934). Ademas, Ross y Kerr
observaron que existian dos tipos de halloysita, una que era normalmente blanca o
ligeramente coloreada, porosa, friable, o de textura casi algodonosa; y otra que es
densa, no porosa y como porcelana. A partir de entonces distintos autores hicieron
referencia a los tipos de halloysita (Hoffman et al., 1934; Mehmel, 1935; Alexander,
1943), diferenciando un tipo de halloysita de composicion quimica Al,S1,05(OH)4
(forma deshidratada) de otro con la composicion Al,Si,0Os(OH)s -2H,O (forma
hidratada). Hendricks observd que el espacio basal de la forma deshidratada es
alrededor de 7.2 A, aumentando a 10.1 A en la forma hidratada (Hendricks, 1938).
Brindley y colaboradores estudiaron de forma detallada, la transicion de la forma
hidratada a la deshidratada del mineral, demostrando que a bajas temperaturas (60 °C
a 75 °C) tiene lugar una parcial deshidratacion, mientras que alcanzados los 400 °C se

elimina por completo el agua interlaminar, dando lugar a la forma con espaciado
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doo1 de 7.2 A (Brindley y Robinson, 1948; Brindley y Gooyear, 1948; Brindley et
al., 1948). Respecto de la forma parcialmente deshidratada, que aparece al desecar
por debajo de 80 °C durante un tiempo prolongado, presenta un espaciado basal en
torno a 7.36 A - 7.9 A, que se corresponde con la presencia de 0.5 a 1 molécula de
agua por paquete estructural. Bates y colaboradores mostraron por vez primera la
estructura tubular de la halloysita a partir de microfotografias electronicas,
estableciendo ademas las distancias existentes entre las capas estructurales (Bates et
al., 1950). Precisamente, la diferencia en las distancias entre los planos superior e
inferior de las laminas causa una curvatura de las mismas, con un radio en

concordancia con las dimensiones de los tubos observados (Figura 1.3.7.).

«—893 A—> ~—893 A—>

A
4,5|E %% 4 0‘1 zon)%‘l‘ A

Dl i MJ[
2gh (8.62 /:) zms? X o
¥ <893 A . T 4 Hp0-==--~ 574}

Fig. 1.3.7. Representacion esquematica de la estructura de la kaolinita y de la halloysita (tomado de

Grim, 1968).

De acuerdo con la recomendacion del Comité de Nomenclatura de la AIPEA, y en
consonancia con la nomenclatura generalmente aceptada en la actualidad,
distinguiremos dos tipos de halloysita: halloysita-(7A) (forma deshidratada) y
halloysita-(10A) (forma hidratada). No se reconocen estados intermedios de
hidratacion a efectos de nomenclatura, de manera que cuando aparezcan espaciados

intermedios, se entendera que se trata de mezclas de las dos formas.

1.3.3.2. COMPOSICION QUIMICA

Como se ha sugerido antes, la halloysita tiene la misma composicion quimica teorica

que la kaolinita, exceptuando su alto contenido en agua. La formula unitaria ideal de
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la halloysita-(7A) y de la halloysita-(10A) es Al,Si,0s(OH)4'nH,0, siendo n=0 y 2
respectivamente (Bailey, 1980b; Guggenheim y Eggleton, 1988). Sin embargo,
tratindose de materias primas naturales, la composicion puede variar ligeramente.
Los andlisis quimicos de la mayoria de halloysitas reflejan la presencia de cantidades
superiores al 10% de Fe,O; (Kunze y Bradley, 1964; De Souza Santos et al., 1966;
Tazaki, 1982; Wada y Mizota, 1982; Churchman y Theng, 1984; Noro, 1986;
Hayashi et al., 1987; Nagasawa y Noro, 1987; Soma et al., 1992; De Oliveira et al.,
1997; Hart et al., 2002; Singer et al., 2004), que puede deberse a la presencia de
6xidos de hierro o a la sustitucion parcial de AI’" por Fe’™ en la capa octaédrica
(Aomine y Wada, 1962; Wada y Mizota, 1982; Churchman y Theng, 1984; Quantin
et al., 1984, 1988; Nagasawa y Noro, 1987; Muller y Calas, 1989; Hart et al., 2002).

1.3.3.3. MORFOLOGIA
La morfologia de la halloysita depende de las condiciones de cristalizacion y

localizacion geoldgica, como refleja la Tabla 1.3.1I1., siendo en la gran mayoria de

los casos tubular o esferoidal.

Tabla 1.3.111. Morfologias de la halloysita y entorno geologico (adaptada de Joussein et al., 2005).

Morfologia Entorno geolégico

Tubular Sedimentos carsticos, vidrios volcanicos, piedra pomez, alteracion
de feldespatos y micas

Pseudoesférica y esferoidal Cenizas volcéanicas y piedra pdmez en ambientes de alta humedad,
vidrios volcanicos en ambientes marinos (suelos de Guatemala y
Nueva Zelanda)

Plana Suelos de cenizas volcénicas, fisuras en granitos, alteracion
hidrotermal, etc. (Texas, Brasil y Guatemala)

Fibrosa Suelos lateriticos y granitos himedos (Australia y Brasil)

Prismatica Suelos de cenizas volcanicas y granitos humedos (Japon)

Otras (cilindrica, irregular, Vidrios volcanicos alterados, piedra poémez himeda, cenizas

lamelar, glomerular, etc.) volcanicas, etc. (Nueva Zelanda, Japon, Camertn, Escocia, etc.)

La Halloysita esferoidal aparece como resultado de la disoluciéon de vidrios

volcénicos y posterior recristalizacion desde soluciones sobresaturadas. El interior de
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los esferoides formados estd constituido por material amorfo, mientras que la capa

externa es cristalina (Askenasy et al., 1973).

No obstante, la aparicion en determinadas condiciones de otras morfologias, la forma
predominante de la halloysita es la de tubos huecos cuyas dimensiones pueden variar
dependiendo del origen de material (Bates et al., 1950; Honjo et al., 1954; De Souza
Santos et al., 1964; Chukhrov et al., 1969; Parham, 1969; Dixon y McKee, 1974;
Nagasawa y Myazachi, 1976; Kohyama et al., 1978; Saigusa et al., 1978; Noro et al.,
1981; Churchman y Theng, 1984; Nagasawa y Noro, 1985; Noro, 1986; Robertson y
Eggleton, 1991; Norrish, 1995; Churchman et al., 1995; Adamo et al., 2001). La
longitud de los tubos varia entre 0.02 y >30 um, y su diametro externo entre 50 y 200
nm, lo que determina un didmetro interno (poro) de entre 5y 15 nm (Sudo y Osaka,
1952; Minato y Utada, 1969; Dixon, 1977; Ross et al., 1983; Churchman y Theng,
1984; Churchman et al., 1995; Norrish, 1995; De Oliveira et al., 1997; Hart et al.,
2002). Empleando microscopia electronica de transmision se ha observado que la
deshidratacion de la halloysita-(10A) para formar halloysita-(7A) produce una
expansion del didmetro en torno al 10-20% (Kohyama et al., 1978, 1982).

1.3.3.4. INTERACCION CON MOLECULAS ORGANICAS Y SALES

La intercalacion de moléculas organicas por parte de la halloysita conduce a la
expansion de las laminas a lo largo del eje c, lo que determina un aumento del
espaciado basal facilmente observado por difraccion de rayos X (Tabla 1.3.1V.). Hay
que resaltar que la intercalacioén efectiva no puede demostrarse de forma univoca
mediante difraccion de rayos X si el aumento en el espaciado basal es del orden de
los 3 A, dado que podria tratarse de una simple monocapa de moléculas de agua. Los
compuestos organicos que forman complejos con la halloysita contienen grupos -OH
o —NH,, siendo por tanto acidos o bases débiles y en su mayoria se intercalan como
una monocapa (Theng, 1974). La intercalacion se ve favorecida cuando la halloysita
estd hidratada (MacEwan, 1946; Carr y Chih, 1971; Churchman y Theng, 1984;
Churchman et al., 1984; Theng et al., 1984; Churchman, 1990). Asimismo, es posible

favorecer la interaccion con moléculas organicas previa rehidratacion de la halloysita
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con soluciones de acetato de K o de amonio (Carr y Chih, 1971; Levis y Deasy,

2002).

Tabla 1.3.1V. Espaciado basal de halloysita tras su interaccion con diferentes moléculas organicas o

sales (adaptado de Joussein et al., 2005).

Molécula intercalada Espaciado basal (A)
Etanol <7.5-10.7
Metanol 9.7-10.6
Glicerol 11-11.2
Etilenglicol 10.8-10.9
Acetona 8.4-11.1
Acetonitrilo 7.7-10.6
Dimetilsulfoxido 11-11.2
Hidracina 10.4
Formamida 10.1
Acetamida 10.9
Urea 10.7
Acetato de amonio 14.05
Trimetilacetato de K 12-19.8
Cloruro de amonio 10.1-10.4
Cloruro de Na 7.5-10.1

1.3.3.5. APLICACIONES

La halloysita se ha empleado historicamente para producir la porcelana de mejor
calidad (Wilson, 2004). Asimismo, se emplea con frecuencia en catalisis y como
tamiz molécular para la separacion de mezclas de liquidos y la purificacion de aguas
(Joussein et al., 2005). De especial interés para nosotros es su empleo como
microcapsulas destinadas a controlar la liberacion de distintas sustancias, gracias a su
especial morfologia en microtubos. Con este objetivo, la halloysita se usa para
transportar aditivos de pinturas (Neuber y Bender, 2004), lubricantes (Zhang, 2004),
herbicidas (Baskaran et al., 1996; Stolpe y Kuzila, 2002), productos de higiene
personal y cosméticos (Theng y Wells, 1995; Ha y Lee, 2003; Maubru et al., 2004) y
farmacos (Price et al., 2001; Levis y Deasy, 2002, 2003; Kelly et al., 2004; Byrne y
Deasy, 2005; Smith, 2005).
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Desde el punto de vista histdrico es relativamente joven el tema de la liberacion
modificada de los medicamentos pues, aunque las primeras formas farmacéuticas de
liberacion controlada aparecen por los afios 1930, es aproximadamente en la década
1965-75 cuando se producen las grandes innovaciones. En los albores de este
movimiento, el grupo de trabajo de nuestra facultad de farmacia comandado por el
Profesor Sufié Arbussa, se incorpord a la investigacion de este ndcleo tematico
contribuyendo a su desarrollo con varias Tesis doctorales (Quesada Nieto; Gomez
Carrasco; Socias Manzano, 1973), a las que dieron continuidad las realizadas siendo
responsable de nuestro grupo el Profesor Cerezo Galan (Marin Boscé, 1987, Cerezo
Gonzalez, 2003) en las que la linea de trabajo se proyecto y continud en el &mbito de
desarrollo de formas farmacéuticas de liberacién modificada, a la que hoy, con esta
memoria de Tesis doctoral, realizada al amparo del Grupo CTS-121, del que es
responsable la Profesora Rodriguez Galan, se da continuidad.

Las formas farmacéuticas o galénicas de liberacién modificada constituyen un sector
en alza y en la actualidad representan aproximadamente el 20% del total del
comercio, siendo las destinadas a la via oral las mas solicitadas y estudiadas en razon
de su buena aceptabilidad por el paciente. Sea a través de cambios en la formulacién
y/o en el método de fabricacion, se pretende alterar la velocidad y/o el tiempo y/o el
lugar de liberacion del farmaco, con el objetivo de alcanzar niveles terapéuticos del
farmaco en el lugar de accion y mantenerlos a lo largo del tratamiento (Ding et al.,
2002). Como consecuencia, se hacen necesarios sistemas o dispositivos capaces de
inducir y controlar estas alteraciones en la liberacion, cuyos mecanismos son
variados, como hemos discutido en la introduccion de esta memoria, pero que en
esencia descansan en dos pilares fundamentales; uno de caracter material, constituido
por las sustancias cuya presencia en la formulacion modifica la liberacion del
farmaco; y otro de caracter cognitivo, relativo al conocimiento en profundidad de los
mecanismo de control, y al desarrollo de modelos que expliquen adecuadamente los
perfiles de liberacion obtenidos con los nuevos sistemas.

Respecto del pilar material de la liberacion modificada, resulta hoy dia evidente que

el concepto de excipiente (de excipere, recibir, segun Le Hir, 1997), interpretado
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ancestralmente como simple sustancia inerte con funcion de recibir o dar acogida al
principio activo, ha mutado, y a sus fundamentales funciones de facilitar la
administracion de los principios activos y asegurar su conservacion hasta la fecha
limite de utilizacion, suma la de mejorar la eficacia del principio activo. Es decir, el
concepto de excipiente utilizado como simple vehiculo o diluyente del principio
activo cambio y hoy se considera como algo vivo -calificativo que adjudico Del Pozo
a Steiger-Trippi (Steiger-Trippi, 1962) en la frase “componente vivo del
medicamento”-, porque puede, por su naturaleza, modificar profundamente la
absorcion, la actividad e incluso la toxicidad del principio activo (Del Pozo, 1967;
Rochat y Verain, 1983).

Por su parte, el conocimiento de los mecanismos implicados en el transporte de masa
que tiene lugar en la liberacién de un farmaco ha sido, y es, uno de los campos de
trabajo fundamentales del galénico, siendo, sin duda, un fenémeno dificil de explicar
con una base racional y cientifica, como hemos discutido en la introduccion de esta
memoria. La necesidad de contar con modelos capaces de ajustar los perfiles de
liberacion de forma adecuada, tiene interés teorico, pero sobretodo préctico, tanto
para la investigacion de nuevos sistemas de liberacion basados en el conocimiento de
los mecanismos por los que esta se rige, como para el desarrollo de nuevas

estrategias para la comparacion de resultados de ensayos de liberacion in vitro.

Con lo relatado en parrafos precedentes hemos sentado las bases de los objetivos
fijados y perseguidos en esta Tesis: la obtencion de preparados o sistemas que sirvan
como productos intermedios en la elaboracion de formas farmacéuticas de liberacion
modificada, mediante formacion de productos de interaccion (o complejos) principio
activo-excipiente, cuyo comportamiento nos servirdn para comprobar la validez de
un nuevo modelo mecanicista para el ajuste de cinéticas de liberacidn, propuesto en

esta memoria.
El principio activo seleccionado, acido 5-amino salicilico, es el farmaco de eleccion

en el tratamiento de mantenimiento de un grupo de patologias que se engloban en la

denominacion enfermedad inflamatoria intestinal, y que en esencia consisten en una
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inflamacién crénica o recidivante del interior del tracto gastrointestinal, afectando
principalmente al intestino grueso. El farmaco se administra por via oral y rectal,
siendo preferente la primera, en forma de comprimidos y microgranulos recubiertos.
El control de la liberacion no es éptimo y parte sustancial de la dosis administrada
(entre el 20 y el 50 %) es absorbida antes de alcanzar el lugar de accién. Como
hemos discutido en la introduccion, el desarrollo galénico de formas de liberacion
colon especificas se plantea como imprescindible para la mejora del tratamiento de la
enfermedad. Los sistemas existentes hasta la fecha para la administracién oral sitio-
especifica del farmaco presentan distintas limitaciones que hacen necesaria la
investigacion y desarrollo de nuevas estrategias y sistemas. Fue precisamente esto
ultimo lo que suscit6 nuestra curiosidad y forjo el reto que nos planteamos en primer

lugar: el desarrollo de sistemas de liberacion modificada del &cido 5-amino salicilico.

El excipiente elegido (halloysita) es una arcilla estructuralmente similar al kaolin,
pero cuya morfologia en tubos la hace susceptible de empleo en liberacién
modificada, como ha sido puesto de manifiesto recientemente (Levis y Deasy, 2002,
2003; Kelly et al., 2004; Byrne y Deasy, 2005). Las razones de su eleccion han sido,
ademas, la experiencia previa de nuestro grupo con este tipo de materiales (Tesis
doctorales de Viseras Iborra, 1997; Cerezo Gonzélez, 2003 y Aguzzi, 2005), y
trabajos en los que se ha puesto de manifiesto un efecto farmacolégico por parte de
algunas arcillas de estructura similar en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal (Gonzalez, et al., 2004), lo que permite aventurar la posibilidad de efecto

sinérgico con el farmaco soportado.

Los productos resultantes de la interaccion de principio activo y excipiente, bajo la
consideracion de preparados galénicos o sistemas de liberacion modificada del
farmaco; como tales productos intermedios, fueron sometidos a la correspondiente
caracterizacion preformulativa, y empleados como prototipos para la aplicacion
experimental del modelo de ajuste de datos de liberacion propuesto.
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El planteamiento y desarrollo del trabajo pueden esquematizarse en apartados

netamente diferenciados, a saber:

I. El desarrollo y disefio de una nueva formulacion implica la seleccion previa de los
constituyentes y va precedido del estudio de preformulacion, cuyo cometido es el
conocimiento de determinadas propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas. Es
por ello que en el planteamiento de nuestro trabajo el primer objetivo haya sido la
caracterizacion de los componentes, principio activo (propiedades fisicas, texturales
y estabilidad) y excipiente (composicion, caracteristicas fisicas, comportamiento

térmico, etc.).

I1. El estudio de los procesos de retencion y liberacién (mediante las metodologias
apropiadas) y la caracterizacion de ambos mediante un modelo matematico planteado
al efecto, cuya base tedrica se asienta en la hipotesis de que el proceso global de
retencion (y de liberacion) es el resultado de procesos sencillos de adsorcion-

desorcion.

I11. La caracterizacion de los productos de interaccion (entendidos como productos
farmaceéuticos intermedios), mediante los ensayos adecuados, servira de fuente de
informacién sobre la bondad del modelo propuesto, corroborando sus hipdtesis e
informéandonos, ademas, del tipo de enlace, posicion y forma en que se encuentra la

molécula de farmaco en la union al excipiente.

IV. El estudio de las cinéticas de disolucién del farmaco soportado en el excipiente,
permitird concluir acerca de los procesos cinéticos y mecanismos de liberacién, con
el doble objetivo de discernir sobre la bondad del modelo propuesto en esta memoria
en comparacion con otras ecuaciones ampliamente usadas para el ajuste de cinéticas
de liberacion, y de conocer las posibilidades de empleo de los productos obtenidos en
la elaboracion de formas farmacéuticas de liberacion modificada del farmaco.
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I11.1. MATERIALES

e Acido 5-aminosalicilico (5-ASA) (Sigma Aldrich, Espaiia).

e Halloysita (HLC), muestra procedente de yacimiento en Zaragoza, facilitada
por el Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad de Granada,
sometida a pulverizacién (Molino Ika®-Werke M20, GMBH & Co. KG,
Alemania) y tamizacion para separar la fraccion granulométrica entre 125 y
250 um. La fraccion granulométrica seleccionada se seco en estufa a 60°C

hasta peso constante (variacién de masa en 24 h < 0,01%).

111.2. METODOS

111.2.1. CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS

111.2.1.1. PRINCIPIO ACTIVO

111.2.1.1.1. Difraccion de Rayos X

El difractograma de rayos X del firmaco se obtuvo empleando un difractometro
Philips®PW 1710 (Philips, Holanda), dotado de rendija automatica, radiacion CuKa
y monocromador de grafito. Se explor6 la zona comprendida entre 3-40° 20, a una
velocidad de exploracion de 6°minuto, voltaje 40 KV, sensibilidad 1 X 103,
intensidad 40 MA y tiempo constante 2s. Los datos de difractometria se registraron y

analizaron con ayuda del programa XPOWDER®™ (Martin Ramos, 2006).
111.2.1.1.2. Espectroscopia de Infrarrojos

Se empled un espectrometro de infrarrojos por transformada de Fourier modelo

Nicolet 20 SXB (Nicolet Analitical Instrumens, USA), con programa OMNIC
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version 1.1. Los espectros se obtuvieron en la zona del infrarrojo medio (4000 — 400

cm™), usando la técnica de comprimido de BrK, y con una resolucién de 0.5 cm’™.
111.2.1.1.3. Analisis Térmico

Se establecio la pérdida de peso de cantidades conocidas de muestra mediante un
analizador termogravimétrico (TG), modelo TGA-50H (Shimadzu® Corp., Japon), en
atmosfera de aire y a una velocidad de calentamiento de 10 °C/minuto. El intervalo

de calentamiento de las muestras fue de 20 — 500 °C.
111.2.1.1.4. Analisis Morfologico

La muestra de farmaco se montd en una rejilla de aluminio para microscopia
electronica de barrido y se cubrid por una pelicula de carbon. Se examin6 con un
microscopio electronico de tipo FESEM, marca LEO, mod. GEMINI-1530 (Centro

de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada).
111.2.1.1.5. Espectroscopia de Ultravioleta

Se prepararon soluciones de concentracion conocida del farmaco en H,O purificada,
HC1 0.1 N y NaOH 0.1 N, llevando a cabo barridos espectrales en la zona del UV
(Espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 25, Alemania), con objeto de
determinar los maximos de absorcion. Para las longitudes de onda de maxima
absorcion se construyeron las correspondientes curvas de Ringbom (100-%T vs. log
C), que permitieron calcular las rectas de calibracion y sus coeficientes de

correlacion, asi como determinar los limites de deteccion maximo y minimo.
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111.2.1.1.6. Estudios de Estabilidad

111.2.1.1.6.1. Espectroscopia de Ultravioleta

Se emplearon soluciones de farmaco (50 ppm) en H,O purificada, HCI 0.1 N y
NaOH 0.1 N. Las soluciones se mantuvieron en matraces de 50 mL, en ausencia de
luz, a temperatura y humedad ambiente, llevando a cabo un seguimiento
espectrofotométrico de cada solucion mediante barridos en la zona del UV
(Espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 25, Alemania) en intervalos

semanales durante 3 meses. Cada ensayo se hizo por triplicado.

111.2.1.1.6.2. Resonancia Magnética Nuclear

Se disolvieron 200 mg de 5-ASA en 1 litro de H,O purificada, HC1 0.1 N y NaOH
0.1 N, asi como en 1 litro de tampon fosfato pH 6.8 (USP 31, 2008). Se mantuvieron
las soluciones en vasos de precipitado tapados con papel de filtro para permitir la
evaporacion durante un mes. Transcurrido ese tiempo se recogieron los precipitados,
se pulverizaron y tuvieron en estufa a 40°C (Nahita, modelo XMT C-7000) durante
24 horas. Posteriormente se pusieron en contacto con dimetilsulfoxido y se
estudiaron con resonancia magnética nuclear de protones (RNM, Bruker AM-300,
Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada). Los resultados

se compararon con los obtenidos para el farmaco sin tratar.

111.2.1.2. HALLOYSITA

111.2.1.2.1. Difraccién de rayos X

El analisis mineralogico se realizé con el mismo dispositivo y condiciones de medida
a las descritas en el apartado III.2.1.1.1. Esta técnica nos permite determinar
cualitativamente la composicion mineral de una muestra natural. La muestra original
de HLC fue tamizada en columna para seleccionar tres fracciones granulométricas.

>250 pum, 125-250 um y <125 pum, con objeto de determinar si la seleccion de la
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fraccion granulomética 125-250 pum inducia alguna discriminacion de fases

minerales.
111.2.1.2.2. Espectroscopia de Infrarrojos

Se realiz6 con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.1.2.
111.2.1.2.3. Analisis Térmico

Se realizé con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.1.3.
111.2.1.2.4. Andlisis Morfologico

El FESEM se realiz6 con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las

descritas en el apartado I11.2.1.1.4.
111.2.1.2.5. Porosimetria de Mercurio

La porosidad absoluta, asi como el tipo y numero de poros de la muestra de arcilla se
determind mediante porosimetria de mercurio, empleando un dispositivo
Micromeritics® 9310 Autopore III (Departamento de Mineralogia, Universidad de
Granada). Las medidas fueron realizadas en muestras de polvo desecadas en estufa a
80 °C hasta peso constante, tomando 250 mg, y usando un penetrometro de 5 cm’. Se
usaron presiones de intrusion entre 0.5 and 60000 psi (414 MPa), correspondientes a
diametros de poro entre 360 y 0.006 um, tomando medidas de forma automatica cada

10 s, tanto en la subida, como en la bajada de presion.
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111.2.1.2.6. Adsorcion de Nitrdgeno

Se obtuvo una isoterma de adsorcién de nitrogeno a 77K, empleando un equipo
automatico Quantachrome®, modelo Autosorb-1 del Departamento de Quimica
Inorganica de la Universidad de Badajoz. La utilizacion de las ecuaciones de BET y
de DR (programadas en el equipo mencionado) permitié calcular el volumen de

microporos, volumen de mesoporos y superficie accesible al nitrogeno (SBET).
111.2.1.2.7. Capacidad de Intercambio Cationico

Se dispers6 1 g de HLC en 25 mL de soluciéon acuosas de bromuro de
tetrametilamonio 1 M, con el objetivo de desplazar completamente los cationes
interlaminares de la arcilla. La dispersion se mantuvo agitando a 50 rpm durante 12
horas a temperatura ambiente. Se filtro y el sobrenadante se diluydé con agua
destilada hasta 100 mL. En la solucion se determinaron los cationes por
espectroscopia de absorcion atomica (Na™, Ca’" e Mg”") o de emisién atomica (K')
usando un espectrofotometro Perkin Elmer mod. 5100 (USA). Como blanco se
prepard una solucion de idéntica composicion, excepto por la presencia de la arcilla.
La capacidad de intercambio cationico (CEC) de la muestra de HLC se calculé como

la suma de los cationes, expresandola en meq/100 g de HLC.

111.2.2. PRODUCTOS DE INTERACCION 5-ASA-HLC

111.2.2.1. RETENCION DE 5-ASA POR HLC

111.2.2.1.1. Cinética

Los ensayos cinéticos de adsorcion se llevaron a cabo suspendiendo 5 g de HLC en
500 mL de solucién acuosa de 5-ASA (Cy, 200 ppm). Las suspensiones fueron
agitadas a 100 rpm durante 24h empleando un dispositivo para ensayos de disolucion
(Sotax”®, modelo AT7, Espafia), equipado con el aparato tipo II de la USP. Los

ensayos se llevaron a cabo a diferentes temperaturas (30, 35, 40 y 45 °C £ 0,1 °C),
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tomando muestras a tiempos previamente establecidos mediante una bomba
peristaltica acoplada al sistema, y determinando en ellas la concentracion de farmaco
(C), usando un espectrofotometro (Perkin Elmer”®, Lambda 25, Alemania) a 297 nm.
La cantidad de farmaco retenido se calcul6 como la diferencia entre la concentracion
de farmaco inicial (Cy) y la residual (C). Las isotermas cinéticas se construyeron

representando la concentracioén de farmaco retenida (ppm) frente al tiempo.
111.2.2.1.2. Equilibrio

Se suspendieron 250 mg de HLC en 25 mL de soluciones acuosa de 5-ASA de
concentraciones iniciales (Cp) crecientes en el intervalo 0-200 ppm, empleando
frascos de 25 mL de vidrio Pyrex"™. Los frascos fueron agitados durante una semana
a 150 rpm en un bafio termostatico a diferentes temperaturas (15, 25, 35 y 45 °C +
0,1 °C). Este periodo de tiempo fue suficiente para asegurar que se alcanzaba el
equilibrio entre el 5-ASA adsorbido y el 5-ASA en solucion. Tras la agitacion, se
determind mediante espectroscopia UV a 297 nm (Perkin Elmer®, Lambda 25,
Alemania) la concentracion de farmaco en el sobrenadante (C). La diferencia entre la
concentracion inicial (Co) y la final (C) permitio6 el calculo de la cantidad de 5-ASA
retenido por gramo de HLC. Se emplearon “blancos” sin 5-ASA para cada serie de

experimentos. Se hicieron, al menos, tres réplicas de cada experiencia.

Las isotermas cinéticas y de equilibrio fueron ajustadas de acuerdo con el modelo

propuesto en esta Tesis (véase apartado IV.2.1).

111.2.2.2. ELABORACION DE PRODUCTOS DE INTERACCION 5-ASA-
HLC

Los productos de interaccion 5-ASA-HLC se prepararon suspendiendo 5 g de arcilla
en 500 mL de solucidon acuosa de 5-ASA (Cy, 200 ppm), empleando un dispositivo
de disolucion (Sotax®™, AT7, Espaiia) equipado con el aparato de disolucion USP tipo
II. Se agitaron a 100 rpm durante 24 h, a 30, 35, 40 y 45 °C £ 0,1 °C. Una vez

transcurrido este tiempo, se recogia el complejo por decantacion y posterior
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filtracion, para posteriormente secarlo en estufa a 60 °C durante 24 h. Se elaboraron,
asimismo, mezclas fisicas con la misma relacion M/M que los sistemas obtenidos por

intercalacion, empleando un mortero y el método de las diluciones seriadas.

La Tabla III.2.1. recoge los preparados obtenidos en funcidon de la temperatura de

preparacion, con las denominaciones abreviadas que emplearemos mas adelante.

Tabla 111.2.1. Preparados obtenidos por interaccion del farmaco con el soporte a las diferentes

temperaturas, con indicacion de su nombre abreviado.

Temperatura Producto de interaccion
30°C 5-ASA-HLC-30
35°C 5-ASA-HLC-35
40°C 5-ASA-HLC-40
45°C 5-ASA-HLC-45

111.2.2.3. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE INTERACCION

111.2.2.3.1. Difraccion de Rayos X

Se realiz6 con el mismo dispositivo y condiciones de medida descritas en el apartado

I1.2.1.1.1.

111.2.2.3.2. Espectroscopia de Infrarrojos

Se realizd con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.1.2.

111.2.2.3.3. Analisis Térmico

Se realizd con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.1.3.
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111.2.2.3.4. Microscopia Electrénica
111.2.2.3.4.1. FESEM

Se realiz6 con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.1.4.
111.2.2.3.4.2. HREM y X-EDS

Las muestras se deshidrataron con etanol absoluto, y posteriormente se embebieron
durante 2 h en una mezcla de etanol y resina epoxy para microscopia (EMbed 812,
EMS Ltd., Reino Unido), para acabar incluyéndolas en resina pura. Transcurridas 24
h, se llevo a cabo una polimerizacion mediante calentamiento a 37 °C, durante 24 h,
elevando la temperatura a 70 °C y dejando pasar otras 24 h. Los bloques
polimerizados de las muestras embebidas en resina se cortaron en laminas ultrafinas
de 900 A de espesor usando un ultramicrotomo (Reichert UltraCut S®, Reichert
Analytical Instruments, Ltd., USA), procurando que los tubos de HLC estuviesen
orientados perpendicularmente al plano de corte. Las ldminas fueron depositadas en
rejillas de cobre para microscopia de transmision (300-mesh copper grids, Neyco,
Francia). Se procedi6 a tintar las muestras para poder determinar el farmaco
mediante dispersion de rayos X. Para ello, se depositdé en cada rejilla una gota de
solucion de acetato de uranilo (2 % M/V), durante 1 minuto. El exceso de agente de
tincion se retird absorbiéndolo con papel de filtro. Por Gltimo, se cubrieron las rejillas
con una pelicula de carbono, para su observacion al microscopio electronico. Se
utilizo un microscopio electronico (STEM PHILIPS® CM20, Alemania), acoplado
con un sistema de analisis por rayos X (X-ray Energy Dispersive Spectrometer®,

EDAX, Japon).
111.2.2.3.5. Porosimetria de Mercurio

Se realizd con el mismo dispositivo y condiciones de medida a las descritas en el

apartado I11.2.1.2.5.
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111.2.2.4. LIBERACION DEL PRINCIPIO ACTIVO DESDE LOS
PRODUCTOS DE INTERACCION

111.2.2.4.1. Ensayos de Liberacion

Se siguid el procedimiento y dispositivo propuesto por la Farmacopea (EP 6.0,
2008). Se dispersaron 2 g de muestra (aprox. 8 mg de 5-ASA) en 700 mL de medio
de disolucion agitando a 50 rpm, durante 8 horas a 37 °C, usando un dispositivo de
disolucion tipo paletas (Sotax®, AT7, Espana). Los medios de disolucién usados
fueron agua purificada, solucion de HCI (0.1 N) y tampoén fosfato pH 6.8 (HC1 0.1 N:
Na3P04 0.2 M, 3:1) (EP 6.0, 2008). Los ensayos fueron realizados en cada uno de los
medios por separado, asi como con cambio de pH. En este tltimo caso, se partié de
525 mL de solucion de HCI (0.1 N), para transcurridas 2 h, afiadir 125 mL de una
soluciéon de Naz;PO4 (0.2 M), que elevaba el pH hasta 6.8 (siguiendo el método
descrito en Farmacopea, para los ensayos de formas farmacéuticas gastrorresistentes
(EP 6.0, 2008)). A tiempos predeterminados se tomaron alicuotas (2 mL) del medio
de disolucion empleando una bomba de pistones (Sotax®, modelo CY 7-50), que se
recogieron en tubos de ensayo, con ayuda de un muestreador de fracciones (Sotax®,
modelo C613) para su posterior analisis. Una vez analizada la concentracion, las
cantidades acumulativas de farmaco liberado a tiempo t (Qt) se calcularon de

acuerdo con:

t—1
Qt :VmCt + Zvaci

i=0

donde Vy, y C; son el volumen de medio y concentracion de farmaco a tiempo t, y V,

y C; el volumen de la alicuota y concentracion de farmaco a tiempo i (i <t).
111.2.2.4.1.1. Andlisis del Farmaco Liberado

Las alicuotas obtenidas en el ensayo de liberacion se filtraron con filtros Millipore®

de 0.45 um. El analisis de las muestras se realiz6 usando un equipo HPLC (Perkin
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Elmer® serie 200B/250, Alemania), con automuestrador (Perkin Elmer® serie 200LC,
Alemania), acoplado a un espectrofotometro diodo array UV-Vis (Perkin Elmer”,
Alemania). Se us6 una columna C18, 5 pm, 25 X 0.46 cm (Kromasil®, modelo 100,
Teknokroma, Espafia) termostatada a 25 °C (Perkin Elmer” column oven, modelo
S200, Alemania). El registro y analisis de los cromatogramas se llevé a cabo con la

ayuda del programa TotalCrohm WS 6.2 (Perkin Elmer®, Alemania).

De acuerdo con Cendrowska y colaboradores, los analisis se llevaron a cabo usando
como fase movil una mezcla de CH3COOH 0.5 % (V/V):acetonitrilo en proporcion
volumétrica 78:22; velocidad de flujo de 1 mL / min; volumen de inyeccion de 20 pl;
y longitud de onda del detector a 297 nm. Tiempo de andlisis de 5 min (Cendrowska

et al., 1990).

La concentracion de 5-ASA se calculo a partir de las rectas de calibracion obtenidas
analizando soluciones de farmaco de concentracion conocida (5-100 pg/mL) en los

dos medios usados en los ensayos de liberacion.

Se determinaron las siguientes caracteristicas analiticas del método (ICH, 1995, USP

31, 2008):

* Linealidad: capacidad del método de generar resultados que sean proporcionales
(directamente o mediante transformaciones matematicas bien definidas) a la

concentracion de farmaco en un intervalo dado de validez.

« Limite de deteccion (LD): concentracion menor de farmaco que puede ser
identificada, atin cuando no sea cuantificable en las condiciones establecidas. Se
expresa habitualmente en las mismas unidades usadas para la concentracion del
farmaco. Las lineas guia de la ICH prevén, cuando el método tiene ruido de fondo,
que se confronten las sefiales de muestras que contengan concentraciones bajas y

conocidas de fArmaco con otras muestras correspondientes a blancos.
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El limite de deteccion se correspondera a la concentraciéon que alcanza una relacion

sefial : ruido de 3:1 (o 2:1), de acuerdo con:

LD=H/h

donde H es la altura del pico del farmaco y h es la mayor fluctuacion (en valor

absoluto) de la linea base del cromatograma del blanco.

« Limite cuantificable (LC): minima cantidad de farmaco que puede determinarse
con suficiente precision y exactitud en las condiciones experimentales de trabajo. Se
expresa habitualmente en las mismas unidades usadas para la concentracion del
farmaco. El limite de cuantificacion se correspondera a la concentracion que alcanza

una relacion sefal : ruido de 10:1, de acuerdo con:

LC=H/h

donde H es la altura del pico del farmaco y h es la mayor fluctuaciéon (en valor

absoluto) de la linea base del cromatograma del blanco.

* Repetibilidad: se obtiene para un mismo operador, en un mismo laboratorio, con el
mismo dispositivo y en un espacio de tiempo breve. Las lineas guia ICH
recomiendan que se lleven a cabo un minimo de 9 medidas en el intervalo

especificado en el método (ejemplo: 3 réplicas de 3 concentraciones distintas).

« Exactitud: grado de afinidad entre los resultados y el valor verdadero, o aceptado
como tal, en el intervalo de validez especificado por el método. Se puede calcular
como porcentaje de recuperacion del farmaco desde muestras con cantidades
conocidas. Las recomendaciones de las lineas guia ICH son las mismas que para el

punto anterior.
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« Factor de cola (T): es una medida de la simetria del pico. Es igual a 1 cuando el
pico es perfectamente simétrico, y su valor aumenta al disminuir la simetria (Figura

1.2.1).

T= W0_05/2f

Frente del pico Cola del pico Wy 0s: anchura del pico al

r

5% de su altura

f: distancia entre el apice

y el frente del pico

)
0.05h

- 4

Apice del pico

Fig. 111.2.1. Calculo del factor de cola.

« Factor de capacidad (K"): es una medida del tiempo que es retenido el farmaco en
la columna. Es igual a la diferencia entre el tiempo de retencion del farmaco y el de
una sustancia no retenida, todo dividido por el tiempo de retencion de la sustancia no

retenida (Figura I11.2.2.).

El uso del factor de capacidad es preferible al del tiempo de retencion, dado que es
menos sensible a las fluctuaciones cromatograficas (tales como la velocidad de flujo)

y por tanto asegura una mayor reproducibilidad de los ensayos.
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Fig. 111.2.2. Calculo del factor de capacidad.
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« Eficiencia de la columna: es un indice de la finura del pico, esencial para la
determinacion de compuestos en concentracion muy baja. Se expresa como el
nimero de platos teéricos (N) de la columna (Figura II1.2.3.). Debe especificarse, en

particular cuando en el cromatograma aparece tan s6lo un pico de interés.

N = 5,54 (t / W,)2 ‘
[0}
N =16 (t/ Wy)? "’

Sustancia no retenida

- am . o am o a

Start
o e e e e m e m - — -

e

—p  TIEMPO

Fig. 111.2.3. Calculo del niimero de platos tedricos.

El valor de N depende de la naturaleza del farmaco y de las condiciones operativas,
como velocidad de flujo de la fase movil, temperatura, calidad e uniformidad del

relleno de la columna, etc.

111.2.2.4.2. Ajuste de Datos de Liberacion

Los datos experimentales de liberacion de 5-ASA desde los preparados con HLC
fueron ajustados empleando las siguientes ecuaciones: orden cero, orden uno,
modelo de Higuchi (de la raiz cuadrada), modelo de Hixson-Crowell (de la raiz
ctbica), modelo de Peppas, modelo de Peppas y Sahlin, modelo de Weibull, asi
como con la ecuacion correspondiente al modelo propuesto en esta Tesis y descrito

en el apartado IV.2.1.
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IV.1. CARACTERISTICAS DE LAS MATERIAS
PRIMAS

Los resultados de caracterizacion de las materias primas han sido publicados en parte
en los trabajos que forman parte de los apartados IV.2.2. y IV.2.3., de forma que con
objeto de no ser repetitivos, en este apartado se recogen tan sélo aquellos resultados
de la caracterizacion que no han formado parte de estas publicaciones, remitiéndonos

a ellas para la exposicion y discusion del resto.

IV.1.1. PRINCIPIO ACTIVO

IV.1.1.1. DIFRACCION DE RAYOS X

Todo compuesto cristalino produce un patréon caracteristico de difraccion de rayos X.
Estos patrones, muy utiles con fines de identificacion, también lo son para analisis
cuantitativos de mezclas soélidas, y para clasificacion de formas polimorfas y
solvatadas de distintos principios activos. Del difractograma del 5-ASA (Figura

IV.1.) se deduce que se trata de un compuesto bastante bien cristalizado.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
2-theta

Fig. IV.1. Difractograma de rayos X del 5-ASA.
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La comparacion de las posiciones de las reflexiones de nuestro difractograma con las
publicadas para el farmaco (Dash y Brittain, 1998), permite concluir que se trata de
5-ASA de elevada pureza, dado que no se observan reflexiones distintas a las

descritas para este compuesto.

IV.1.1.2. ESPECTROSCOPIA DE ULTRAVIOLETA

Los barridos espectrales llevados a cabo hicieron aconsejable la seleccion de tres
valores de longitud de onda: 223, 297 y 327 nm. Las medidas de absorbancia para la
determinacion de las rectas de calibracion, en cualquiera de los medios, se llevaron a

cabo a esas tres longitudes de onda (Figura IV.2.).

Absorbancia

200 250 300 350 400
A (nm)

Fig. 1V.2. Barridos espectrales del 5-ASA (50 ppm) en los medios considerados.

La Figura IV.3. presenta las curvas de Ringbom correspondientes a cada uno de los
medios empleados, para las tres longitudes de onda de estudio. Como sucede para la
mayoria de los casos, las curvas de Ringbom tienen forma de S, y en ellas la parte
lineal se corresponde con el intervalo de concentraciones Optimo (intervalo que
presenta una relacion lineal entre absorbancia y concentracion). Asimismo, los
puntos de interseccion del tramo intermedio (recto) con la zona inferior y superior
permitieron determinar los valores de limite de deteccion minimo y maximo,

respectivamente (5-100 ppm).
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Fig. 1V.3. Curvas de Ringbom obtenidas en los tres medios y longitudes de onda seleccionadas.

Con los datos obtenidos a partir de cada curva de Ringbom se procedi6 a construir
las correspondientes rectas de calibracion, previo ajuste de los datos por minimos

cuadrados y revisando que el coeficiente de correlacion es estadisticamente
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La representacion grafica de las rectas de calibracion aparece en la Figura IV .4.,
mientras que las correspondientes ecuaciones de las rectas y coeficientes de
correlacion estan recogidos en la Tabla IV.I. Se calculd para cada valor experimental
el correspondiente error relativo, obteniendo valores inferiores al 10% en todos los

puntos.

Tabla IV.1. Ecuaciones de las rectas de calibracion en los tres medios y longitudes de onda objeto de

estudio (C = concentracion; A = absorbancia).

Medio 223 nm 297 nm 327 nm
WO C=19,266A - 2,3346 C =48,279A + 1,9879 C=426,67A - 42,299
2 R2=0,999 R?=0,9991 R? =0,9967
C=22,786A - 0,1851 C=43,117A - 1,395 C =467,82A+ 1,383
HCI0.1N
R*=10,9968 R*=10,9976 R*=10,9933
C=18,83A-0,1127 C=92,322A -2,3317 C=45981A-0,526
NaOH 0.1 N s , R
R?=0,9991 R%=0,9969 R?=0,9964
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Fig. IV.4. Rectas de calibracion en los tres medios y longitudes de onda seleccionadas.
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IV.1.1.3. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

IV.1.1.3.1. Espectroscopia de Ultravioleta

En la Figura IV.5. se presentan los barridos espectrales de las soluciones de 5-ASA
sometidas a ensayos de estabilidad en agua, HCI 0.1 N y NaOH 0.1 N. En agua y
medio 4cido, no se observan cambios significativos con el paso del tiempo; aparece
un maximo principal de absorcion a 297 nm, distinguiéndose un segundo méaximo a

223 nm.

El comportamiento en medio bésico es sustancialmente distinto. Con el paso del
tiempo se observa un descenso del maximo de absorbancia a 327 nm, acompafiado
de un aumento en la zona de 270 nm. El segundo maximo que aparecia en torno a

223 nm esta presente en los barridos iniciales, tendiendo a desaparecer con el tiempo.

A la vista de los cambios observados en los barridos espectrales de las soluciones a
pH basico, se procedio a completar el estudio de estabilidad, precipitando el farmaco
en soluciones basicas (NaOH 0.1 N y tampoén de pH 6.8), asi como en agua y HCI
0.1 N, a efectos comparativos, estudiando los so6lidos obtenidos con resonancia

magnética nuclear (apartado siguiente).
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Fig. 1V.5. Barridos espectrales a distintos tiempos de la solucion de 5-ASA en los tres medios

estudiados.
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1V.1.1.3.2. Resonancia Magnética Nuclear

La Figura IV.6a. presenta el espectro unidimensional de '"H-RMN de la muestra de 5-
ASA. Las muestras disueltas y precipitadas en agua, HC1 0.1 N y tampon fosfato pH
6.8 no mostraron diferencias significativas respecto al espectro original, en el que se
observan las bandas de resonancia de los protones asociados a los grupos -OH, -NH,,
y -COOH, asi como las bandas correspondientes a los protones del anillo aromatico

en correspondencia con lo descrito en bibliografia (Dash y Brittain, 1998).

] [ |
Y
leJWLMUMQL*—v/W 'i'\.w,glyv‘ n\}l- :u.../”“]w

Fig. IV.6. Espectro 1H-RMN del 5-ASA: A) farmaco sin tratar, B) formaco precipitado en una
solucion de NaOH 0.1 N.
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En la muestra precipitada en NaOH 0.1 N, si se observaron cambios (Figura IV.6B.),

asociados a la polimerizacion de la molécula del farmaco por oxidacion (Jensen et

al., 1992).

IV.1.2. HALLOYSITA

IV.1.2.1. DIFRACCION DE RAYOS X

La Figura VI.7. presenta los difractogramas llevados a cabo a las tres fracciones

granulométricas seleccionadas. La muestra es rica en Halloysita, siendo una mezcla

de la forma hidratada (10 A) y deshidratada (7 A). Las fases minoritarias son gibbsita
(Al(OH)3), cuarzo y alunita (KAl (OH)e(S04)2). No hay diferencias asociadas a la

seleccion granulométrica.
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Fig. IV.7. Patrones de difraccion de tres fracciones granulométricas de HLC: > 250 pum (rojo), 125-

250 um (verde), < 125 um (azul).
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Como se discutio en la introduccion, es frecuente que la halloysita aparezca en forma
de mezclas conteniendo tanto la forma deshidratada (7 A), como la hidratada, con un

espaciado basal de 10 A, correspondiente a el de la forma deshidrata (7 A) maés el

espacio ocupado por una monocapa de moléculas de agua (= 3 A).
IV.1.2.2. ADSORCION DE NITROGENO

La isoterma de adsorcion de nitrogeno a 77K por HLC se representa en la Figura

IV.8.

80
—V (Total)
= 60 1 + V (mL gas CNPT/g)
=
o
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O
@ 40 +
o
|
E
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Fig. 1V.8. Isoterma de adsorcion de nitrogeno por HLC (77 K).

La interpretacion correcta de las isotermas de adsorcion se suele realizar a partir de
ecuaciones matematicas que definen el proceso y que derivan directamente de un
modelo fisico del sistema de adsorcion-desorcion que se ha postulado como hipotesis
de trabajo a partir de los resultados de observaciones experimentales previas.
Naturalmente cualquier ecuacion propuesta debe definir la isoterma de equilibrio de

adsorcion-desorcion en su totalidad, lo que no suele ocurrir en la mayoria de los

Casos.

La primera ecuacion de una isoterma digna de mencion es la denominada ecuaciéon

empirica de Freundlich (Freundlich, 1926), aunque pronto adquirieron mayor
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importancia las ecuaciones de Langmuir (Langmuir, 1918), Eucken (Eucken, 1914) y

la de Polanyi (Polanyi, 1914, 1916), surgidas durante la Primera Guerra Mundial.

La ecuacion de Langmuir es el resultado de un planteamiento cinético que supone
que la adsorcién evoluciona hacia la formacién, sobre una superficie homogénea, de
una sola monocapa localizada de moléculas adsorbidas, entre las que no existen
interacciones laterales significativas (Langmuir, 1916, 1918). Pero no considera la
adsorcion en monocapa localizada sobre superficies energéticamente heterogéneas
y/o en multicapa, procesos que son mucho mas numerosos. Por ello, pronto se

buscaron otras ecuaciones mas generales.

Entre los intentos de encontrar un modelo adecuado para describir las isotermas
resultantes de los procesos de adsorcion en multicapa se debe sefialar la ecuacion de
BET (Brunauer, Emmett y Teller) (Brunauer et al., 1938), que, en general, de manera
sistemdtica se desvia negativamente en la zona de presiones muy bajas y
positivamente en la de altas presiones (debido al llenado de los microporos). Con el
objeto de corregir estas desviaciones, pronto surgieron nuevas ecuaciones derivadas
de la misma, la mayoria de las cuales no encontraron suficiente aceptacion. Incluso el
propio Brunauer y otros, propusieron en 1940 la ecuacion conocida como de BDDT

(Brunauer, Deming, Deming y Teller) (Faust y Aly, 1987; Sing et al., 1985).

Tanto la teoria de Langmuir como la de BET consideran que el solido adsorbente
tiene un “area superficial” definida, la cual constituye un pardmetro esencial en la
caracterizacion macroscopica de los adsorbentes (especialmente de los
macroporosos). Sin embargo, en los s6lidos microporosos se asume que el parametro
esencial para su caracterizacion es el “volumen de poros”. Esta tltima idea se puede
considerar el punto de partida para llegar a la denominada “teoria del llenado del
volumen de microporos” propuesta por Dubinin y Radushkievich que condujo a la
ecuacion semiempirica que lleva el nombre de estos dos investigadores (Dubinin y

Radushkevich, 1947; Dubinin, 1952, 1975).
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De entre las ecuaciones citadas, se puede afirmar que las mas utilizadas, aun en la
actualidad, son las de BET y de Dubinin-Radushkevich (DR), las cuales permiten

determinar la capacidad de adsorcion del adsorbente, pero:

e no suministran informacion acerca de la energia de los enlaces adsorbente-
adsorbido;

e no permiten definir la isoterma experimental completa (no ajustan los datos
experimentales obtenidos en todo el intervalo de presiones relativas de
equilibrio), lo que, obviamente, restringe grandemente la validez de los

modelos.

La utilizacion de las ecuaciones de BET y de DR (programadas en el equipo
utilizado en nuestros ensayos) ha permitido calcular lo siguiente: Volumen de
microporos, volumen de mesoporos y superficie accesible al nitrégeno (Sggr).

Ecuacion de BET:

n’ B-P B-P-P,
G‘E_ [L-®/P)][t+(B-1) -(P/P)] (P, ~P)[P, +(B-1) - P] (V-1
PR _1,B-1 P (IV.2)
o[1-(P/P,)] B B P,

ecuaciones en las que Py es la presion de saturacion del gas adsorbible (nitrégeno) a
la temperatura de trabajo y B una constante relacionada con la energia de la union
adsorbente-adsorbido. En la préctica, las ecuaciones (IV.1) y (IV.2) se pueden

utilizar también expresadas en funcion de (P/Py).

Ecuacion de Dubinin-Radushkevich (DR):

S 2
0= =exp{—B(RT~ln %j } (IV.3)
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Ecuacion en la que P = Presion de gas, Py = Presion de saturacion del gas, a la

temperatura de trabajo y B = Constante relacionada con la energia de adsorcion.

Mediante estas ecuaciones, y a partir de la isoterma experimental, se obtuvieron los

valores de la Tabla IV.I1.:

Tabla IV.11. Valores de volimenes de poros y superficie especifica de HLC.

Parametro Valor

) 0,011 cm’/g (Volumen adsorbido a P/P°=0,1,
Volumen de microporos )
expresado como liquido)

0,069 cm’/g (Volumen adsorbido a P/P° = 0,95
Volumen de mesoporos menos Volumen adsorbido a P/P°= 0,1,

expresado como liquido)

Superficie BET (Sger) 32,5 m%/g R=0,9998

) 0,018 cm’/g (obtenido por aplicacién de la
Volumen de microporos (W) )
ecuacion DR)

Como es bien sabido, las ecuaciones de BET y de DR so6lo ajustan los resultados
experimentales de la isoterma correspondientes a un determinado intervalo de
valores (bajos) de P/Py. Con el objeto de intentar el ajuste completo de dicha
isoterma se ha considerado que en los procesos de adsorcion de gases por solidos, en
principio se pueden presentar diversas situaciones de las moléculas de adsorbido
“A”, en cada una de las cuales la energia de retencion de dichas moléculas tiene un
valor determinado que varia, y disminuye, desde la situacion en la que la molécula de
adsorbido se encuentra en el interior de un microporo de diametro practicamente
igual a su tamafio (con lo que todo el perimetro de la molécula se encuentra en
contacto con la superficie del s6lido) hasta la correspondiente a la de condensacion
del gas en una situacion que “practicamente” corresponde a un equilibrio gas/liquido.
Cada una de las situaciones seria el resultado de un proceso sencillo de adsorcion-
desorcion representable por una ecuacion estequiométrica sencilla (especialmente si
las moléculas de adsorbible actuian de manera independiente). En la practica, bajo un
punto de vista energético, se puede suponer que el proceso global es el resultado de
no mas de dos procesos sencillos de adsorcion/desorcion y de uno final de

condensacion (en la fase adsorbida) del gas adsorbible. Por ello, generalmente, se

139



Resultados y Discusién

pueden considerar tres situaciones (o procesos sencillos) energéticamente

diferenciadas, que podrian corresponder a:

e Adsorcion en el interior de los microporos.
e Adsorcion en el interior de los mesoporos.
e (Condensacion del gas adsorbido (en los macroporos, en la superficie y/o en el

espacio interparticular).

Suponiendo que los mencionados procesos sencillos de adsorcién/desorcion son de
ordenes igual a la unidad respecto de la presion (P) y de los centros activos
responsables de la adsorcion; y que el de condensacion corresponde a un equilibrio
gas/solido, la ecuacion que define la isoterma experimental se puede escribir en la

forma:

n ., Kipy P nl, K., P
ns — m(1) ci(1) n m(2) ci(2) + A . Pm (IV4)
1+K,, P 14K, P

o bien como:

y=ow B P Voo Rae Py gy 5)
1+Kgq P 1+ K, P

0 COmo:

\V4 K. .-(P/P AV ‘K., - (P/P
V= m(1) ci(l) ( 0) " m(2) ¢i(2) ( 0) +A- (P/Po)m (IV.6)
1+ K (P/Py) 1+ K, - (P/Py)

en la que, n® es el nimero de moles de gas adsorbidos por unidad de masa de

adsorbente, n° es la capacidad de adsorcion (moles de gas adsorbidos por unidad de

masa de adsorbente extrapolados a P = «), K; es la constante cinética de equilibrio

(ka / kqg), A (K¢n) es la constante cinética de equilibrio del proceso de condensacion,
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m es un factor exponencial, P la presion del gas en equilibrio, Py la presion inicial de
saturacion del gas, V el volumen de gas (CNPT) adsorbido por unidad de masa de
adsorbente y Vi, la capacidad de adsorcion = volumen de gas (CNPT) adsorbido por

unidad de masa de adsorbente, extrapolado a P = oo.

El ajuste de los resultados experimentales de equilibrio (V vs. P/Py) a la ecuacion

(IV.6) ha permitido calcular los siguientes valores (Tabla I'V.III):

Tabla IV.111. Valores de los parametros calculados a partir de la ecuacion (IV.6).

P/Py =0 P/P, =1
Parametro Gas Gas
(mL/g) Liquido (mL/g) (L) Liquido (mL/g)
Vmicroporos 5,13 7,94 - 107 5,13 7,93 - 10-3
Kimicroporos) 873,29
Vmesoporos 8350,96 12,92 17,40 2,69 - 107
Kci(mesoporos) 2,09 107
Kew 48,71
m 8,44
R’ 0,9998

A partir de estos valores, y mediante la ecuacion (IV.6) se han calculado las
isotermas postuladas de adsorciéon en los microporos, en los mesoporos y de

condensacion del gas; las cuales aparecen representadas en la Figura IV.9.

En consecuencia, puede decirse que HLC es un material muy poco microporoso, €
incluso poco mesoporoso, siendo fundamentalmente macroporoso, en
correspondencia con los resultados observados con otras halloysitas (Churchman et
al., 1995). La microporosidad es atribuible al interior de los tubos del material,
mientras que la mesopororidad se corresponde con defectos en la superficie de los
tubos (Joussein, 2005). Los resultados son comparables a los obtenidos por
porosimetria de mercurio, que reveld la presencia fundamentalmente de poros de

tamafio en torno a 8000 nm, con una segunda moda mucho menor en torno a 60 nm

(Viseras et al., 2008).
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80

— V1 (Micro)
— V2 (Meso)
— V3 (Condensado)
—V (Total)
+ V (mL gas CNPT/g)

D
o

V (mL gas CNPT/g)
'S

N
o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
P/P,

Fig. IV.9. Isotermas de adsorcion de nitrogeno de HLC, calculadas a partir de la ecuacion IV.6.

Es evidente que la técnica de intrusion de mercurio se aleja mucho de la correcta
caracterizacion porosimétrica alcanzada con el nitrogeno. En este sentido, las
isotermas de adsorcion de nitrogeno (Figura IV.9.) reflejan claramente que del
volumen total, la mayor parte del N, se adsorbe por condensacion en los macroporos,

en la superficie y/o en el espacio interparticular.

1V.1.2.3. CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO

La Tabla IV.IV. presenta las cantidades individuales de cationes de intercambio, asi
como la capacidad total, correspondiente a la capacidad de intercambio catidénico
(CEC). De acuerdo con nuestros resultados, la capacidad de intercambio cationico de
HLC se sitia en torno a 20 meq/100 g, correspondiente sobretodo a cationes
bivalentes (Ca®", Mg”"). Este valor es coherente con los encontrados por otros

autores para muestras de halloysita de diferentes localizaciones (Joussein, 2005).

Tabla IV.1V. Cationes de intercambio presentes en HLC (promedio + desviacion estandar; n = 3) .

Na* K* ca® Mg CEC

meq /100 g 2.35+0.47 0.32+0.03 12.01 £0.39 5.71+0.25 20.39
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IV.2. PRODUCTOS DE INTERACCION 5-ASA-HLC

VI.2.1. MODELO PARA EL AJUSTE DE DATOS DE
RETENCION Y LIBERACION

IV.2.1.1. HIPOTESIS DE PARTIDA

Los resultados experimentales obtenidos en los ensayos de retencion del farmaco por
el soporte arcilloso, asi como su posterior liberacion, han sido analizados en su

conjunto mediante un modelo postulado a tal efecto.

El modelo parte de la hipdtesis de que el proceso global de retencion (adsorcion)

neta es el resultado de uno o mas de los siguientes procesos sencillos:

e Adsorcion del farmaco en la superficie externa de las particulas de arcilla,
consideradas éstas como indeformables a lo largo de todo el proceso.

e Adsorcion en el espacio interparticular, en el interior de macroporos, y/o
tubos de las particulas de diametro suficientemente grande (para que puedan
entrar las especies adsorbidas).

e Precipitacion del fairmaco en la superficie de la arcilla, lo que da lugar a la

aparicion de la “multicapa”.

La Figura IV.10. representa de forma esquematica los tres tipos posibles de retencion
de las moléculas de farmaco en la arcilla. Como se observa, HLC presenta canales
estructurales; pero, aparte de ello, es bien conocido que en los sdlidos adsorbentes se
presentan también poros debidos a causas texturales, defectos estructurales,
empaquetamiento de microparticulas, etc. Todo esto da lugar a la formaciéon de
poros, generalmente meso y, especialmente, macroporos de tamafio suficiente como

para que pueda penetrar en ellos el adsorbido.
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Adsorcion en el
espacio
interparticular

Adsorcion en la
superficie de las
particulas

Adsorcién en el
interior de los tubos

Fig. 1V.10. Esquema de los tubos de HLC con los lugares de retencion del 5-ASA.

La razon de postular este modelo viene avalado por una parte por la propia textura de
la halloysita y por los resultados obtenidos con anterioridad en procesos parecidos
por otros autores, cuya estrecha colaboracion en el desarrollo de esta Tesis ha sido
del todo imprescindible (Valenzuela et al., 2002a,b, 2003, 2004a,b, 2007; Navarrete
Guijosa et al., 2003; Navarrete Casas et al., 2006a,b, 2007).

De acuerdo con lo descrito por los autores antes citados, en las isotermas de
equilibrio de adsorcion (n® vs. C 6 n® vs. C/Cy) el primero de los procesos sencillos de
adsorcion neta anteriormente aludidos suele ser especialmente significativo a muy
bajas concentraciones (absolutas y relativas) de soluto (farmaco) en disolucién en
equilibrio con el adsorbente. A concentraciones muy elevadas se puede manifestar el
tercero de los procesos sencillos mencionados, responsable de un ultimo tramo
exponencial de la isoterma de equilibrio. A concentraciones intermedias se pueden

presentar simultdneamente dos, o los tres procesos sencillos mencionados.

En las isotermas cinéticas (C vs. t) de adsorcion el primero de los procesos sencillos
mencionados (mucho mas rdpido que el segundo) se observa mas claramente a
tiempos muy bajos (tramo inicial de la isoterma); a tiempos mas elevados puede
manifestarse el segundo de los procesos sencillos citados (mucho mas lento, que el

anterior puesto que viene influido en mayor medida por la difusidon), mientras que el
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tercero no se suele observar, a menos que se utilicen disoluciones de concentraciones

muy elevadas de farmaco.

Naturalmente, el proceso global de liberacion neta, entendida como desorcion de lo
adsorbido previamente, debe ser consecuencia de las fases adsorbidas que se
hubieran producido en los diferentes procesos sencillos de adsorcion anteriormente
mencionados. La liberaciéon del adsorbido constituyente de la tercera fase (de
precipitacion) se produce como consecuencia de un proceso similar al de disolucion
del farmaco puro, y suele ser muy rapida. De las dos fases resultantes de los procesos
sencillos de adsorcion, el farmaco situado sobre la superficie mas externas de las
particulas de arcilla pasan mucho mas rapidamente a la disolucion que aquel otro
farmaco que se encuentra adsorbido en el espacio interparticular (o en poros y/o
canales suficientemente anchos), cuya salida requiere de un proceso de difusion hasta
alcanzar la interfase superficie externa/disolucion, proceso que, obviamente, es
previo y mucho mas lento que el que se produce al atravesar la interfase

solido/liquido.

111.2.1.2. MODELO MATEMATICO

A partir de las hipotesis anteriores se pueden postular las correspondientes
ecuaciones de las leyes cinéticas y de equilibrio que rigen cada uno de los procesos
sencillos aludidos y, en consecuencia, de los procesos globales de retencion neta por

adsorcion y de liberacion neta por desorcion del farmaco adsorbido.

Para cada uno de los dos procesos sencillos de adsorcion-desorcion postulados se

puede considerar la ley cinética:

_dc

— =k, -C"-(1-6) -k, -0 V.7
o € (1-8) -k, (Iv.7)

donde C es la concentracion de farmaco en la fase disolucion a tiempo t, k, la

constante o velocidad especifica de adsorcion, k4 la constante o velocidad especifica
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de desorcion, n el orden parcial del proceso respecto de C y 6 la fraccion de

cubrimiento, que viene dada por:

6=n°/n]

donde n® son los moles de farmaco por unidad de masa y n’, la capacidad de
retencion del adsorbente expresada en moles de farmaco adsorbido en el equilibrio

por la unidad de masa de adsorbente, en las condiciones de trabajo.

La gran mayoria de los trabajos que estudian sistemas solido adsorbente/disolucion
de adsorbible concluyen que el valor de n para cada uno de los procesos sencillos de
adsorcion/desorcion es igual a la unidad (Valenzuela et al., 2002a,b, 2003, 2004a,b,
2007; Navarrete Guijosa et al., 2003; Alvarez Puebla et al., 2004a,b, 2006; Navarrete

Casas et al., 2006a,b, 2007), por lo que la ecuacion (IV.7) puede escribirse como:

_dc

= k,-C-(1-0) -k, -0 IV.8
o € (1-6) -k, (Iv.8)

En cuanto al Gltimo de los procesos sencillos mencionados (precipitacion), su ley

cinética se puede expresar como:

—i—?:kp C"—k, n’ (IV.9)

donde k;, es la velocidad especifica de precipitacion, kys la velocidad especifica de

disolucion y m un factor exponencial.
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111.2.1.2.1. Modelizacion del Proceso de Retencion

111.2.1.2.1.1. Cinética de Retencion (Isotermas C vs. t)

I11.2.1.2.1.1.1. Procesos sencillos de adsorcion/desorciéon

Si se supone que el proceso de adsorcidon/desorcion evoluciona hacia una situacion
de equilibrio (para el que se considera 6 = 1), la integracion de la ecuacion (IV.8)

conduce a la (IV.10), que define las isotermas cinéticas (C vs. t):

k -t
C=Cp———=* (IV.10)
a-(k, t—1)

donde Cy es la concentracion inicial de farmaco en la fase disolucion y a es un
parametro caracteristico del sistema s6lido adsorbente/disolucion objeto de estudio,

que viene dado por:

a= v (IV.11)

1000-m-n},
donde V es el volumen de disolucion, m la masa de adsorbente solido, y n*y,, como
indicdbamos antes, la capacidad limite de adsorciéon de la unidad de masa de

adsorbente en las condiciones de trabajo.

Si en el proceso global concurren los dos procesos sencillos de adsorcidn/desorcion

antes postulados, la ley cinética correspondiente seria:

c=c, - 0N (IV.12)
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111.2.1.2.1.1.2. Proceso sencillo de precipitacion (adsorcidon en “multicapa’)

Respecto del tercer proceso sencillo que hemos postulado, la integracion de la

ecuacion (IV.9) conduce a:

1

c=[cim —(1-m)-k, - tfm (IV.13)

111.2.1.2.1.1.3. Influencia de la difusibn en la cinética del proceso de

adsorcidén/desorcion.

Por la propia naturaleza de los procesos que transcurren en la interfase solido/liquido,
la cinética de los mismos viene condicionada en gran parte por la difusion, puesto
que tanto en la retencidn como en la liberacidén intervienen etapas difusivas; las
correspondientes a la retencion (o adsorcion) se resumen en la Figura IV.11.
Logicamente, en la liberacion, la difusion sera debida a un gradiente de

concentracion de signo contrario.

Disolucién ! Interfase | Superficie exterior del sélido | Superficie interior de los poros
t=0 i
C=GCy C=GC 0=0
t=t 0>0
C=0C 1 C<Cy
| 0>>0 16>0

Fig. 1V.11. Etapas de difusion en un proceso de solo retencion por adsorcion.

Por lo anterior, los resultados cinéticos (C, t) se suelen utilizar como punto de partida
para obtener informacion acerca de la influencia de la difusioén en los procesos antes

aludidos.

Para el célculo de los coeficientes de difusion se parte de la ecuacion de la segunda

ley de Fick (Fick, 1885; Crank, 1993):
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2
d—C:D- d’C (IV.14)
dt dx?

donde x es la distancia que recorre la especie que se difunde (farmaco retenido en
nuestro caso) en el medio correspondiente, D es el coeficiente de difusion y C es la
concentracion de farmaco alcanzada en un punto del poro situado a una distancia x

de la entrada del mismo, al cabo de un tiempo t.

El coeficiente de difusion, D, aumenta con la temperatura hasta un valor limite D,
(para t = o), que se suele denominar “factor de frecuencia”. D y D, estan

relacionados entre si mediante una ley de tipo Arrhenius:

-E

D=D, *ekT (IV.15)

en la que E representa la energia de activacion del proceso de difusion.

La integracion de la ecuacion (IV.14) conduce a expresiones diversas, dependiendo
de la naturaleza del sistema a través del cual tiene lugar la difusion y de las
condiciones previas fijadas a la hora de efectuar la integracion (Crank, 1993). Dichas
ecuaciones suelen ser de notable complejidad; y, ademds, no se suelen ajustar
totalmente a las caracteristicas reales del sistema objeto de estudio. Por ello,
frecuentemente se emplean ecuaciones “aproximadas” que resultan de la integracion
de la citada ecuacion (IV.14) para so6lidos de formas relativamente sencillas como

son laminas, cilindros o esferas (Jost, 1970; Crank, 1993).

En la practica, un so6lido adsorbente, como es nuestra arcilla, estd constituido por
particulas de formas y/o tamafios diversos, lo que hace dificil la eleccién de un
modelo adecuado. En tal caso, es frecuente suponer que las particulas son
aproximadamente esferas de radio equivalente igual al radio medio del conjunto de

dichas particulas.
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Si se supone un sistema hipotético en el que se considera también que D es el mismo
en todos los “poros”, que la fase liquida se mantiene homogénea (bien agitada) de
manera que la accesibilidad del liquido a todos los poros es igual, la integracion de la

ecuacion diferencial de la segunda ley de Fick (IV.14) conduce a la expresion:

s _b teD
h1-%a,- eXp(b”—j (IV.16)
e n=0

n r?

donde n’ es el nimero de moles de firmaco retenidos por unidad de masa de
adsorbente a tiempo t, n’. es el nimero de moles de fArmaco retenidos por unidad de
masa de adsorbente en el equilibrio (t > t), a, y b, son parametros con un numero
infinito de valores discretos determinados por n (entre 0 y o), D es el coeficiente de
difusion y r el espesor de la lamina o radio de la esfera a través de la cual tiene lugar

la difusion.

Y en el caso de que las particulas de adsorbente tengan forma esférica de radio r, la

ecuacion (IV.16), se transforma (Crank, 1993) en la siguiente:

nS 0 2 °
—1:1—( 62)-2 L 'exp(—n - tj (IV.17)

siendo

(IV.18)

La resolucion de la ecuacion (IV.17) se puede hacer de diversas formas. Tres de ellas
bien conocidas, y ampliamente utilizadas, son las de Banerjee (Banerjee et al., 1997),
Carman-Haul (Carman y Haul, 1954) y Aharoni (Aharoni y Tompkins, 1970;
Aharoni y Ungarish, 1976, 1977a,b; Aharoni et al. 1979, Aharoni y Suzin,
1982a,b,c,; Aharoni, 1984), las cuales conducen a coeficientes de difusion (D)
cuantitativamente diferentes pero del mismo orden de magnitud. Banerjee considera

unicamente el primer término de la sumatoria de la ecuacion (IV.17), despreciando el
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resto de los términos. Carman y Haul calculan un valor de D a tiempos de difusion
pequenos, suponiendo que las particulas son esferas de didmetro medio ¢ (lo que
implica que la difusion tiene lugar en direccion radial). Por ultimo, Aharoni
considera valido el calculo de un valor medio del coeficiente de difusion, para
tiempos intermedios, suponiendo que, en el caso mas general, la representacion de Z

=[1/ (do/ dt)]= f(t) define una linea de forma sigmoidea. Segun la forma de esta linea

se puede deducir que a tiempos pequefios (0 <t <t, ), cualquier ecuacion de difusion
se puede reducir a la de una pardbola tipo Bangham (Bangham y Burt, 1924;
Bangham y Sever, 1925), a otra exponencial (tipo Langmuir) para tiempos grandes
(t, <t < ), y a una tercera de tipo Elovich (Aharoni y Tompkins, 1970; Aharoni,

1984) para tiempos intermedios.

Dada la naturaleza del trabajo que hemos realizado, y la limitacién de los resultados
experimentales de que disponemos (niimero y condiciones de los experimentos), no
hemos considerado pertinente realizar los calculos de coeficientes de difusion y otros

relacionados con los mismos.

Se debe tener en cuenta que todo lo dicho acerca de la influencia de la difusion para
los procesos de retencion puede ser aplicado tanto a los procesos de adsorcion neta
como a los de desorcidon neta (y en consecuencia a los de “liberacion” del farmaco
hacia la fase liquida).

111.2.1.2.1.2. Equilibrio de Retencién (Isotermas n® vs. C)

I11.2.1.2.1.2.1. Procesos sencillos de adsorcidén/desorcion

De la ecuacion (IV.8) se deduce facilmente que para un proceso de
adsorcion/desorcion sencillo de las caracteristicas anteriormente mencionadas, en el

equilibrio:

nt=lm 2a = (IV.19)
1+K, -C

151



Resultados y Discusién

ecuacion coincidente con la de Langmuir (Langmuir, 1918), en la que n’ es la
cantidad adsorbida por unidad de masa de adsorbente, n°, es la capacidad de
retencion en la monocapa, K. es la constante cinética de equilibrio que viene dada
por (ki/kq) y C es la concentracion de farmaco en la disolucion en equilibrio con el

adsorbente.

Naturalmente, en caso de concurrencia de los dos procesos sencillos de

adsorcidon/desorcidon anteriormente mencionados:

i2n’ -C

R P M e (IV.20)
S 1+K,, - C

111.2.1.2.1.2.2. Proceso sencillo de precipitacion (adsorcidn en “multicapa’)

A la vista de la ecuacion (IV.9) se deduce que para el proceso sencillo de

precipitacion:

Nt =Ky C av21)

111.2.1.2.1.2.3. Proceso global de retencion

En el caso de que el proceso global sea el resultante de los tres procesos sencillos que

se vienen considerando, la ley de equilibrio se puede expresar mediante la ecuacion:

=2 nm(l) iy " C

n®=) K C +K 4 C" (IV.22)
i=1 Ci)i)
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111.2.1.2.2. Modelizacion del Proceso de Liberacién

111.2.1.2.2.1. Aspectos tedricos

En consonancia con los planteamientos hechos anteriormente la liberacion de un
farmaco retenido en un solido es un proceso de interfase (sélido/liquido) que se
puede considerar como de desorcion neta y, en consecuencia, inverso al de adsorcion
neta que se ha expuesto antes. De acuerdo con el modelo de retencion/liberacion
postulado, en el proceso global pueden intervenir hasta tres procesos sencillos de
liberacion a través de la interfase solido/liquido. Todos esos procesos sencillos de
liberacion son de interfase y culminan con el paso del firmaco desde la
correspondiente fase sélida (unido a la arcilla) a la liquida en contacto con la misma
(medio de disolucion), procesos que estan regidos en gran medida por difusion
debida a gradiente de concentracion. Tales procesos sencillos pueden resumirse de la

manera siguiente:

e Liberacion del farmaco precipitado (o adsorbido en multicapa) en la
superficie del adsorbente, si lo hubiera. Dada la naturaleza de esta “fase
adsorbida”, como ya se ha dicho, el proceso suele ser rapido, de velocidad
muy parecida a la de disolucién del farmaco en el medio de liberacion.

e Desorcion del adsorbido retenido en la superficie externa de las particulas de
adsorbente. Proceso que, generalmente, suele ser rapido (aunque menos que
el anterior), debido a que, al igual que en el anterior, la influencia de la
difusion (a través de la interfase solido/liquido) es muy limitada.

e Desorcion del adsorbido que se encuentra en el espacio interparticular (o bien
en el interior de canales y/o de los poros de mayor diametro de las particulas);
proceso que entraia una etapa altamente significativa de difusion en el
interior del s6lido hasta alcanzar la interfase solido/disolucion (etapa difusiva
que se considera la principal condicionante de la cinética de este proceso
sencillo), a través de la cual pasa a la fase liquida. Precisamente por esta
causa, este proceso sencillo es siempre significativamente mas lento que los

anteriores.
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De esos tres procesos sencillos, en la practica de la liberacion soélo se suelen
encontrar los dos ultimos, debido a la naturaleza, composicion y caracteristicas de
preparacion del sélido que contiene el adsorbido. Procesos que, independientemente
de que intervenga o no la difusion en el interior del s6lido, son procesos de interfase
que tienden al equilibrio, por lo que las correspondientes leyes cinéticas son las

inversas de las consideradas para la adsorcion neta; ecuacion (IV.8).

Segun lo expresado anteriormente, cabe suponer que los procesos sencillos de

liberacion neta responden a la siguiente ley cinética:

dC

E _ —ka'c'(1_6)+kd -0 (Iv.23)

ecuacion cuya integracion conduce a:

C, = C{l—exp(%ﬂ (Iv.24)

en la que, C; es la concentracion de farmaco en el medio (fase de disolucion)
transcurrido un tiempo t de liberacion, C. es la concentraciéon de farmaco en el
equilibrio en el medio (fase liquida o de disolucidn), y kg es la velocidad especifica

de liberacién (o desorcion).

Muy frecuentemente la ecuacion (IV.24) se escribe de la forma:

C -k, -t -k, -t
L="t=1- d =1- d V.25
. exp( . j exp[ 3 J ( )

e
siendo L la fraccidon de farmaco liberado a la fase disolucion.

Si en el proceso global de liberacion concurren dos procesos sencillos (1 y 2)

simultaneos de desorcion neta, la ecuacion que define el proceso se puede escribir:
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C —ky,, -t)| C — Ky 't
| = e [1 —exp ( @ H +—2) {1 —exp [LH (Iv.26)
COO Ce(l) Coo Ce(z)

en la que Cy, = Cq1y + Ce2). Y si el proceso se refiere a la cantidad total liberada en el

equilibrio: 100 = Lo, = Le(1) + Lo

Y si en el citado proceso global intervienen dos procesos sencillos (1 y 2) sucesivos

de desorcion neta:

L= %(1) {l—exp(_kd(l) tJ] n Ce(Z) _ (Ce(z()j_ Ci) exp{_kd(z) (t_ti)\] (IV.27)

0 e(l) Cw ) e(2)
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IV.2.2. RETENCION DE 5-ASA POR HLC (PUBLICACION 1)

IV.2.2.1. AUTORES Y TITULO

Viseras, M.T., Aguzzi, C., Cerezo, P., Viseras, C. y Valenzuela, C. Equilibrium and
Kinetics of 5-Aminosalicylic acid adsorption by Halloysite, Microporous and
Mesoporous Materials 108, 112—-116, 2008.

1V.2.2.2. RESUMEN

El trabajo presentd los resultados correspondientes a los aspectos de equilibrio,
cinéticos y termodinamicos de la adsorcion de 5-ASA por HLC. El proceso global de
adsorcion fue explicado de acuerdo con el modelo descrito en el apartado anterior
como el resultado de dos procesos separados: una rapida adsorcidon (con valores de
velocidad especifica entre 10 y 12.3 s™) en la superficie externa de HLC (AH = 7.59
kJ/g), seguida de una adsorcion lenta (velocidades especificas entre 0.2 y 0.4 s™)

dentro de los poros de HLC (AH = 42.28 kl/g).
IV.2.2.3. DISCUSION

Como se ha dicho en el Capitulo II de esta memoria, el objetivo fundamental de la
Tesis lo constituye el estudio de la liberacion del 5-ASA previamente retenido en una
halloysita natural (HLC), lo que se ha denominado producto de interaccion. Es obvio
que la facilidad de liberacion de dicho principio activo viene condicionada por
causas diversas, tales como la naturaleza y magnitud de las interacciones entre el 5-
ASA vy los centros activos de adsorcion del solido, la textura del mismo, asi como la
solubilidad del 5-ASA en la fase liquida en contacto con el solido y la temperatura.
En consecuencia se ha considerado de interés conocer previamente todo lo posible
acerca de la influencia de las causas citadas. Para obtener la mayor informacion
posible al respecto, se ha estimado necesario estudiar el proceso de retencion del 5-
ASA en disolucion acuosa por HLC (lo que, como deciamos en la metodologia, se ha

efectuado a las temperaturas de 30, 35, 40 y 45 °C, £0,1), prestando atencion tanto a
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los aspectos cinéticos como a los de equilibrio, asi como a la caracterizacion de la
fase solida o producto de interaccion (5-ASA-HLC) resultante. Los resultados
obtenidos en tales investigaciones se consideran de gran importancia para intentar
explicar adecuadamente los encontrados al estudiar el proceso de liberacion hacia el
medio de disolucion (fase liquida) del 5-ASA retenido por el sélido. En concreto, y
por cuanto respecta a la retencion del farmaco por el soporte se han obtenido los

siguientes resultados:

Isotermas C vs. t

Los resultados encontrados en los experimentos de cinética de retencion se han
incluido en la Tabla IV.V., se han representado en la forma C vs t en la Figura 1 del
trabajo (Publicacion 1), en la que las lineas corresponden a las que resultan del ajuste

de los resultados experimentales al modelo postulado.

Tabla IV.V. Adsorcion de 5-ASA en disolucion acuosa por halloisita HLC

t (horas) € (bpm)
T=30°C T=35°C T=40°C T=45°C
0,00 225,00 225,00 225,00 225,00
0,16 211,26 211,66 212,09 212,92
0,33 206,86 208,00 208,80 209,63
0,50 206,03 206,70 207,20 207,68
1,00 203,50 203,08 203,78 204,31
1,50 201,81 201,90 202,00 202,10
2,00 200,27 200,00 200,37 201,30
2,50 199,45 199,20 199,81 199,88
3,00 198,27 197,90 198,60 199,39
4,00 196,28 196,98 197,44 197,97
5,00 195,05 195,40 196,59 196,78
6,00 194,24 195,02 195,69 196,12
7,00 193,33 193,72 194,47 195,63
9,00 192,01 192,50 193,34 194,93
13,00 190,20 191,20 191,96 193,52
15,00 189,62 190,20 191,95 193,00
17,00 189,03 189,69 191,60 193,00
19,00 188,35 189,50 191,39 192,87
21,00 188,06 189,40 190,79 192,74
23,00 188,03 189,10 190,90 192,62
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Con el tnico objeto de comprobar, en lo posible, que en el proceso global de
retencion intervienen los dos procesos sencillos de adsorcion que se han postulado,
se ha procedido, en primer lugar al ajuste de los resultados experimentales (C, t) a la
ecuacion (IV.10) que implica la intervencioén de uno solo de los procesos sencillos de
adsorcion/desorcién mencionados. Los resultados encontrados (con valores de R*
que varian entre 0,9392 y 0,9760) muestran mala correlacion entre los resultados
experimentales y la mejor isoterma C = f(t) definida por los mismos. Sin embargo,
cuando se ajustan los resultados experimentales a la ecuacion (IV.12) se llega a
resultados que consideramos adecuados para una buena correlacion; dicho resultados

de ajuste se incluyen en la Tabla IV.VI.

Tabla IV.VI. Valores de los parametros de la ecuacion (IV.12). Sistema: 5-ASA en disolucion

acuosa/HLC.

T (°C) Kaqry (W) aqy - 107 Ka (") a - 10 R’
30 - 10,040 4,972 -0,170 4,607 0,9992
35 -10,813 4,992 -0,201 5,115 0,9994
40 -11,179 5317 -0,267 5,544 0,9994
45 -12,270 6,081 -0,398 5,561 0,9993

A la vista de la Tabla IV.VL. se puede sugerir que, como se habia postulado, en el
proceso global de adsorcion neta parecen intervenir dos procesos sencillos de
adsorcion/desorcion; uno mas rapido (que, en principio se puede asignar a la
adsorcion del 5-ASA en la superficie mas externa del solido) y otro mucho mas
lento, asignable a la adsorcion del 5-ASA en el interior de los tubos y/o macroporos
(intra e interparticulares) de HLC. En ambos, como es normal, la velocidad

especifica del proceso (kqi)) aumenta con la temperatura.

A titulo de ejemplo, en la publicacion 1 (Figura 2) se incluye la isoterma C vs. t
correspondiente al experimento de adsorcion realizado a 30° C. En ella, junto con los
resultados experimentales se incluyen las isotermas de los dos procesos sencillos, asi
como del proceso global de adsorcion neta. A la vista de la figura quizas alguien
pudiera pensar, en principio, que en el equilibrio, el denominado “proceso uno” (el
mas rapido) condujera a una mayor cantidad (n*) de 5-ASA adsorbida por unidad de

masa de adsorbente, que aquella a la que conduce el “proceso dos”. Sin embargo,

158




M2 Teresa Viseras Iborra

ello no es asi, pues cuando se calculan los valores de la concentracion de equilibrio
se observa (en el sistema que hemos estudiado) que los valores calculados para las
concentraciones limites (ideales) de equilibrio son practicamente iguales en los dos
“procesos sencillos” (y algo inferiores en el caso del “segundo”). El que los valores
de las concentraciones limites ideales sean “iguales” sugiere que, posiblemente los
valores de nsm(i) de ambos procesos sencillos sean del mismo orden de magnitud,
pero no que lo sean también los valores de n® experimentales para todos los valores
de C/Cy de la isoterma de equilibrio; pues a la vista de la figura (y de los
correspondientes valores de kyi)) es muy probable que el proceso de equilibrio venga
influido por condicionamientos cinéticos, de manera que, en la practica, para un
mismo valor de C/Cy el de n® experimental sea mucho mas bajo para el “proceso

2

dos”.

De acuerdo con lo previsto por la teoria del estado de transicion en régimen
permanente, a partir de los valores de ki se han calculado los de las
correspondientes funciones termodinamicas de activacion, para lo cual dichos
valores se han representado en la forma In(k,i/T) vs (1/T), representacion que
aparece en la Figura IV.12. Dichas funciones termodindmicas de activacion toman
los valores que se indican en la Tabla 2 de la publicacion 1. A la vista de los
resultados, se puede deducir que el proceso de formacion del “complejo activado™ a
través del cual se produce la adsorcion transcurre en régimen endotérmico y
endoentrépico, como cabia esperar; asimismo se aprecia que la facilidad de

formacion, y estabilidad relativa del citado “complejo activado” aumenta con la
temperatura. Las diferencias entre los valores de AH, y AS, respecto a los del

“proceso uno (mas rapido)” son coherentes con la hipdtesis de difusion del adsorbido

(en el “proceso dos”) al interior de los poros y/o canales del adsorbente.
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T T T
3,1E-03 3,2E-03 3,3E-03

2
o y=-913x-0,3964
N R2=0,9466 N * ¢ —
= _4 -
=

y =-5085,7x +9,2355
67 o In (ka(1)/T) R2=0,9536
° In (ka(2)/T) G\a\ﬁ\o
-8

/T (K™

Fig. IV.12. Variacion con la temperatura de las velocidades especificas de los procesos “sencillos” de

adsorcion. Sistema HLC/disolucion acuosa de 5-ASA.

Isotermas n® vs. C/Cy

Los experimentos de equilibrio de adsorcion de 5-ASA en disolucion acuosa por

HLC, a las temperaturas de 15, 25, 35 y 45 °C (£ 0,1 °C, en todos los casos) han

conducido a los resultados que se indican en la Tabla IV.VIII. Dichos resultados han

sido representados, de manera conjunta, en la Figura IV.13.
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Tabla IV.VIII. Valores de n* y C/C, para cada una de las temperaturas de los ensayos de equilibrio.

C/Cy n*(15 °C) C/Cy n*(25°C) C/Cy n*(35°C) C/Cy n® (45 °C)
0 0 0 0 0 0 0 0
0,04 1,563 0,06 0,911 0,04 0,141 0,06 0,048
0,10 2,004 0,12 1,459 0,08 0,283 0,1 0,077
0,14 2,272 0,16 1,717 0,12 0,434 0,14 0,114
0,20 2,347 0,22 2,225 0,18 0,646 0,2 0,149
0,26 2,275 0,28 2,458 0,24 0,790 0,26 0,198
0,32 2,367 0,34 2,572 0,30 0,943 0,32 0,252
0,38 2,495 0,40 2,688 0,36 1,172 0,38 0,2927
0,44 2,569 0,46 3,003 0,42 1,256 0,44 0,331
0,50 2,438 0,52 3,005 0,48 1,43 0,5 0,39
0,56 2,553 0,58 3,17 0,54 1,636 0,56 0,41
0,62 2,414 0,64 3,325 0,60 1,811 0,62 0,462
0,68 2,525 0,70 3,472 0,66 1,873 0,68 0,535
0,74 2,482 0,76 3,34 0,72 2,04 0,74 0,57
0,80 2,591 0,82 3,538 0,78 2,078 0,8 0,578
0,86 2,444 0,88 3,454 0,84 2,324 0,86 0,6318
0,92 2,5 0,94 3,431 0,90 2,299 0,92 0,701
0,98 2,658 0,96 3,732 0,96 2,501 0,96 0,744
4
L]
* ns-15 ° e .
e ns-25 *
371 |ans3s
— A ns-45 . * . * *
D * - *
\07 °
E2
* L
c
1 4
0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C/CO

Fig. 1V.13. Isotermas de equilibrio de adsorcion a distintas temperaturas. Sistema HLC/disolucion

acuosa de

5-ASA.

A primera vista, la disposicion relativa de las isotermas de equilibrio representadas

en la Figura IV.13, no sugieren ninguna pauta razonable de la variacion con la

temperatura por parte del sistema objeto de estudio. No obstante, teniendo en cuenta

que el equilibrio debe ser consecuente con la cinética del proceso, se optd por

estudiar cada una de la isotermas mediante el modelo de desorcion postulado, lo cual
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nos suministrdé una informacion razonable, y una secuencia “logica” de la variacion

de los valores de los pardmetros “constantes” de la ecuacion (IV.20).

El correspondiente ajuste de los resultados experimentales a la ecuacion (IV.20) ha
conducido a los valores (de los distintos parametros de la ecuacion) que se indican en
la Tabla IV.IX., en la que se observa que los valores de la capacidad de adsorcién
(n°m(i)) son mucho menores para el “segundo proceso sencillo” que para el primero; y
que, en ambos aumentan con la temperatura, de manera aproximadamente
exponencial (Figura IV.14.), lo que sugiere que en una situacion limite ideal, los

centros activos del adsorbente accesibles al adsorbido aumentan con la temperatura.

Tabla IV.IX. Ajuste de los resultados experimentales de adsorcion de 5-ASA en disolucion acuosa

por HLC a la ecuacion (IV.20). Valores de los parametros “constantes” de dicha ecuacion.

T (°C) 0’y (Mg/g) Kei 02 (ME/g) Kei) R’
15 2,631 3,396 - 10! 4268 - 107 4,057 - 10™ 0,9879
25 4,493 4,024 - 10 4,047 - 107 4,970 - 10™ 0,9936
35 7,671 4768 - 107 3,837 107 6,088 - 10 0,9977
45 13,100 5,649 - 10 3,693 - 10! 7,458 - 10 0,9973
16,0 0,40 ~
~ 12,0 B ~ 0,30 7
20 20
en on
£ £
= 8,0 A 0,20 -
” £ ” g
[=] [=]
4,0 0,10 4
0,0 T T T T 1 0500 T L g T A g T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
T (°C) T (°C)

Fig. IV.14. Variacién de n',, vs. T. Sistema HLC/disolucion acuosa de 5-ASA.

El que los valores de n'y(j) sean muy superiores a los de n'2) no parece coherente
con lo dicho anteriormente al analizar las isotermas cinéticas (C vs. t)
experimentales. Si embargo no se debe olvidar que n® (y también n®,) dependen no
solo de la naturaleza del sistema que se estudia sino también de las condiciones en

que ello se hace (especialmente las de temperatura y concentracion de adsorbible en
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la fase liquida); sin descartar que (en el caso que nos ocupa) la mayor influencia de la
difusion en el proceso “dos” haga que los resultados experimentales considerados de
equilibrio en realidad no sean tales (sino de “equilibrio aparente”), hipotesis que
parece coherente con el hecho de que las diferencias entre n'm1) y n’me) se vayan
mitigando a medida que aumenta la temperatura, puesto que ello favorece la difusion

(véase la ecuacion IV.15).

En cuanto a los valores de K1y (“proceso sencillo uno”) se refiere (véase la Tabla
IV.IX.), se aprecia que decrecen a medida que aumenta la temperatura, lo que sugiere
que el mismo transcurre en régimen exotérmico (véase la Figura IV.15.). Sin
embargo, los valores de K. i) aumentan con la temperatura, como corresponde a los
procesos endotérmicos; a 45 °C el valor de K« supera al de K1). Esta diferencia de
comportamiento es compatible con la asignacion del “proceso dos” a la adsorcion del
5-ASA en el interior de los tubos de HLC, y con el condicionamiento primordial de

este ultimo por la difusion.

N y = -4902x + 17,962

| R =0,9991
~ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
T—-j 3,8-03  3,E-03 3,E-03 3,E-03 3,B-03 3,E-03 3,E-03 3,E-03 3,E-03 3,E-03 4,503
Moo
i

4

| y = 22454x - 74,056

* In Kci(1) R2 = 0,9879
s ° InKci2)
-10
/T (K™

Fig. IV.15. Sistema 5-ASA en disolucion acuosa / HLC. Variacion de K, vs. T.

A la vista de los valores de n’yi) y de Ky ya a priori se puede sugerir que (en las
condiciones en que se ha operado) la contribuciéon del “proceso dos” al proceso
global es poco significativo en la practica, de manera que la isoterma global debe ser
muy parecida a la del “proceso sencillo uno” (como en realidad ocurre). Por otra

parte, el hecho de que los valores de n'y) aumenten considerablemente con la
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temperatura, y que los de Ky disminuyan exponencialmente con la misma
justifican tanto la diferencia de forma de las isotermas experimentales de equilibrio

(n® vs. C/Cy) como la secuencia de ordenacion de las mismas.

La utilizaciéon de los valores que se incluyen en la Tabla IV.IX, asi como la citada
ecuacion (IV.20) ha permitido dibujar las lineas continuas (isotermas) de la Figura
IV.13., asi como las que aparecen en las Figuras IV.16. y IV.17. (en esta ultima,
asignada al proceso “dos”, se han representado los valores de In n® vs. C/Cy, pues la
enorme diferencia de los valores de n’ calculados para las distintas temperaturas hace
inatil la de n® vs. C/Cy; para C/Co = 0,02 los valores calculados de n® son,

aproximadamente, de 3,55 - 10"°, para T =15 °C y de 5,56 - 10™ para T =45 °C ).

4
—ns-15
—ns-25
3 {|—ns-35
——ns-45
°
(=)
E2
wC
1 4
0 T T T T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
CIC

Fig. 1V.16. Isotermas de equilibrio calculadas para el proceso sencillo “uno” de adsorcion. Sistema

HLC/disolucion acuosa de 5-ASA.
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O T T T T
0]0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
-5 -
10 4
c
£
15 -
-20 ——In (ns-15) —— In(ns-25)
—— In(ns-35) —— In(ns-45)
-25
C/Co

Fig. 1V.17. Isotermas de equilibrio calculadas para el proceso sencillo “dos” de adsorcion. Sistema

HLC/ disolucion acuosa de 5-ASA.

En consecuencia, con una aproximacion razonable, los resultados experimentales se
puedan analizar, sin temor a errores considerables, como debidos a un solo proceso
sencillo. Cuando se hace asi se obtienen, para los parametros de ajuste a la ecuacion
(IV.19), los valores que se incluyen en la Tabla IV.X., en la que se puede apreciar
que los valores de n’;, son (al menos a las tres temperaturas mas bajas) muy proximos
a los valores de la suma de los n'yg encontrados al considerar los dos procesos
sencillos; y que, asimismo, los de R son idénticos a los de la tabla anterior. Si no se
dispusiera de los resultados de la cinética de adsorcidén (ya expuestos antes) ni de
liberacion del adsorbido (lo que se tratard en apartados posteriores), y los resultados
de equilibrio se analizaran sin esa informacion, 16gicamente se postularia que el
proceso de adsorcion transcurre segun el proceso sencillo definido por la ecuacion
(IV.19), ya que, como se ha visto, en las condiciones en que se ha trabajado, el
denominado “proceso dos” queda, practicamente enmascarado” por el denominado

“proceso uno” (todo esta reflexion estd recogida en la Publicacion 1).

Tabla IV.X. Ajuste de los resultados experimentales de adsorcién de 5-ASA en disolucion acuosa por

HLC. Valores de los parametros de la ecuacion (IV.19).

T (°C) 0’ (Mg/g) Keiq) R’
15 2,617 36,935 0,9879
25 4,521 4,057 0,9936
35 8,231 0,449 0,9977
45 51,631 0,015 0,9973
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Si se dispusiera de los valores de la constante termodinamica de equilibrio (K # K;),
siempre y cuando AH’ y AS’ se mantuvieran constantes dentro del intervalo de
temperaturas de trabajo, se podrian calcular los valores “normales” de la entalpia de
adsorciéon (AH’) y de la entropia de adsorciéon (AS"), referidas a cada uno de los
procesos sencillos considerados. Para ello bastaria representar In K vs. (1/T) y, a
partir de las pendientes y ordenadas en el origen de las lineas rectas que se definen se
podrian calcular facilmente los valores de las funciones termodinamicas

mencionadas; dado que (Diaz Pefia y Roig Muntaner, 1975):

K =exp (- AG’ /RT)=exp (AS" /R)-exp (- AH’ /RT) (IV.23)
0 0
mg =25 Al 1 (IV.24)
R R T

Los valores de K se podrian calcular por el método de Gaines-Thomas (Gaines y
Thomas, 1953) modificado para los procesos de adsorcion (Valenzuela et al., 2002,
2004, 2007). Lo laborioso del proceso y el limitado interés que estos resultados
tendrian para el objetivo final de nuestro trabajo (fundamentalmente el estudio del

proceso de liberacion) nos ha llevado a omitir tales célculos.

Obviamente, los valores de K carecen de valor termodindmico. Sin embargo, a
menudo se utilizan (como los de K), para obtener, con fines comparativos, una
informacion de caracter cualitativo de los valores de AH’ y menos frecuentemente
los de AS” (Publicacion 1, Valenzuela et al., 2002, 2004). Como se puede observar en
nuestro caso, las representaciones de In Ky vs 1/T definen lineas rectas (véase la
Figura IV.15.) de las que se podrian calcular facilmente esos “valores cualitativos y

orientativos” de AH’.
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Abstract

This paper investigates equilibrium, kinetics and thermodynamic aspects of the adsorption of 5-amino salicylic acid [5-ASA], an anti-
inflammatory agent, onto halloysite, a mesoporous polymorph of kaolin appearing as hollow nanotubes with diameters typically smaller
than 100 nm and lengths ranging from 500 nm to over 1 pm. Kinetic and equilibrium studies were performed in aqueous medium at dif-
ferent temperatures and drug concentrations. The amounts of 5-ASA retained by the clay was evaluated by UV spectroscopy. Mathe-
matical treatment of the data was performed following Valenzuela et al. [C. Valenzuela-Calahorro, A. Navarrete-Guijosa, M. Stitou, E.
Cuerda-Correa, Colloids Surf. A: Physicochem. Eng. Aspects 224 (2003) 135-147], and thermodynamic parameters were then calculated
by using the Eyring equation. The overall adsorption process of 5-ASA onto halloysite was explained as the result of two separate pro-
cesses. Initial rapid adsorption of 5-ASA (specific adsorption rates between 10.0 and 12.3s7!) on the external halloysite surface
(AH = 7.59 kJ/g) was followed by slow adsorption (specific adsorption rates between 0.2 and 0.4 s~1) of the drug inside the phyllosilicate
pores (AH = 42.28 kJ/g). Adsorption experiments showed that promising delivery systems may be designed by supporting 5-ASA onto

halloysite.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: 5-Aminosalicylic acid; Halloysite; Adsorption; Equilibrium; Kinetics

1. Introduction

Entrapping of drug molecules in micro- and nanoparticu-
late systems is a helpful strategy for protecting drugs against
chemical and enzymatic degradation, enhancing aqueous
solubility, reducing dissolution rate and/or targeting drug
release. Among the possible entrapping nanomaterials, clay
minerals provide spontaneous submicron dispersions in
aqueous media, resulting in low cost and biocompatible sys-
tems, with large surface area and high inclusion capacity [2].
In particular, halloysite, a polymorph of kaolin with a hol-
low microtubular structure [3], has been recently proposed
as a natural vehicle for microencapsulation and controlled

* Corresponding author. Tel.: +34 58 249551; fax: +34 58 248958.
E-mail address. cviseras@platon.ugr.es (C. Viseras).

1387-1811/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.micromeso0.2007.03.033

release of both hydrophilic and lipophilic drugs [4,5]. More-
over, the adsorption of macromolecules of opposite charge,
including proteins, clays and poly-ions, has been proposed
for the preparation of immobilisation vehicles, characterised
by their capacity to guarantee the biological activity of
immobilised enzymes [6,7].

5-Aminosalicylic acid [5-ASA] is an anti-inflammatory
drug used in the treatment of ulcerative colitis and Crohn’s
disease, which are recurrent, idiopathic inflammatory disor-
ders involving the mucosa and sub-mucosa of the colon, for
whose treatment it is important to deliver the drug to the
large intestine [7,8]. However, 5-ASA is rapidly absorbed
in the small intestine, and there is little localization of the
drug in the colon [9]. Consequently, there have been several
approaches to obtaining colon targeted drug delivery sys-
tems with 5-ASA [10-15].
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With the aim to develop a modified release system based
on drug—clay chemical interactions, the kinetics and equi-
librium features of the system must be examined to deter-
mine the nature and degree of the interactions between
the clay surface and the drug molecules [16-18]. In this
work, the equilibrium and kinetic results of halloysite/5-
ASA water systems were investigated, as a necessary study
prior to development of the interaction products useful in
the preparation of colon targeted release systems.

2. Materials and methods
2.1. Materials

5-ASA (analytical grade) was purchased from Sigma
Aldrich (Madrid, S). The physico-chemical properties of
5-ASA are shown in Table 1 [19]

Non-commercial halloysite from Spain (HLC) was
milled (Ika®-Werke mill M20, GMBH & Co. KG, G)
and sieved (125-250 pm). After sieving, samples were oven
dried at 60 °C until constant weight was reached (mass var-
iation in 24 h less than 0.01%), in order to remove hydra-
tion water without modifying the composition of the
active surface sites.

2.2. Sorption studies

2.2.1. Kinetic studies

Sorption kinetic experiments were carried out by sus-
pending 5g (Ab204-s, Mettler-Toledo®, USA; d=0.1
mg) of HLC in 500 mL of drug aqueous solution (C,
225 ppm). Suspensions were mixed for 24 h in a Sotax® dis-
solution system (AT7, Barcelona, S) equipped with USP
apparatus II. Assays were performed at 100 rpm and four
different temperatures (30°, 35°, 40° and 45 °C 4+ 0.5 °C).
At fixed times, samples were withdrawn by means of a peri-
staltic pump (Sotax, Barcelona, S) and residual drug con-
centration (C) was determined by UV spectroscopy at
297 nm (Perkin Elmer®, Lambda 25). The retained drug
concentrations were calculated as the difference between
initial (Cy) and residual (C) drug concentrations. Kinetic
isotherms were obtained by plotting the retained drug con-
centration (mg/L) vs time.

Table 1

Physico-chemical properties of 5-ASA

Formulae C;H7NO;

Molecular weight (g mol™!) 153.14

Melting point (°C) 280°

Dissociation constants (pKa, 25 °C) 3.0 (-COOH)
6.0 (-NH7)
13.9 (-OH)

Solubility in water (mg/ml)

25°C 0.844

37°C 1.41

Non-hygroscopic (under ordinary environmental conditions)
White to pink crystals

2.2.2. Equilibrium studies

Equilibrium studies were performed as follow: 0.250 g of
halloysite and 25 mL of 5-ASA aqueous solution with
increasing initial concentrations (Cp) from 0-200 ppm were
placed in PyrexTM glass 25 mL flasks. The flasks were sha-
ken in a thermostatted bath (150 rpm) at different temper-
atures (25°, 35° and 45° £+ 0,1 °C) for a week. This period
of time was long enough to ensure that equilibrium was
reached between adsorbed 5-ASA and 5-ASA in solution.
After shaking, the equilibrium concentration (C) of 5-
ASA in supernatant liquid was determined by UV spectros-
copy at 297 nm. The difference between the initial (Cy) and
final (C) drug concentrations was assumed to be due to
adsorption of drug by the clay, allowing calculation of
the amount of 5-ASA retained per gram of adsorbent.
Blanks containing no 5-ASA were used for each series of
experiments and three replicates were analyzed at each con-
centration of 5-ASA.

3. Results
3.1. Sorption kinetic studies

The kinetic isotherms of the adsorption of 5-ASA onto
HLC at different temperatures are shown in Fig. 1. In
Fig. 2, individual and overall isotherms “C vs ¢ at 30 °C
are given, as an example of the obtained results. As
observed, the first process (rapid adsorption) leads to a
greater amount of 5-ASA adsorbed at the equilibrium than
the second one.

3.2. Sorption equilibrium studies

The equilibrium isotherm of 5-ASA and halloysite is
plotted as n° vs C/C, in Fig. 3. Such an isotherm is satisfac-
torily defined in the range 0 < C/Cy < 1. A global observa-
tion of the figure suggests that the equilibrium isotherms
might be included in the S-type of the Giles classification
[20], indicating a low relative affinity of HLC for 5-ASA

C (ppm)

t(h)

Fig. 1. Kinetic isotherms of 5-ASA and HLC at different temperatures.
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Fig. 2. Individual and overall kinetic isotherms of 5-ASA and HLC at
30 °C.

8.0
—— 25°C
—&—35°C
—— 45°C
6.0
g
2404
P
2.0
0.0
0.0

C/Co

Fig. 3. Equilibriumisotherms of 5-ASA and HLC at different temperatures.

and vice versa. However, all these assertions require clari-
fication and justification.

4. Discussion
4.1. Sorption kinetic studies

In calculating the specific adsorption rate, the overall
process of adsorption, by which the 5-ASA in solution
(adsorbable solute; A4is)) is retained by the clay (solid sor-
bent; S(5)) to obtain the corresponding solid interaction
product (S — As), could be considered the result of two
separate processes:

1. Rapid adsorption of 5-ASA on the external surface of
individual HLC particles or aggregates.

2. Slow adsorption of 5-ASA inside the pores of HLC par-
ticles (intraparticular) or aggregates (interparticular).

The processes may be considered reversible adsorption—
desorption steps, defined as

S(S) Jrz‘l(dis) S A(S) (1)

Obeying the following kinetic law:

—d—C:ka-C”-(l—Q)—kd-H (2)
dt
where C is the sorbate concentration in solution, &, the spe-
cific adsorption rate, k4 the specific desorption rate, 0 the
fraction of surface active sites in the sorbent occupied by
the sorbate, and n the partial reaction order in C.
Assuming that 6 = 1 at equilibrium, for each single pro-
cesses with partial order n =1 in C, integration of the
kinetic law (Eq. (2)) yields

kot

C=C =D

3)
where C is the initial sorbate concentration in solution, ¢ is
the time, and “a” is a constant for the experimental system
concerned, given by

Vv

71000 - m -, @

where V is the volume of drug solution, m the mass of
solid sorbent, and #, is the retention capacity of the clay
(ppm/g) at equilibrium, as calculated following Valenzuela
et al. [1].

If the two separate processes happen simultaneously, the
resulting equation would be

cog- 3t (5)
-0 ag - (ka(,-> -t — 1)

i=1

Finally, a third adsorption process is possible, which would
occur when the active sites in the external and inter or
intraparticular HLC surfaces is occupied by drug mole-
cules. Precipitation of new molecules would occur over
the first monolayer, with energies on the order of those pre-
sented in the crystallized drug. The corresponding kinetic
law would be
—i—f:k1~cm—k2-9 (6)
where k; and k;, are the specific adsorption and desorption
rates, respectively, C is the sorbate concentration in solu-
tion, m the partial reaction order in C, and 0 the fraction
of surface active sites in the sorbent occupied by the
sorbate.

In the case of a process with partial order m =1 in C,
the kinetic law (6) becomes

logla—b-Cl=—-b-t (7)
where
a—e“!
C=——-— 8
; (8)
where a, b and ¢, are constant given respectively by

.
~ 1000 - m - m, @

a
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Table 2
Specific adsorption rate (k,) and thermodynamic functions for the 5-ASA/HLC interaction
T(K) k,(s7hH AH (kJ/g) AS (kJ/K g) AG (kJ/g) R
ka, ka, AH, AH, AS) AS, AG, AG, R ¥icH
303 —10.04 +£0.20 —0.174+0.00 7.59+£0.05 4228+0.13 —-0.20+£0.00 —0.12+0.00 68.19+0.32 78.64+0.57 0.9466 0.9536
308 —10.814£0.22 —0.20 +0.00 69.19 4038  79.24 4 0.58
313 —11.18 £ 0.14 —0.27 £0.01 70.19 £0.41 79.84 £ 0.60
318 —12.274+0.23  —0.40 £0.02 71.19 £0.32  80.44 £0.61
ky - CY C molar concentration of 5-ASA in solution at the
b=ki+——=-a 9) ey s
0. equilibrium.
¢=2.3026-b (10) .
_ ) And if the two separate processes took place
However, this lqst process V\{Ol',ll‘d only be relevant at high simultaneously
drug concentrations. In the initial phase (and at low drug 0= 0.0 13
concentrations, as is our case) the contribution of this pro- =0+ 0 (13)
cess is not significant. where
. . Lo n = Ky C
4.1.1.. Specific rate constant and thermodynamic activation 0= —= 0, +0, = Z 1 (14)
functions i 1 Ky -C+
Eq. (3) is used to calculate the specific adsorption constant and
of the single processes 1 (k,, ), and 2 (k,,) (Table 2). These val-
ues were then used to derive the thermodynamic activation S R
. : nS:nS+n5227M (15)
functions (AH and AS) of each process (Table 2). To this 1 2 Ku-C+1

end, the following equation based on Eyring’s theory of
the transition state was used, following [1]:

k R AS* AH" 1
lnT_lnN-h+R ~ R T (11)
(R = gas constant, N = Avogadro’s number, & = Planck’s
constant, and 7 = temp (K)).

In order to determine the AH and the AS values, the
Eyring equation was linearized by plotting In (k/T) vs (1/
T). The calculated values are given in Table 2, which also
includes AG (activation energy) values (calculated from
the expression A G=AH — T AS).

As expected, the AH of both processes was positive indi-
cating that they are endothermic. Moreover, the negative
AS values showed that in all cases, order in the system
increased with the formation of the interaction product
between the drug and the clay.

4.2. Sorption equilibrium studies

Based on Eq. (2) for each single process with partial
order n =1 in C, at the equilibrium

n’ K-C
=— =" — 12
n, K-C+1 (12)
where
0 fraction of surface active sites in the sorbent occu-
pied by the sorbate
n® amount of solute (ppm) retained per gram of
adsorbent
n retention capacity of halloysite (ppm/g)

K kinetic equilibrium constant (k./kg)

i=1

On the other hand, if the third single process were relevant,
equilibrium becomes

N

n
f=—=B.C™ 16
(16)
where
n=mn,-B-C"=4-C" (17)

As mentioned above, this third process is only relevant at
high drug concentrations, when Eq. (17) should be taken
account. However, in the initial phase (and at low drug
concentrations) the contribution of this process is not
significant.

Eq. (15) was used to fit the experimental data. The
parameters obtained are shown in Table 3 (), and K).
According to these results, equilibrium isotherms seem to
fit to a single adsorption—desorption process. However,
the kinetic results (Fig. 2) show that two separate processes
are involved in the equilibrium. This discrepancy may be
explained on the basis of the differences in amount of drug
retained after a long time, as occurs when equilibrium is
reached. The first process (rapid) masks the second
(slower), because of the higher amount of 5-ASA adsorbed
on the surface of the clay.

Table 3
Fitting parameters of Eq. (15), standard average adsorption enthalpy
(AH®) and entropy (AS®) for the 5-ASA/HLC interaction

T(K) =, (ppm/g) K R AH° (kl/g)  AS® (KJ/K g)
298 4.68 +0.09 0.0482  0.9929

308 4.954+0.10 0.0584 09901 0.245+0.00 0.46 4+0.01
318 6.11 £0.12 0.0741 0.9969
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On the other hand, the analytical fitting of the regression
line obtained by plotting In K vs (1/7T) allowed calculation
of the standard average adsorption enthalpy (AH°) and
entropy (AS®) for the studied process over the working
temperature range (25-45°C). The resulting values are
shown in Table 3. According to these results, the equilib-
rium process is endothermal and endoentropic.

5. Conclusions
According to the sorption studies we can conclude that:

1. Interaction between SASA and HLC occurs as a combi-
nation of two separate processes. The first of these is
rapid adsorption of the drug at the external surface of
the clay mineral particles, while the second is adsorption
occurring inside the HLC pores and aggregates, and is
therefore slower.

2. The thermodynamic functions of the two steps indicate
that formation of the SASA/HLC interaction product
fits to endothermic (AH, = 7.59; AH, = 42.28) and exo-
entropic (AS; = — 0.20; AS, = — 0.12) processes.

3. The equilibrium isotherms might be included in the
S-type in the Giles classification, suggesting a low rela-
tive affinity of HLC for 5-ASA and vice versa.

4. In equilibrium, only one, slow, endothermal (AH° =
0.245 kJ/g) and endoentropic (AS° = 0.46 kJ/K g) pro-
cess is observed, as a result of the long time involved
for completion of the experiments.

On the basis of these results, development of delivery
systems based on HLC/5-ASA interaction seems a promis-
ing approach.
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IV.23. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE
INTERACCION (PUBLICACION 2)

IV.2.3.1. AUTORES Y TITULO

Viseras, M.T., Aguzzi, C., Cerezo, P., Cultrone, G. y Viseras, C. Supramolecular
structure  of  S5-aminosalylicic  acid/halloysite ~ composites, Journal  of

Microencapsulation, aceptado en Junio de 2008.
1IV.2.3.2. RESUMEN

En este trabajo se caracterizan los preparados obtenidos por interaccion del 5-ASA
con HLC. Incluye la determinacion mediante FESEM de la textura de los materiales
de partida y de los productos de interaccion, los resultados de porosimetria de
mercurio, de difraccion de rayos X, asi como los analisis termogravimétricos. Con
esta informacion se caracterizan los cambios inducidos por la interaccion entre el
farmaco y el soporte, relativos a textura, estructura e hidratacion. Mediante
espectroscopia de infrarrojos se estudiaron los grupos funcionales implicados en la
interaccion. Por altimo, mediante HREM con XEDS acoplado se evalud la posicion
del farmaco en el interior y exterior de los tubos de HLC, postulando su reparto en

consonancia con los resultados de retencion expuestos en el apartado anterior.
IV.2.3.3. DISCUSION

En la publicacion 1 se habia postulado que la adsorcion del 5-ASA por parte de HLC
tenia lugar como resultado de dos procesos: uno rapido en la superficie externa de las
particulas, y un lento en el interior de los tubos y macroporos (defectos en la
superficie de los tubos) de HLC. No obstante, existia cierta controversia entre los
resultados cinéticos y de equilibrio, dado que las isotermas de equilibrio podian
ajustarse a un solo proceso de adsorcion-desorcion, mientras que las isotermas
cinéticas claramente separaban los dos procesos mencionados. Se habia plateado la

hipdtesis de que en el equilibrio, el proceso rapido (superficie de la particulas)

172



M2 Teresa Viseras Iborra

enmascarase el lento (interior de los tubos). Uno de los objetivos de la publicacion 2
fue corroborar esta hipotesis. Asimismo, se planted la caracterizacion al estado solido
de los productos de interaccion, como parte de la necesaria caracterizacion

preformulativa de estos preparados.

Caracterizacion al estado solido

Se llevé a cabo una caracterizacion textural de las materias primas (HLC y 5-ASA) y
de los productos de interaccion con ellas preparados. Las microfotografias de
FESEM (Figura 2 de la Publicacion 2), permitieron determinar la forma y tamafio de
las particulas y agregados de cada una de las muestras, asi como conocer el tamafio
real de los tubos de HLC, que ronda los 600-800 nm de longitud y 100 nm de

diametro externo.

La porosimetria de mercurio reveld (Figura 3 de la publicacion 2) una distribucion
bimodal de los poros, tanto de la muestra de HLC como de los productos de
interaccion con 5-ASA, con una moda principal en torno a 10 um, y una segunda
moda de mucha menor entidad, en torno a 0.06 um. Estos resultados se han
complementado, creemos de manera suficiente, con los obtenidos mediante

adsorcion de nitrogeno.

Continuando con la caracterizacion preformulativa de las materias primas y sus
productos de interaccion, se presentan los resultados correspondientes a difraccion de
rayos X en muestras de polvo. En ellos (Figura 4 de la Publicacion 2) se observa que
la halloysita es una muestra parcialmente hidratada, sin que se observen cambios en
la mezcla fisica con el farmaco, mientras que en el producto de interaccion,
desaparece el pico correspondiente al espaciado basal de 10 A. Este hecho era de
esperar, dado que tras la interaccion mediante dispersion del solido en una solucién
de farmaco, se separd el producto resultante y se deseco a 60 °C, temperatura
suficiente, de acuerdo con la bibliografia (Joussein, 2005), para deshidratar la

halloysita.
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Parece claro, ademas que la retencion del farmaco en HLC no tiene lugar por
intercambio 16nico con los cationes presentes en la interlamina, dado que no existen
cambios en el espaciado basal del producto de interaccion respecto a la halloysita de
partida. Nuestra hipdtesis de adsorcion en la superficie de las particulas y posible
entrada en los tubos es, por tanto, coherente con estos resultados de difraccion de

rayos X.

La termogravimetria llevada a cabo a las muestras corrobora la deshidratacion de los
productos de interaccion. Las curvas termogravimétricas (Figura 5 de la publicacion
2) revelan una brusca pérdida de peso del farmaco a 280 °C, correspondiendo con su
degradacion por combustion, mientras que la arcilla y el producto de interaccion
muestran una primera pérdida gradual de peso (menor en el producto de interaccion,
que en HLC o la mezcla fisica, dado que ha sido deshidratado, como hemos
discutido) en torno a 100 °C, seguida de una segunda perdida de peso casi
coincidente con la degradacion del farmaco, en la que junto a ella, tiene lugar la

pérdida de agua coordinada (-OH) de HLC.

Para concluir la caracterizacion preformulativa, se determinaron los grupos
implicados en la interacciéon 5-ASA-HLC mediante espectroscopia de infrarrojos
(Figura 6 de la publicacion 2), poniendo de manifiesto que el grupo funcional
implicado por parte del farmaco es al menos el -COOH. No fue posible determinar la
implicacion del grupo —NH2 del farmaco por coincidir sus bandas caracteristicas con

las correspondientes a la deformacién H-O-H de HLC.

Posicion del farmaco retenido

La determinacion de la posicion de fairmaco adsorbido resultaba de gran interés para
nosotros, dado que nuestro modelo de retencion y liberacion supone la existencia de
dos procesos: uno ligado a la adsorcion en la superficie de las particulas, y otro
correspondiente a la entrada de la molécula de farmaco en los poros y tubos de HLC.
Mediante una técnica de tincidbn usada en microscopia electronica para la

determinacion de aminoacidos, se plante6 la posibilidad de determinar la posicion
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del farmaco (a través de su grupo amino) en el entorno de las particulas de HLC. Asi,
una vez tintadas las muestras, se procedio a su visualizacion mediante HREM y con
ayuda de un XEDS a la determinacion cualitativa de la posicion del farmaco en los
productos de interacciéon. La comparacion entre mezclas fisicas y productos de
interaccion 5-ASA-HLC, permiti6é corroborar nuestra hipdtesis de adsorcion tanto en
la superficie como en el interior de los tubos de HLC (Figuras 7 y 8 de la publicaciéon

2).

175



Cesar Viseras lborra

De: Oya Alpar [oya.alpar@pharmacy.ac.uk]

Enviado el: lunes, 30 de junio de 2008 17:16
Para: Cesar Viseras |borra

Asunto: RE: re: Journal of Microencapsulation MS 02/279
Ms. Ref. No.: MS 02/279

Title: "SUPRAMOLECULAR STRUCTURE OF 5-AMINOSALYCILIC ACID/HALLOYSITE
COMPOSITES"

Journal of Microencapsulation

Dear César Visetas Iborra,

| am pleased to confirm that your paper ""SUPRAMOLECULAR STRUCTURE OF 5-AMINOSALYCILIC
ACID/HALLOYSITE COMPOSITES" has been accepted, following revisions, (30th June 2008) for publication in

the Journal of Microencapsulation.

Thank you for submitting your work to this journal.
With kind regards,

Prof. Oya Alpar
[iditor-in-Chief
Journal of Microencapsulation

30/06/2008




SUPRAMOLECULAR STRUCTURE OF 5-AMINOSALYCILIC
ACID/HALLOYSITE COMPOSITES
Maria-Teresa Viseras', Carola Aguzzi', Pilar Cerezo', Giuseppe Cultrone?®, Cesar

. 1
Viseras

'Department of Pharmacy and Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy,
University of Granada. Campus Universitario de Cartuja s/n, E-18071, Granada, Spain.
? Department of Mineralogy and Petrology, University of Granada. Campus

Universitario de Ciencias s/n, Granada, Spain.

Correspondence to: César Viseras Iborra
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica
Facultad de Farmacia. Universidad de Granada
Campus Universitario de Cartuja, s/n
18071 Granada, Spain
Phone: +34-58-249551
Fax: -34-58-248958

e-mail: cviseras@ugr.es



ABSTRACT

This paper assesses the supramolecular structure of nanocomposites prepared by
including the anti-inflammatory drug 5-aminosalycilic acid in halloysite nanotubes.
Halloysite tubes have submicron individual lengths with outer diameters around 0.1 pm,
as observed by FESEM. The mercury intrusion plots showed bimodal profiles with pore
dimensions around 10 and 0.06 pm. X-Ray diffraction and thermogravimetric results
revealed changes in the hydration form of the clay after the interaction. The groups
associated to the interaction were studied by FTIR. The location of the drug in the
composites was determined after uranium staining of its amino groups by X-EDS
microanalysis coupled with HREM. The drug was located both inside and on the
surface of the halloysite nanotubes. These results confirm the occurrence of two
concomitant interaction mechanisms: rapid adsorption of 5-ASA at the external

halloysite surface followed by slow adsorption of the drug inside the tubes.

Keywords: 5-aminosalicylic acid, halloysite, composite, supramolecular structure.



1. INTRODUCTION

Trapping of drug molecules in micro and mesoporous materials based on clays or silica
is a helpful procedure for reducing dissolution rate and/or targeting drug release
(Aguzzi et al., 2007). In particular, a hollow tubular polymorph of kaolinite, known as
halloysite has been proposed for drug encapsulation (Levis and Deasy, 2003; Byrne and
Deasy, 2005), and is also considered for delivering proteins and genetic matter
(Veerabadran et al., 2007).

A previous study published on the retention of the anti-inflammatory agent 5-amino
salicylic acid (5-ASA), onto a Spanish halloysite (HLC) concluded that adsorption was
the result of two separate single endothermic and exoentropic processes: an initial rapid
adsorption of 5-ASA on the external halloysite surface followed by a slow adsorption of
the drug inside the phyllosilicate pores (Viseras et al., 2008). Our study provided
information concerning the retention capacity of the mentioned solid, the kinetics of the
process, the factors conditioning the equilibrium and the thermodynamic functions. In
agreement with Valenzuela et al. (Valenzuela et al., 2002a,b), both the kinetic and the
equilibrium studies must be complementary and, in general, equations describing the
adsorption isotherms come from the kinetic laws governing the different partial
processes which determine the global process. However, some discrepancies were
found between equilibrium and kinetic isotherms. Equilibrium isotherms may fit a
single adsorption-desorption process, whereas kinetic isotherms clearly separate two
processes. It was hypothesized that in the equilibrium isotherms, the first (rapid) process
masked the (slower) second. To corroborate this hypothesis and increase the
understanding of the adsorption mechanisms in 5-ASA/HLC composites, it would be

necessary to characterise the supramolecular structure of the obtained 5-ASA/HLC



composites. With this aim, samples were examined by FESEM (Field Emission
Scanning Electron Microscopy) and mercury porosimetry for texture characterization.
Then, solid state characterization was carried out by X-ray diffraction,
thermogravimetric analysis and FTIR. To correctly resolve the structure of the
composites (localisation of retained 5-ASA molecules), samples were stained by drop
deposition with a uranyl acetate solution. This is described as a stain able to specifically
bind with positively charged amino groups (Lombardi et al. 1971; Hayat 1970),
allowing selective fixation of 5-ASA molecules (Figure 1). The uranyl-stained samples
were examined by HREM (High Resolution Electron Microscopy) to get more details
about the structure of the composites. Complementary X-EDS (X-ray energy-dispersive
spectroscopy) microanalysis was performed on selected micrograph areas, to determine
uranium localisation and asses the supramolecular structure of the 5-ASA/HLC
composites.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials

5-ASA (analytical grade) was purchased from Sigma Aldrich (Madrid, Spain).
Halloysite (HLC) was a non-commercial sample from Spain. It was milled (Tka®-Werke
mill M20, GMBH & Co. KG, G) and sieved (125-250 um) before use in order to
eliminate coarse particles and aggregates.

2.2. Preparation of drug/clay composite and physical blend

5-ASA/HLC composites were prepared as described by Viseras et al. (2008). Briefly, 5
g of HLC were suspended in 500 mL of 5-ASA aqueous solution (Cy, 225 mg/L) by
using a Sotax” dissolution system (AT7, Barcelona, Spain) equipped with the USP

apparatus II. Assays were performed at 100 rpm and 40°C for 24 h. This period was



long enough to ensure that equilibrium was reached between the adsorbed 5-ASA and
that in solution. The equilibrium concentration (C) of 5-ASA in solution was
determined by UV spectroscopy at 297 nm (Perkin Elmer”, Lambda 25, Madrid, Spain).
The difference between the initial (Cy) and final (C) drug concentrations was assumed
to be due to adsorption of the drug by the clay and the amount of 5-ASA retained was
calculated, resulting in 4 mg/g dried clay. 5-ASA/halloysite adsorbates were recovered
by filtration and dried in oven at 60°C to remove residual humidity. Physical blends
with the same w/w ratio as the composites were prepared by mixing drug and clay
powders in a mortar. All samples were stored at room temperature before any
characterization was performed.

2.3. Characterization

2.3.1. Field Emission Scanning Electron Microscopy

Samples mounted on aluminium SEM stubs and covered by a carbon film were
examined using a LEO GEMINI-1530 Field Emission Scanning Electron Microscopy
(FESEM).

2.3.2. Mercury Porosimetry

The porous structure of the samples was determined by mercury porosimetry using a
Porosimeter Micromeritics 9310 Autopore III with associated software. The
measurements were performed on powder samples using a 5 cm® penetrometer (sample
weight 250 mg). Samples were dried to constant weight using a vacuum oven set at 80
°C and removed just prior to analysis. As widely described in the literature, this
treatment may completely remove both pore and interlayer water of halloysite samples,
without reorganization of the inner structure of the material (Grim, 1968; Joussein et al.,

2005, 2006). Intrusion pressures between 0.5 and 60000 psi (414 MPa) were used,



corresponding to pore diameters between 360 and 0.006 um. The low and high pressure
analyses were done automatically, both using the equilibrium mode with a time interval
of 10 s.

2.3.3. X-ray diffraction studies

X-ray analyses were carried out in powder samples by using a Philips® PW1710
diffractometer, equipped with automatic slit. CuKo radiation, 3-40° 20 exploration
range, 6° 20 min"' scanning speed, 40 KV voltage, 1 X 103 sensitivity, 40 MA
intensity, 2s time constant were the instrumental conditions.

2.3.4. Thermogravimetric analysis

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed on 10-20 mg samples using a
SHIMADZU mod. TGA-50H equipment working over the temperature range 30-500°C
at 10°C/min heating rate.

2.3.5. Infrared spectroscopy studies

The infrared spectra of the samples were recorded with a Perkin-Elmer model 1600
FTIR spectrophotometer using KBr disc method. Samples were milled, mixed with KBr
powder (1:100 w/w ratio) and pressed using a hydraulic press at 15 tons for 5 min.
Discs were placed in the sample holder and scanned from 4000 to 400 cm™.

2.3.6. High Resolution Transmission Electron Microscopy (HREM) coupled with X-ray
energy-dispersive spectroscopy (X-EDS)

Samples were dehydrated by replacing water with pure ethanol, embedded for 2 hours
in a mixture of ethanol and epoxy resin for microscopy (EMbed 812, EMS Ltd., UK)
and then included for 24 hours in pure resin. Subsequently, polymerization was
performed by heating the samples at 37°C for 24 hours and then at 70°C for 24 hours.

The polymerized blocks of the embedded samples were cut into ultrathin slices (900 A



thickness) using a Reichert UltraCut S® Ultramicrotome (Reichert Analytical
Instruments, Ltd., USA), and placed on 300-mesh TEM copper grids (Neyco, France).
To increase image contrast, samples were stained by deposition of uranyl acetate 2%
(w/v) aqueous solution onto the grids for 1 minute. The excess of the staining agent was
absorbed onto a filter paper and then grids were covered with a carbon film. The stained
samples were analysed using a STEM PHILIPS CM20 coupled with an X-ray Energy
Dispersive Spectrometer (EDAX, Japan).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. FESEM

Figure 2 shows selected FESEM microphotographs. As can be seen, pure crystalline 5-
ASA (Fig. 2A) appears as individual needle shaped crystals with heterogeneous size
distribution. In figure 2B, a detail of 5-ASA crystals is included, showing typical
dimensions of approximately 10-100 um by 1-3 um, with irregularities in the crystal
surfaces and occasionally concave shapes. Figures 2C and D show micrographs of
halloysite, where high microtubular content (2C) with the presence of occasional
rounded aggregates (2D) are observed. Halloysite tubes have submicron (600-800 nm)
individual lengths with outer diameters around 0.1 um (2D). It is important to remark
that all clay particles observed are completely rolled, without splitting or unrolling
tubules, indicating that halloysite tubules were completely formed and no residual
kaolinite crystals were present in the sample. Figures 2E and 2F show micrographs of 5-
ASA/HLC composites. Only a few superficial isolated tubules (2E) are found, most of
them making up aggregates in which it is hard to distinguish the individual constituent
tubules (2F).

3.2. Mercury porosimetry



The cumulative intrusion plots of HLC and 5-ASA/HLC composite (Figure 3A) show a
gradual initial increase in intrusion volume, corresponding to the filling of the coarse
pores between particles and/or aggregates, followed by a rapid increase in intrusion due
to the filling of inter-particles pores in the range 30-0.5 um, and then a further increase
in intrusion volume in the range 0.05-0.01 pum, that may correspond to filling of the
tubule lumens within halloysite particles. The calculated specific surface area of the
samples was approximately 45 m*/g for HLC and 44 m?/g for the composite. The
differential intrusion plots (Figure 3B) show bimodal profiles with pore sizes around 8
um (HLC) and 13 pm (composite), and a second pore mode at 0.06 um in both cases.
These pore sizes are in agreement with the particle/aggregates sizes and tubule
diameters observed in the FESEM microphotographs.

3.3. X-Ray powder diffraction (XRPD) studies

Plots of XRPD patterns for halloysite, physical blend and composite with 5-ASA are
shown in Figure 4. The basal spacing reflections of the clay indicate the presence of the
hydrated (peak around 9° 20, corresponding to a 001 basal spacing of 10 A) and
dehydrated (peak around 12° 20, which translates to a 001 basal spacing of 7 A) forms
of halloysite. Thus the sample can be described as a partially hydrated form of
halloysite. In the physical blend no changes are observed, whereas in the composite the
peak corresponding to the hydrated form disappears, remaining only a sharp reflection
peak around 12° 20, corresponding to the dehydrated form. The disappearance of the 10
A peak was not surprising because the composite was dried to remove residual
humidity. Thus in the composite the clay was fully dehydrated, as confirmed by the
presence of a peak around 24° 20, corresponding to a 002 basal spacing of 3.5 A.

3.4. Thermogravimetry



On heating, halloysite undergoes a two-step dehydration process in the range 20-400 °C
(Fig. 5). In the first step halloysite undergoes a weight lost around 5 %. The lost of this
hydration water, taking place at low temperature, is complete at 200 °C and it is
followed by a second step of dehydration in which halloysite looses the coordinated
water. This second step coincides with the degradation of 5-ASA. The physical blend
undergoes a hydration weight lost quite similar to that of the clay, followed by a second
lost corresponding to the degradation of the drug and the lost of coordinated water in the
clay. In the composite the amount of hydration water was reduced (around 2 % weight
lost in the first step) in agreement with the presence of dehydrated form of the clay
observed in the XRPD patterns.

3.5.FTIR

Molecular interaction between 5-ASA and HLC was investigated using FTIR
spectroscopy (Figure 6). Halloysite spectrum presents an H-O-H deformation band at
1635 cm™', and adsorption bands in the range 1200-900 cm™ corresponding to Si-O-Si
and/or Si-O-Al stretching region. The Si-O stretching region comprises three absorption
bands at 1113 cm™, 1030 cm™, and 1008 cm™. Finally, the AlI-OH stretching band
appears at 938 cm” (Tari et al., 1999). The spectrum of 5-ASA showed bands
corresponding to C = C stretch of the aromatic group and N-H bond scissoring at 1619
cm’. There were also two strong intensity bands corresponding to a C-C stretching
mode at 1490 cm™ and to O-H deformation of the hydroxyl groups at 1355 cm™ (Dash
and Brittain, 1998).

By comparing the spectra of the composite and the corresponding physical blend, and
taking into account the previous discussed spectra of the single species, it was possible

to obtain some information about the chemical groups involved in the interaction



between the drug molecule and the clay. In particular, the disappearance of the band of
5-ASA corresponding to COOH groups at 1335 cm™ in the composite spectrum,
suggested their implication in the interaction of 5-ASA and HLC. Unfortunately, the
superposition of the bands corresponding to the N-H scissoring bond in the drug
molecule and the H-O-H deformation band in the clay, did not allow determining the
possible implication of the amino groups in the interaction.

3.6. HREM and XEDS

Figures 7 and 8 show HREM microphotographs of thin sections obtained from the
samples and XEDS spectra of selected areas. In the XEDS analysis, peaks deriving from
the clay constituents (O, Al and Si) as well as from the TEM grids used to support the
specimens (Cu and C) were detected in all cases. Figure 7A shows a microphotograph
of 5-ASA/HLC composite in a region with precipitation of the staining agent. When this
happened, it was hard to visualize the constituents of the complex in terms of fine
morphology and size (Baalousha et al., 2005; Merroun et al., 2006). The arrows in
Figure 7A show the areas selected for XEDS analysis (one dark, one blank). Figure 8A
illustrates the XEDS spectrum of the dark stain area, corresponding to precipitated
crystals of uranyl acetate, and Figure 8B shows the spectrum obtained from the blank.
As can be seen, a high intensity U peak was detected in 8A, whereas no uranium was
revealed in the case of the blank (8B).

In those regions of the thin sections where no precipitation occurred, as it is shown in
microphotographs 7B and 7C (corresponding to physical blend and composite,
respectively), it was possible to exactly resolve the uranyl acetate allocation. In both
cases X-EDS analysis was performed on the edges and interior of the oriented halloysite

tubules. In the case of physical blend, no uranium was detected in the XEDS spectrum
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obtained neither from the surface (Figure 8C) nor from the interior (Figure 8D) of the
HLC tubules. On the other hand, in the composite, the staining agent was detected both
at the surface and inside of the tubules (Figures 8E and 8F, respectively). Thus, the
method was able to qualitatively inform about the drug distribution in the composite,
even if determination of the quantitative partitioning between adsorption on the surface
and inside the pores was not possible.

4. CONCLUSIONS

Accordingly to the results, 5-ASA molecules are effectively entrapped by halloysite in
the prepared composites. FESEM microphotographs allowed to evaluate the textural
changes associated to the interaction of the drug with the phyllosilicate tubules.
Mercury intrusion happened both in the interparticle space and into the clay tubules,
with pore sizes in agreement with the measured tubules diameters. FTIR allowed
confirming the interaction between the clay and the drug. Finally, HREM microscopy
coupled with XEDS analysis of stained samples allowed to distinguish the location of
the drug at the surface, but also inside of the halloysite nanotubules. These results
corroborate the hypothesis of two different processes in the interaction of the drug with
the clay.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Molecular structure of 5-ASA.

Figure 2. FSEM microphotographs of the studied samples: 5-ASA (A, B); HLC (C, D);
5-ASA/HLC composite (E, F). Magnifications: A (2000 x), B (12000 x), C (50000 x), D
(79720 x), E (40000 x) and F (200000 x).

Figure 3. Mercury intrusion plots of the studied samples: Cumulative (A) and
differential (B) curves.

Figure 4. XRPD patterns of the studied samples.

Figure 5. TGA curves of the studied samples.

Figure 6. FT-IR spectra of the studied samples.

Figure 7. HREM microphotographs of uranyl acetate stained 5-ASA/HLC: (A) detail of
uranyl deposits, (B) physical blends, (C) composite. Magnifications: A (34000 x), B
(78000 x) and C (175000 x).

Figure 8. XEDS spectra of: (A) uranyl deposits, (B) blank, (C) surface of halloysite
tubules in physical blends, (D) interior of halloysite tubules in physical blends, (E)
surface of halloysite tubules in composites, (F) interior of halloysite tubules in

composites.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Figure 7.
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Figure 8.
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IV.2.4. LIBERACION DE 5-ASA DESDE LOS PRODUCTOS DE
INTERACCION

1V.2.4.1. ANALISIS DEL FARMACO

A manera de ejemplo, la Figura IV.18. presenta el cromatograma tipico de una

solucion estandar de 5-ASA (50 pg/mL) en tampdn fosfato pH 6.8.

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

t (min)

Fig. 1V.18. Cromatograma de una solucion de 5-ASA (50 pg/mL) en tampdn fosfato pH 6.8.; tiempo

de retencion 2,4 minutos.

En la Tabla IV.XI., quedan recogidas las caracteristicas analiticas del método HPLC

usado para el analisis de 5-ASA en los tres medios de disolucion.

Tabla 1V.XI. Caracteristicas analiticas del método de determinacion de 5-ASA en los tres medios de

disolucion.
- Linealidad LD LC Repetibilidad Eficiencia ' Exactitud
Medios ey ey (Sr %) ™) K T
R, “Log-log (wg/mL)  (ug/mL) A tr (% recuperacion)
slope”
Agua 0.9997 1 (0.007) <1 <1 2.19  0.08 7742 0.24 1.1 97.8 (0.15)
HC10.1N 0.9999 0.96 <1 <1 022  0.08 9537 0.09 09 98.3 (0.08)
(0.003) 1
Tampon pH 0.9999 0.98 <1 <1 0.82  0.08 8275 011 08 99.2 (0.11)
6.8 (0.007) 6

() desviacion estandar, n = 6.
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Resultados y Discusién

Respecto a la linealidad, la respuesta ha sido lineal (R* > 0,999) en los tres medios y
en el intervalo 5 - 100 pg/mL (se han analizado 5 concentraciones, 3 réplicas de cada
una). La pendiente de las rectas obtenidas al representar el logaritmo de la
concentracion en ordenadas y el logaritmo del 4rea de los picos en abscisas (“log-log
slope”) ha cumplido los criterios previstos por las lineas guia ICH (intervalo 0.95-

1.05), con una desviacion estandar relativa (Sg) no superior al 1 %.

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) han sido inferiores a 1 pg/mL.

La repetibilidad del area del pico (A) y del tiempo de retencion (tr), expresada como
desviacion estandar relativa (Sg) fue calculada efectuando 9 determinaciones (3
concentraciones, 3 réplicas cada una) de soluciones de 5-ASA de concentracion
conocida en cada uno de los medios de disolucion, en el intervalo de linealidad del

método, siendo siempre ambas inferiores al 1 % (en todos los medios de ensayo).

La eficiencia de la columna y el factor de cola fueron satisfactorios en los tres

medios considerados.

Por 1ultimo, la exactitud del método fue determinada afiadiendo volimenes
conocidos (50, 100 y 200 pL) de soluciones de 5-ASA de concentracion conocida
(100 pg/mL) en cada uno de los medios usados como blanco a un volumen de medio
para llevar a 1 mL final. La recuperacion (relacion entre lo afladido y medido en %)

fue satisfactoria (> 97%) en todas las muestras analizadas.
IV.2.4.2. AJUSTE DE DATOS DE LIBERACION
En una primera fase se llevo a cabo el ajuste de los datos de liberacion en agua de los

preparados obtenidos a 30 °C (5-ASA-HLC-30), empleando distintos modelos, con

objeto de comparar la bondad del ajuste con cada uno.
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Una vez realizada esta comparativa, se ajustaron el resto de curvas de liberacion con
el modelo propuesto en esta memoria, por ser el que demostréo mayor capacidad para

ajustarse a los datos experimentales.

Los ensayos realizados (véase apartado II1.2.2.4.1.) se hicieron partiendo de un
volumen de medio de disolucién igual a 700 mL, asi como (en el caso de cambio de
pH) partiendo de 525 mL de HCL 0.1 N, para posteriormente llevar a 700 mL
(afiadiendo 175 mL de Na3PO4 0.2 M, transcurridas 2 horas). Esta tltima metodica se
corresponde con la propuesta por farmacopea para los ensayos con cambio de pH,
destinados a formas farmacéuticas gastrorresistentes (EP 6.0, 2008). No obstante,
debemos hacer una reflexion al respecto; la adicion de volumen al medio de
disolucion con objeto de cambiar el pH tiene un triple efecto sobre el proceso de
liberacion: uno debido a la dilucion (de la sustancia que se ha liberado), otro debido
al cambio de pH, y un tercero producido por la variacion de la fuerza idnica del

medio.

Con el claro objetivo de evaluar el efecto de la dilucion en los ensayos de cambio de
pH, en el sistema 5-ASA-HLC-30/Agua se han programado dos tipos de
experimentos: uno con volumen de agua constante (700 mL) y otro que se inicia con
525 mL de agua para anadir posteriormente (al cabo de dos horas) 175 mL de agua;
de esta manera se ha pretendido obtener informacion acerca de la influencia del

grado de dilucion en el proceso de liberacion.

1V.2.4.2.1. Estudio Comparativo

IV.2.4.2.1.1. Sistema 5-ASA-HLC-30/Agua. Volumen: 700 mL

Los resultados experimentales del proceso de liberacion aparecen indicados en la

Tabla IV.XIL.
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Tabla IV.XI. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de
disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

t (h) L (%)
0,000 0,000

0,033 40,195
0,066 49,810
0,100 56,925
0,133 60,010
0,160 62,040
0,250 62,365
0,330 63,970
0,416 64,755
0,500 65,385
0,750 66,620
1,000 68,260
1,250 69,645
1,500 70,345
1,750 71,675
2,000 73,455
2,500 76,110
3,000 78,635
3,500 81,455
4,000 84,550
5,000 86,685
6,000 89,735
7,000 93,185
8,000 93,870

L (%): tanto por ciento liberado (promedio, n = 2).
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Fig. 1V.18. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de
disolucion: Agua. Volumen: 700 mL (promedio = d.s.; n = 2).

Dichos resultados aparecen representados (en la forma L vs. t) en la Figura IV.18., en
la que se observa un punto de inflexion (que se considera significativo) para un valor
de tiempo de alrededor de entre un cuarto y media hora; punto de inflexion que
sugiere la contribucion de mas de un proceso sencillo de desorcion al proceso global
de liberacion. Esto no debe extrafiar si se tiene en cuenta que en el proceso de
retencion se han puesto de manifiesto dos procesos sencillos diferenciados; uno de
adsorcion en la superficie de las particulas y otro, regido por difusion, en los espacios
interparticulares, canales y, en su caso, en el interior de macroporos de didmetro
suficientemente grande. Esta hipdtesis parece confirmarse cuando se procede al
ajuste de los resultados experimentales a las ecuaciones (IV.25), que considera que
en el proceso global interviene so6lo uno de los dos procesos sencillos mencionados, y
(IV.26) que considera los dos. En el primer caso (que supone un solo proceso
sencillo de desorcion de orden n=1 respecto de C, el valor encontrado para R* =
0,8323) el ajuste no se ha considerado satisfactorio. Sin embargo el valor R* =
0,9980 encontrado en el segundo caso (intervienen dos procesos sencillos
simultaneos de desorcidon) nos ha llevado a considerar que entre los mencionados

datos experimentales y los calculados existe una buena correlacion.
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1V.2.4.2.1.1.1. Ajuste de los datos al modelo postulado (ecuacion (IV.26))

Como se acaba de indicar la hipotesis resultante de suponer la contribucion de dos
procesos sencillos, diferenciados energéticamente, al proceso global de liberacion
[ecuacion (IV.26) que esta referida a la cantidad total liberada en el equilibrio; es
decir: Lo,= 100 %] permite definir de manera satisfactoria los resultados
experimentales, como se puede observar a la vista de la Figura IV.19., en la que se
han representado las curvas (L vs. t) calculadas para cada uno de los procesos
sencillos (el més répido en linea azul y el més lento en rojo) y para el proceso global

(linea negra).
100 T

80 1

60 r
® L(%) —n —m 10 (global)

L (%)

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8
t (horas)

Fig. 1V.19. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo cinético postulado. Ecuacion
(IV.26). Soélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

Conviene tener en cuenta que, como ya indicado al estudiar el proceso de retencion,
el denominado “proceso dos” viene sumamente influido por la difusion, lo que
condiciona grandemente la cinética. De manera que, es sumamente probable, por no
decir “seguro” que, en las condiciones experimentales en las que se ha operado, y
dentro del intervalo de tiempo en el que se han obtenido los resultados, una gran
parte del farmaco retenido permanezca en el interior de los tubos de HLC. Sin

embargo, dado que la ecuacion (IV.26) estd referida a la cantidad total liberada en el
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equilibrio, a los efectos practicos de ajuste de los resultados (descripcion del

comportamiento del sistema) ello carece de significacion.

Los valores encontrados para los diferentes pardmetros de ajuste (considerando que
en el equilibrio se ha liberado la totalidad del farmaco “liberable” en las condiciones

de trabajo) son los siguientes:

Cery (%) kaay (h) Ce) (%) ki (h™) R’
60,191 1929,816 39,809 8,786 0,9980

En el sistema estudiado por nosotros, y en las condiciones en que se ha operado, el
proceso sencillo mas rapido (linea azul, que practicamente se completa para un valor
de t de alrededor de 0,2 horas) se asigna a la desorcion de las moléculas de 5-ASA
adsorbidas en la superficie mas externa de las particulas de HLC. Se considera que la
linea roja define el comportamiento del proceso sencillo mas lento, cuya menor
velocidad es debida a su fuerte condicionamiento por el proceso de difusion
(controlado por el gradiente de concentracion) desde el interior de los tubos de HLC
a la interfase sélido/liquido. En consecuencia, a partir del momento senalado (= 0,2
horas) se puede considerar que la liberacion del farmaco se debe unicamente al

proceso difusivo de liberacion (linea roja).

La suma de los dos procesos sencillos de desorcion mencionados define el proceso
global (linea negra que se correlaciona satisfactoriamente con los resultados
experimentales). Si se tienen en cuenta los resultados encontrados al estudiar el
proceso de retencion, el hecho de que se haya encontrado que C) sea inferior (del
orden de 2/3) sugiere que so6lo se ha liberado parte del farmaco retenido en los tubos
del silicato, lo que es coherente con la mayor energia de adsorcion del mismo,
respecto del que se encuentra unido a los centros activos de la superficie mas externa

de las particulas de HLC.
Aunque la propia curva de liberacion (Figuras IV.18. y IV.19.) y el valor encontrado

para R? (0.9980) podria conducir a considerar satisfactorio el modelo postulado,

parece necesario contrastar su bondad con el comportamiento de otros modelos
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habitualmente empleados para el ajuste de cinéticas de liberacion. Por ello, los
resultados de la Tabla IV.XI. han sido ajustados también usando las ecuaciones
correspondientes a algunos de tales modelos. En todos los casos se dibuja, junto con
los resultados experimentales una linea continua negra que corresponde al ajuste de
los mismos al modelo cinético postulado y que representa la ecuaciéon (IV.26) y, por

supuesto, la linea de ajuste correspondiente al modelo que se ensaya.

1V.2.4.2.1.1.2. Ajuste de los datos a la ecuacién de Higuchi

Takeru Higuchi dice textualmente en uno de sus trabajos que: “Normalmente, los
célculos difusionales son extremadamente complejos y conducen a expresiones
complicadas” (Higuchi, 1961); lo que (como él mismo dice) le induce a buscar una
ecuacion mas sencilla y util. Con tal proposito, basandose siempre en la premisa de
que el proceso de liberacion viene condicionado exclusivamente por la difusion,

llega a proponer una ecuacion que en su forma simplificada, podemos escribir como:

Q=K, -t (136)

La correlacion entre el conjunto de valores experimentales encontrados por nosotros
(t £ 8 horas) a la ecuaciéon (I1.36) es muy mala. Incluso no parece aceptable la
correlacion con dicha ecuacion de unos pocos de los resultados experimentales, los
de L <60% (t < 0,133 horas). El correspondiente ajuste ha conducido a los siguientes

resultados:

Ky R?
180,676 0,9577

(Cuando se ajusta la totalidad de los resultados, t < 8 horas, se encuentra Ky =

55,59).

206



M2 Teresa Viseras Iborra

100 A

80

L (%)

0 T T T T 1
0 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15
t (horas)

Fig. IV.20. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo de Higuchi (L < 60%). Solido
disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

En la Figura IV.20. se han representado los resultados experimentales
correspondientes a t < 0,133 horas (L < 60 %), asi como una linea continua (de color
rojo) resultante del ajuste de los mismos a la ecuacion de Higuchi (1.36). Como se
puede observar (que ademads es lo habitual) a valores bajos de t la linea calculada se
desvia negativamente de los resultados ajustados, mientras que a valores de t mas
elevados lo hace positivamente. A la vista de ello se puede concluir que (al menos en
el caso que nos ocupa) la ecuaciéon de Higuchi no es adecuada para describir el

comportamiento de liberacion del sistema estudiado.

En realidad, el que la ecuacion de Higuchi no resulte de utilidad en este caso (ni en la
mayoria) hace pensar si las simplificaciones introducidas en las ecuaciones difusivas

utilizadas por ¢l fueron las adecuadas. Esta pregunta surge considerando lo siguiente:

Cuando se estudian los procesos de difusion debida a gradiente de concentracion se
considera que estos se rigen por la segunda ley de Fick. La integracion de dicha
ecuacion, dependiendo de la naturaleza del sistema y de las condiciones de trabajo,
conduce a ecuaciones muy diferentes y todas ellas de considerable complejidad (Jost,

1970; Crank, 1993).
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Aunque, por lo anterior, frecuentemente la ecuacion integrada se simplifica teniendo
en cuenta las mencionadas condiciones de trabajo, dicha simplificacion no puede
alterar la validez de la ecuacion de partida para describir el comportamiento del

sistema objeto de estudio.

De entre las multiples simplificaciones que se han realizado de las ecuaciones
integradas (de la que define la segunda ley de Fick) es bien conocida la propuesta por
Bangham y colaboradores (Bangham y Burt, 1924; Bangham y Sever, 1925), quienes
consideran que a tiempos pequefios (inferiores a un valor pequenio t,: 0 <t < t)
cualquier ecuacion de difusion se puede reducir a la de una parabola definida por la

ecuacion (IV.28):

1/2
L (% K17 (IV.28)

que, como se puede observar es idéntica a la ecuacion (1.36) de Higuchi.

En consecuencia de lo anterior, cabe pensar razonablemente que el modelo propuesto
por Higuchi y descrito por la ecuacion (I1.36) soélo resultard adecuado, (y ello de
manera aproximada) en el caso de un proceso regido inicamente por difusion debida
al gradiente de concentracion y solo cuando el sistema esta en el inicio; es decir, al
principio de la evolucion (a tiempos y/o cantidades L sumamente bajas). El aplicarla
hasta L <60 % probablemente haya que considerarlo excesivo. Practicamente esta

misma objecion la hacen Korsmeyer y colaboradores (Korsmeyer et al., 1985).

1V.2.4.2.1.1.3. Ajuste de los datos a la ecuacion de Peppas

Peppas y colaboradores hacen una revision de los aspectos difusivos que llevaron a
Higuchi a proponer su ecuacion, y aunque, en principio, les parece aceptable que
dicha ecuacién tenga validez siempre que se aplique a resultados experimentales
cuyos valores sean L = M, / M, < 0,60 (en tanto por uno), indican que “En muchas
de las situaciones experimentales, incluyendo el caso de liberacion de farmacos de

sistemas poliméricos hinchables, ..... , el mecanismo de difusion del farmaco se
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desvia de la ecuacién “Fickiana” (resultante de la integracion de la ecuacion de la
segunda ley de Fick) y sigue un comportamiento ““no-Fickiano” (anomalo). En estos
casos, proponen utilizar una “ecuacion general’ que es en realidad una extension de

la ecuacion propuesta por Higuhi.

Esa “ecuacion general” a la que hacen referencia Peppas y colaboradores es la

siguiente:

L=—'=k-t"  (138)

Ecuacion que uno de los autores considera que es una ecuacion semiempirica,
propuesta sin justificacion fisico-quimica alguna. Légicamente, al introducir un
segundo parametro variable (n), la ecuacion (1.38) debe ajustar los resultados
experimentales de liberacion mucho mejor que la ecuacién de Higuchi; y asi ocurre
en la practica; lo que la ha llevado a alcanzar una considerable aceptacion. No
obstante, no se debe olvidar que la ecuacion (1.38) es “semiempirica” (aunque quizas
sea mas correcto decir “empirica”), con todo lo que ello implica si se desea
profundizar en el estudio del proceso a fin de obtener informacion complementaria,

como por ejemplo de tipo termodinadmico.

El ajuste de los resultados experimentales de liberacion (para L < 60 %) a la ecuacion
de Peppas conduce a los valores de k y n que (junto con el correspondiente R”) se

indican a continuacion:

k n R?
109,096 0,29 0,9993

De acuerdo con la explicacion dada por los propios autores, valores de n < 0.5 (como
en el caso que nos ocupa), se asocian a la presencia de poros en la matriz, y la
consiguiente difusion simultdnea a través de la matriz y a través de los poros llenos
de medio de disolucion (todo ello para matrices poliméricas, que son
substancialmente distintas a nuestro soporte en el que no hay hinchamiento, por lo

que solo hay difusion a través de los poros, y el valor de n es mucho menor de 0.5).
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Por otra parte, de acuerdo con la Figura I.1.5., sistemas constituidos por cilindros no
hinchables (geometria que de alguna manera podria asemejarse a nuestro caso),

presentaran valores del exponente n menores de lo inicialmente esperado.

No obstante, creemos conveniente hacer el ajuste de la totalidad de los resultados
experimentales de liberacion con la ecuacion de Peppas, obteniendo los valores de k

y n que (junto con el correspondiente R?) se indican a continuacion:

k n R?
70,997 0,115 0,9787

Ya a la vista del valor de R” se aprecia (como cabia esperar) un mejor ajuste de los
resultados experimentales que en el modelo de Higuchi. Obviamente, ello permite
afirmar que el modelo de Peppas conduce a una mejor descripcion del
comportamiento del sistema de liberacion en agua del 5-ASA retenido en HLC, en

las condiciones experimentales en las que hemos operado.

100 A
80

60 -

L (%)

40

20 A

t (horas)
Fig. IV.21. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo de Peppas. Solido disperso: 5-
ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

No obstante, en la Figura IV.21. se ponen de manifiesto desviaciones significativas

de dichos resultados respecto de la curva teorica de Peppas resultante del ajuste.

210



M2 Teresa Viseras Iborra

1V.2.4.2.1.1.4. Ajuste de los datos a la ecuacion de orden cero

A la vista de la Figura IV.18. se puede concluir que el ajuste de los resultados
experimentales a la ecuacion cinética postulada para un proceso sencillo de orden
cero (I.7) carece de interés en este caso. Para t = 0 ha de ser L = 0 (y la
correspondiente ecuacion: (L = k t); pues si se considerase una ordenada en el origen
(L = Lo + k t), caso en que la ecuacion ajusta algo mejor los resultados
correspondientes a los valores de tiempo mads elevados, la propia ecuacion no tiene
sentido fisico-quimico (supondria que antes de empezar la liberacion, ya habia
farmaco disuelto en el medio). En cualquier caso, ninguna de las dos ecuaciones

ajusta en absoluto los resultados experimentales.

IV.2.4.2.1.1.5. Ajuste de los datos a la ecuacion de orden uno

Si se supone que el proceso global de liberacion es de orden parcial, respecto de C y
de n’, iguales a la unidad, la correspondiente ley cinética viene dada por la ecuacion
(I.13), que recordamos es igual a la (IV.25). El ajuste de los resultados
experimentales a dicha ecuacion ha permitido calcular, para los pardmetros de esa

ecuacion, los valores que se indican a continuacion:

Ce kd(1) R?
73,143 1182,974 0,8323

. 2 . ., .
A la vista de valor de R” se pone de manifiesto la escasa correlacion existente entre

resultados experimentales y calculados, como se puede observar en la Figura IV.22.
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Fig. 1V.22. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo de un solo proceso de cinética
de orden uno. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

Lo cual sugiere que, muy probablemente, el proceso global de liberacion incluye mas
de un proceso sencillo, segiin se apunt6 ya al hacer referencia a la Figura IV.18., al

principio de este apartado.

1V.2.4.2.1.1.6. Ajuste de los datos a la ecuacién de Weibull

La ecuacion de Weibull (1.65) se escribe a menudo en la forma:
t-T)°
m=1-exp R (1.65)

en la que a y b son constantes propias del sistema. Hay que recordar que ésta es una
forma aproximada de la ecuacion general deducida por Weibull para el estudio
estadistico de “poblaciones” diversas (ecuaciones (1.62), (1.63) y (1.64)).
Inevitablemente, la aproximacion que conduce a (1.65) limita, en menor o mayor
medida, la bondad de los posibles ajustes, pudiendo llegar, incluso, a errores (o

diferencias de correlacion) significativas.
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En la Figura IV.23. aparecen representados los resultados experimentales de
liberacion junto a la linea (roja) definida por la ecuacion (1.65). Los parametros de

ajuste encontrados son los siguientes:

L. b a (h) R?
100 0,229 0,783 0,9625

A la vista de estos resultados y, especialmente, de la Figura IV.23., practicamente se
puede decir lo mismo que en el caso del modelo de Peppas; que, al menos bajo un
punto de vista cualitativo, el modelo de Weibull describe de manera “razonable” el
proceso de liberacion en agua del 5-ASA retenido en HLC, en las condiciones
experimentales en las que hemos operado, si bien el grado de correlacion entre

resultados experimentales y calculados es algo mejor usando el modelo de Peppas.

100 -

L (%)

20 A

t (horas)

Fig. 1V.23. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo de Weibull. Sélido disperso: 5-
ASA-HLC-30. Medio de disolucién: Agua. Volumen: 700 mL.

El valor del parametro b (<1) es caracteristico de un curva con efecto “burst” inicial,
correspondiendo a la liberacion del farmaco retenido en la superficie de las

particulas.
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Respecto de la relacion lineal entre el parametro b de Weibull y n de Peppas
propuesta por Kosmidis y colaboradores (véase apartado 1.1.3.2.1.), de acuerdo con
nuestros resultados parece mas adecuado el valor de n obtenido con la totalidad de

los datos experimentales de liberacion (n = 0.115).

1V.2.4.2.1.1.7. Ajuste de los datos a la ecuacion de Hixson-Crowell

Como discutimos en la introduccion de esta memoria, en 1931, A. W. Hixson y J. H.
Crowell proponen ““... una ley nueva (la ley de la raiz cubica) de consideraciones
tedricas en las que la velocidad de disolucion de un sélido en un liquido se expresa
en funcion de la superficie y concentracion”, de la que proponen asimismo diferentes
aproximaciones. Una de ellas, correspondiente al caso 2 (véase apartado 1.1.3.1.3.)
que define el proceso de disolucidon de una particula de una poblacion monodispersa
de particulas (todas las particulas dispersas en un liquido son del mismo tamafio) y

(adaptada a la terminologia que venimos utilizando), se puede escribir en la forma:
kt=(Q" -Q") (.24)

donde Qp = L. es la concentracion del medio de disolucion en el equilibrio y kqg la

constante o velocidad especifica de disolucion.

Los resultados experimentales y la linea de ajuste de los mismos a la ecuaciéon
anterior aparecen representados en la Figura IV.24. Los valores encontrados en dicho

ajuste para L. (Qo) y kq son los siguientes:

L. (%) kq R’
38,484 0,203 0,9957
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Fig. 1V.24. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo de Hixson-Crowell. Solido
disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

Si se atiende al valor de R* indicado, se puede decir que, de todos los modelos
ensayados (a excepcion del modelo de desorcidon propuesto en esta Tesis) es éste el
que mejor describe el proceso estudiado. Sin embargo eso no es cierto, pues para el
calculo de los parametros antes indicados se han despreciado todos los valores
experimentales correspondientes a tiempos inferiores a 0,16 horas y so6lo se han
ajustado aquellos otros en los que t > 0,16 horas y de L > 62,04%. Cuando se opera
usando todos los datos, la correlacion encontrada para el modelo de la “raiz cubica”
es mucho peor (R* = 0,8188), correspondiendo las méaximas desviaciones a los
valores de t mas bajos (L < 62 %). En consecuencia, a la hora de describir el
comportamiento del sistema objeto de estudio, la bondad real de este método no es la
que cabe deducir a la vista de la figura IV.24. y de los valores de L, kg y R®

expresados.

En realidad, no es extraio que la ecuacion de Hixson-Crowell no ajuste
correctamente toda la poblacion de datos experimentales obtenidos por nosotros. En
el desarrollo de la ecuacién original los autores suponen que el proceso global viene
condicionado por un solo proceso de disolucién de una poblacion monodispersa de

particulas, proceso que transcurre de forma irreversible; asi como que la
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concentracion de la fase disolucion permanece constante. Basta comparar estas
premisas con “nuestro sistema”, donde el farmaco retenido se encuentra inicialmente
en la superficie y en el interior de los poros y/o tubos del sélido y en el que la
concentracion del mismo en el medio de disolucion va aumentando en funcién del
tiempo, para comprender que la correlacion entre los resultados experimentales y la
curva calculada mediante la ecuacion de Hixson-Crowell no sea excesivamente

buena.

1V.2.4.2.1.1.8. Ajuste de los datos a la ecuacion de Peppas y Sahlin

Con el objetivo de conseguir un mejor ajuste de los resultados experimentales de
liberacion, Peppas y Sahlin proponen en 1989 un modelo que considera que en el
proceso global de liberacion del farmaco retenido por el solido intervienen dos
procesos mas sencillos: uno “Fickiano (debido fundamentalmente a difusién) y otro
de relajacion de la matriz del sélido (que en su caso es polimérico). Dicha ecuacion

la expresan en la forma:

%szkl-thrkz-tzm (1.49)

en la que ki, ky y m son constantes.
El ajuste de los resultados experimentales obtenidos por nosotros a la ecuacion de

Peppas y Sahlin ha permitido calcular (para los pardmetros de la misma) los valores

siguientes, dependiendo de que ajustemos solo parte (L < 60 %) o la totalidad de los

datos:
k] m k2 R2
L <60 % 63,010 0,098 166,893 0,9994
L 100 % 47,769 0,087 23,102 0,9797

La representacion de los resultados experimentales y de la linea (roja) resultante del

ajuste aparece en la Figura IV.25., en la que también se ha incluido (con fines
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comparativos) la linea (azul) correspondiente al ajuste a la ecuacioén de Peppas (antes

discutida).

100 A

80 1

60 -

L (%)

40

20 A

t (horas)

Fig. 1V.25. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste a los modelos de Peppas (azul) y de Peppas
y Sahlin (roja). Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de disolucion: Agua. Volumen: 700 mL.

Si se comparan los valores de R” encontrados para los ajustes de los resultados a las
ecuaciones de Peppas (R* = 0,9787) y de Peppas y Sahlin (R* = 0,9797), ambas
empiricas o semiempiricas, se podria decir que el ajuste es algo mejor en el segundo
caso; sin embargo la diferencia es despreciable. En cuanto a las diferencias
resultantes del empleo de una u otra ecuacion (a la vista de la Figura IV.25) parece
que la primera de ellas se desvia més (de los resultados que ajusta) en la zona de
valores altos de t, mientras que la segunda se desvia mas para valores bajos de t; a
valores intermedios de t las desviaciones de ambas son semejantes. No obstante,
siendo un sistema no hinchable, era de esperar la similitud encontrada en el ajuste

con cualquiera de las dos ecuaciones.
Por ultimo, respecto de los valores de n y m obtenidos, son del todo explicables,

dado que no se trata de una matriz hinchada y la difusion tiene lugar a través de los

poros, lo que reduce el valor del exponente por debajo de 0,5.

217



Resultados y Discusién

IV.2.4.2.1.2. Comparacion de modelos

En el apartado anterior se han analizado las bondades de diferentes modelos
propuestos para describir el proceso global de liberacion en medio acuoso de una
especie quimica (5-ASA) retenida en un sélido (HLC). Como resumen de aquello
(sin olvidar todo lo dicho) quizas resulte de utilidad comparar los valores de R’
correspondientes a los diferentes ajustes de la totalidad de los resultados
experimentales; asi como los valores de Rzajustado y del pardmetro AIC, por su mayor
capacidad comparativa (véase apartado 1.1.4.). Los valores obtenidos para los citados

parametros estadisticos se incluyen en la tabla I'V.XII.

Tabla 1V.XII. Valores de parametros estadisticos correspondientes a los ajustes de la totalidad (o

parte) de los resultados experimentales de liberacion a las ecuaciones de los modelos que se indican.

Modelo

RZ

2
ajustado

AIC

Higuchi (L < 60 %)

Peppas (L < 60 % / totalidad de datos)

0,9577

0,9993/0,9787

0,9577

0,9993/0,9777

331,57

118,20/ 134,60

Orden n=1 0,8323 0,8247 187,26
Weibull 0,9625 0,9608 135,31
Raiz ctibica (t > 0,16 h / totalidad de datos) 0,9957/0,8188 0,9955/0,8106 159,51
Peppas y Sahlin (L < 60 % / totalidad de datos) 0,9994 /0,9797 0,9993/0,9778 118,91/133,30
Modelo postulado 0,9980 0,9978 88,38

Los valores de la Tabla IV.XII. son lo suficientemente explicitos como para sugerir
que el modelo (de los ensayados) que mejor correlacion establece con los resultados
experimentales es el propuesto en esta Tesis. Y esto se confirma cuando se revisan
las Figuras IV.19. a IV.25., en las que junto con los resultados experimentales se
dibuja una linea continua negra que corresponde al ajuste de los mismos al modelo

cinético postulado y que representa la ecuacion (IV.26).

Por otra parte, a la hora de estudiar el sistema 5-ASA retenido en HLC/Agua, no

parecen ser de utilidad los modelos de Higuchi, de orden cero, de orden uno, ni
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quizas (para la totalidad de los resultados) el de la “raiz ctubica”. Por otra parte, nos
parece que la utilizacidon de otros modelos empiricos debe restringirse en lo posible,
empleandolos unicamente en casos en que no se pueda llegar a uno con sentido
fisico-quimico y coherencia fisico-matematica (de la ecuacion representativa de ese
modelo).

En nuestra opinion:

e una ecuacion empirica solo ajusta los resultados;

e si los pardmetros de la misma carecen de sentido fisico-quimico no
suministran ninguna informacion acerca del proceso objeto de estudio;

e para proponer una ecuacidon empirica no es necesario conocer el mecanismo

del proceso, ni siquiera la naturaleza del mismo.

Como ejemplo de lo ultimo, y referido al caso que nos ocupa, a la vista de la Figura
IV.18. se puede apreciar que la forma de la curva de liberacion es muy parecida,
cualitativamente, a una isoterma de adsorcion n® vs. C, con “escalon” indicativo de
que hay dos procesos sencillos. En principio, a la vista de la forma de la citada curva,
cabe pensar en la posibilidad de que se ajuste a una ecuacion empirica “derivada” de
alguna, o varias, de las ecuaciones que ajustan las isotermas de equilibrio (n® vs. C),
convenientemente transformadas (sustituyendo C por t; y otros términos). Asi, por
ejemplo, la curva de la Figura IV.18. quizas se podria ajustar a ecuaciones empiricas
derivadas de las ecuaciones de Langmuir (Langmuir, 1918) y de Freundlich
(Freundlinch, 1926). En el primer caso, podemos plantear a partir de la ecuacion de

Langmuir la siguiente ecuacion:

L., kg, -t
L:f“)k—Q (IV.29)
+ Kk t

y si se considera la existencia de dos procesos sencillo simultaneos, obtendremos la

siguiente ecuacion empirica de tres parametros:
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- L.y kg -t . (100-L;)) kg, -t (IV.30)
I+k, -t I+k, -t

referida a la cantidad total liberada, considerada como L. = L1y + L) = 100%.

Cada uno de los términos del segundo miembro de dicha ecuacién resulta de sustituir
en la de equilibrio de Langmuir, n; por Le, K por k y C por t. Naturalmente en la

ecuacion empirica que resulta (IV.30) k es una constante sin significado fisico-

quimico.

El ajuste de los resultados experimentales (L, t) a la ecuacién empirica (IV.30) ha

conducido a los siguientes resultados:

Leay (%) L) (%) kK k) R?
62,683 37,317 60,519 0,275 0,9897

Si se compara el valor de R? encontrado para este ajuste con los que aparecen en la
Tabla IV.XII., se observa que, esta ecuacion empirica, postulada aqui por nosotros,
ajusta los resultados experimentales mejor que cualquiera de las otras tomadas de la
bibliografia, sin que por ello se pueda considerar més adecuada para describir el
proceso; ya que, como la mayoria de las ecuaciones empiricas, las constantes que
aparecen en la misma carecen de significado fisico-quimico relacionado con el
proceso objeto de estudio. Y no por eso pretendemos que esta ecuacion empirica
pueda ser considerada valida para el estudio de los procesos de liberacion de

farmacos.

Si se parte de la ecuacion de Freundlich (n® =K -C"), y se procede de manera

semejante a la indicada en el caso anterior, para un solo proceso sencillo se obtiene la
ecuacion empirica:

L=k-t"  (IV.31)
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que coincide con la ecuacion de Peppas (1.38). Y si se supone la existencia de dos

procesos sencillos, conduce a:

L=k, -t" +k, t™ (IV.32)

ecuacion que, si se hace 2n, = n;, coincide con la Peppas-Sahlin (1.49).

Por otra parte, es bien sabido que (como suele decir un profesor de esta Facultad a
sus alumnos) en Ciencia no hay verdades absolutas ni inmutables y que cualquier
modelo propuesto para describir un sistema, o su comportamiento, es algo
provisional y susceptible de variacion tan pronto como surjan razones para ello, u
otro modelo que los describa mejor. Dice asimismo que cualquier modelo, incluso el
que mejor describa un sistema, probablemente no corresponde “a la verdad”; pero si
el modelo no describe esa realidad es obvio que no es correcto y debe ser rechazado.
De acuerdo con esto se puede decir que probablemente ninguno de los modelos
ensayados por nosotros describa de manera veraz toda la realidad del sistema
estudiado y su comportamiento: pero es obvio que (aunque sea de manera
provisional) el que mejor lo describe es el que supone que en el proceso global de
liberacion intervienen dos procesos sencillos de desorcién controlados por difusion:
uno, mas rapido, de liberacion del adsorbido unido a la superficie mas externa de las
particulas de solido, y otro, mas lento (por una mayor contribucion de los
condicionamientos difusivos) de liberacion del farmaco que se encuentra en el
espacio intraparticular o (en su caso) en el interior de grandes macroporos o tubos de
las particulas de HLC. Este modelo tiene fundamento fisico-quimico, pues las
ecuaciones finales a las que llega son consecuencia (de la integracion) de ecuaciones
diferenciales planteadas seglin lo establecido por la “cinética formal” para procesos
reversibles de adsorcion/desorcion de ordenes parciales iguales a la unidad respecto
de la concentracion de farmaco disuelto y retenido por el so6lido adsorbente; es decir,

no se trata de ecuaciones empiricas.
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En consecuencia de todo lo anterior (y a fin de no alargar innecesariamente el
analisis y discusion de los resultados experimentales), nos parece oportuno utilizar,

en lo sucesivo, Unicamente el mencionado modelo de “desorcion”.

1V.2.4.2.2. Ajuste de las curvas de liberacidn con el modelo seleccionado

IV.2.4.2.2.1. Sistema 5-ASA-HLC-30/Agua. Volumen: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8
h)

Como ya se ha dicho antes, con el objetivo de poner de manifiesto la influencia del
volumen inicial de medio de disolucion y de una dilucion posterior (afiadido de un
volumen adicional de agua a las dos horas de iniciarse el proceso), sobre la cinética
de liberacion del 5-ASA desde los productos de interaccidon, se ha realizado el
experimento cuyos resultados aparecen en la Tabla IV.XIII. y representados (en la

forma L vs. t) en la Figura IV.26.
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t (horas)
Fig. 1V.26. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de

disolucion: Agua. Volumen: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8 h) (promedio + d.s.; n = 2).

A primera vista, en esta figura se observa un punto de inflexion muy marcado para
un valor de tiempo de dos horas, que se puede asignar facilmente al efecto de

dilucion del medio en contacto con el sélido disperso. No obstante, si se amplia la
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figura se aprecia también un punto de inflexion (mucho menos acentuado que el
anterior) que, como ya se ha dicho en el apartado anterior, para Veonstante = 700 mL,
sugiere que en el proceso de liberacion intervienen mas de un proceso sencillo de

desorcion.

Tabla IV.XIII. Liberacién de 5-ASA retenido en HLC. Soélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de

disolucion: Agua.

Vagua (ML) t (h) L (%)
0,000 0,000

0,033 39,001

0,066 54,762

0,100 57,643

0,133 58,241

0,160 58,731

0,250 59,762

595 0,330 61,093
0,416 62,074

0,500 62,342

0,750 63,650

1,000 64,900

1,250 66,021

1,500 67,693

1,750 69,422

2,000 70,294

2,500 76,701

3,000 80,730

3,500 84,242

200 4,000 86,910
5,000 89,171

6,000 91,071

7,000 93,613

8,000 94,920

L (%): tanto por ciento liberado (promedio, n = 2).

Buscando una mayor claridad, se analizaran separadamente los tramos de la curva de

liberacion (L vs. t) correspondientes a t <2 horas y a t > 2 horas.
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Tramo inicial de la curva L vs. t (t<2 horas)

Teniendo en cuenta todo lo dicho en el apartado 1V.2.4.2.1.1. (Sistema 5-ASA-
HLC/Agua V = 700 mL), los resultados experimentales de liberacion
correspondientes a t < 2 horas han sido ajustados a la ecuacion (IV.26), encontrando

para los pardmetros de la misma los valores siguientes:

Ceqry (%) kaay (W) Cer) (%) ki (W) R’
58,384 1936,578 28,898 7,638 0,9995

El valor encontrado para k(1) es practicamente el mismo que en el caso anterior (V =
700 mL), lo que no debe extrafiar, si se tiene en cuenta que este “primer proceso’ es
muy rapido y se completa a un valor de t muy bajo (inferior a una 0,2 horas), lo que
sugiere una gran afinidad del disolvente (agua) por el farmaco retenido, lo que hace
que la liberaciéon del farmaco unido a la superficie mas externa del adsorbente sea
muy facil y rapida. El valor de kyp) encontrado ahora es algo inferior al del
experimento anterior (con V =700 mL) lo que es coherente con el menor volumen de
agua que se ha puesto en el segundo caso. Por esta misma razon, los valores de Ce(1)

y de C¢() son inferiores a los encontrados para el experimento anterior.

100 ~

S
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Fig. 1V.27. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo postulado. Sélido disperso: 5-
ASA-HLC-30. Medio de disolucién: Agua. Volumen: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8 h).
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Las curvas L vs. t calculadas para cada uno de los procesos sencillos de desorcion
postulados aparecen representadas (linea azul: proceso rapido; linea roja: proceso
lento) en la Figura IV.27. La linea negra corresponde a la suma de las dos curvas

anteriores y define el proceso global.

Tramo final de la curva (t > 2 horas)

A la hora de ajustar los resultados experimentales correspondientes a t > 2 horas se
ha de tener en cuenta que el denominado “proceso sencillo rapido” (correspondiente
a la extraccion del fArmaco unido a los centros activos de la superficie méas externa
de HLC) ya no tiene vigencia, por lo que el proceso global debe venir condicionado
por un solo proceso sencillo de desorcion influido de manera considerable por la

difusion (“proceso sencillo més lento”) definido por la ecuacion:

—k, -t
Lzl—exp( Ld J (IV.25)

€
Como asi ocurre en la realidad.

El correspondiente ajuste de los resultados experimentales ha permitido calcular,
para el “tercer proceso sencillo” (linea verde de la Figura IV.27.) los valores de Ce3)

y kq) que se indican:

Ce) kya) R’
10,589 10,665 0,9860

Debido al efecto de dilucion (y al consiguiente incremento del gradiente de
concentracion) la difusion del farmaco hacia el medio de disolucion se acelera, razén
por la cual kq3) toma un valor mas elevado que kgp). La suma de los valores

encontrados para la adicion Ce(1) + Ce2) + Ce3y fue del 97,87 %.
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Con fines comparativos se han representado las curvas de liberacion de 5-ASA en
agua partiendo de 700 mL (linea azul) y cuando el volumen inicial es de 525 mL y al
cabo de dos horas se afiaden 175 mL (linea roja) (Figura IV.28.). Se aprecia que a
tiempos inferiores a dos horas (y hasta unas 2,5 horas) la cantidad liberada es, como
cabia esperar, mayor en el primer caso (debido al mayor volumen de agua, y
gradiente de concentracién mas alto). Sin embargo, a tiempos mas elevados (cuando
ya el volumen de agua es de 700 mL en ambos casos) las dos curvas son
practicamente coincidentes (se considera que las pequenas diferencias observadas

carecen de significacion; podrian deberse a errores experimentales acumulados).
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Fig. 1V.28. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de
disolucion: Agua. Linea azul: 700 mL. Linea roja: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8 h). Los puntos

representan los datos experimentales y las lineas el ajuste.

IV.2.4.2.2.2. Sistemas 5-ASA-HLC/HCI 0,1 N. Volumen: 700 mL

La liberacion de 5-ASA retenido en HLC, cuando el medio era una disolucion acuosa
0,1 N de HCI, se ha realizado con cuatro diferentes preparados, dependiendo de la
temperatura de obtencion (30, 35, 40 y 45 °C £0,1 °C). Con ello se ha pretendido
obtener informacién acerca de la posible diferencia (si la hubiera) de la magnitud de
la interaccion entre el 5-ASA adsorbido y los centros activos de HLC utilizada como

adsorbente. Los resultados obtenidos (Tabla IV.XIV.), representados en la Figura
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IV.29. sugieren que, aparentemente, no hay variaciones significativas de

comportamiento entre las cuatro muestras.

Tabla IV.XIV. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucién: HC1 0,1 N.

t (h) L (%)
S-ASA-HLC30  5-ASA-HLC35 5-ASA-HLC40 5-ASA-HLC-45

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,160 71,438 71,136 70,003 66,600
0,330 73,510 73,415 73,523 74,857
0,500 74,197 75,073 75,468 75,740
0,660 76,333 76,116 76,878 76,860
0,830 77,003 77,612 77,413 78,558
1,000 78,130 78,634 78,944 79,843
1,500 80,080 81,268 80,735 82,238
2,000 83,830 84,158 83,702 84,327
3,000 88,475 87,975 88,205 89,125
4,000 91,678 91,553 91,778 91,828
5,000 93,673 94,108 94,030 94,110
6,000 95,690 95,715 95,418 96,448
7,000 96,533 97,070 97,020 98,148
8,000 97,170 97,720 98,315 99,350

L (%): tanto por ciento liberado (promedio, n = 6).
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Fig. 1V.29. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucion: HCI 0,1 N. Volumen: 700
mL; promedio + d.s.; n = 6.
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Los resultados experimentales (L vs. t) de todas, y cada una, de las curvas se ajustan
satisfactoriamente a la ecuacion (IV.26) correspondiente al modelo postulado. Las
lineas continuas que aparecen en la Figura IV.29. corresponden a las curvas de ajuste
globales calculadas. En la Figura IV.30. se representan, a titulo de ejemplo, las
curvas global y particulares de los procesos de liberacion postulados aplicados a los

datos del producto de interaccion 5-ASA-HLC-30.
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Fig. IV. 30. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Ajuste al modelo postulado. Sélido disperso: 5-
ASA-HLC-30. Medio de disolucion: HCI 0,1 N. Volumen: 700 mL.

Cuando se ajustan a la ecuacion (IV.26) se obtienen, para los diferentes parametros

de la ecuacion los valores que se indican a continuacion:

Muestra Cety (%) Cer) (%) kaay (h™) ka) (h™) R’
5-ASA-HLC-30 70,346 29,654 2.345,596 9,183 0,9999
5-ASA-HLC-35 70,578 29,422 1.926,514 9,308 0,9999
5-ASA-HLC-40 71,014 28,986 1.497,539 9,015 0,9998
5-ASA-HLC-45 71,806 28,194 1.078,307 9,005 0,9996

El hecho de que tanto kgi) como kgp) disminuyan con el incremento de la

temperatura a que fueron preparadas las muestras sugiere que la interaccion fArmaco-

HLC aumenta ligeramente con la temperatura a que se llevé a cabo la retencion.
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Por otra parte, al comparar los resultados de liberacion desde 5-ASA-HLC-30 en
agua y clorhidrico (Figura IV.31.), se aprecia que la liberacion se produce en mayor
cantidad en medio acido que en agua. En principio, si se tiene en cuenta el cardcter
4cido débil del 5-ASA (pK,, 25 °C: 3.0 (-COOH), 6.0 (-NH3"), 13.9 (-OH)) se podria
haber pensado lo contrario, pues en medio acido estard menos disociado que en agua
y, por consiguiente sera menos soluble. Sin embargo, la introduccion de un
electrolito (clorhidrico, acido fuerte) incrementa la fuerza idnica del medio, lo que
incrementa la solubilidad del 5-ASA (electrolito débil). Esta pueden ser las causas de
que tanto las velocidades especificas como Cc(;y sean superiores en el caso de que el
medio esté constituido por HCI 0,1 N, lo que es coherente con una mayor solubilidad

del 5-ASA en este medio (respecto del agua).
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Fig. IV.31. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Comparacion entre medios de disolucion. Solido

disperso: 5-ASA-HLC-30. Medios de disolucion: HC1 0,1 N (linea azul) y agua (linea roja). Volumen:

700 mL.

IV.2.4.2.2.3. Sistemas 5-ASA-HLC/tampon pH 6.8. Volumen: 700 mL

De manera semejante a lo expuesto en el apartado anterior (HCl 0,1 N) y por las
mismas razones alli indicadas, la liberacion de 5-ASA retenido en HLC en un medio
constituido por una disolucion acuosa de pH = 6.8, se ha realizado con las mismas
cuatro diferentes muestras de partida. Los resultados obtenidos en los

correspondientes experimentos se resumen en la Tabla I[V.XV. y se representan en la
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Figura IV.32. (las lineas continuas son las resultantes del ajuste global), en la que se
puede observar que, aparentemente, no hay variaciones significativas de

comportamiento entre los cuatro productos de interaccion.

Tabla IV.XV. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucién: tampon pH 6.8.

t (h) L (%)
5-ASA-HLC-30 5-ASA-HLC-35 5-ASA-HLC-40 5-ASA-HLC-45

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,160 69,617 68,642 69,197 68,968
0,330 72,224 72,426 72,343 72,406
0,500 74,228 74,160 74,565 74,626
0,660 75,685 75,832 75,746 76,228
0,830 77,023 76,910 77,554 78,165
1,000 79,108 78,732 79,418 79,887
1,500 81,198 82,708 83,032 83,755
2,000 84,983 85,788 86,010 86,175
3,000 90,076 90,400 90,430 91,703
4,000 94,000 94,178 94,636 93,350
5,000 96,138 95,608 96,676 96,325
6,000 97,586 97,324 98,210 97,555
7,000 98,345 98,100 98,757 98,603
8,000 98,820 98,962 98,496 99,050

L (%): tanto por ciento liberado (promedio, n = 6).
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20
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Fig. 1V.32. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucion: tampén pH 6.8. Volumen:
700 mL; promedio + d.s.; n = 6.
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Como se puede apreciar en la Figura IV.32., también en este caso los resultados
experimentales (L vs. t) de todos, y cada uno, de los experimentos de esta serie se
ajustan satisfactoriamente a la ecuacion (IV.26), correspondiente al modelo
postulado. Las lineas continuas que aparecen en la Figura IV.32. corresponden a las
curvas globales calculadas. En la Figura IV.33. se representan, a titulo de ejemplo,
las curvas global y particulares de los procesos de desorcion postulados para el

producto de interaccion obtenido a 30 °C.

100 A

80

60 -

L (%)

40 A

® L(%) —nl

20 A

t (horas)

Fig. 1V.33. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de
disolucion: tampon pH 6.8. Volumen: 700 mL.

Los valores encontrados para los distintos parametros de la ecuacion se indican a

continuacion:

Muestra Ceqr) (%) Ce) (%) kay (h™) kae) (W) R’
5-ASA-HLC-30 68,228 2024,215 31,772 12,790 0,9998
5-ASA-HLC-35 68,379 1581,822 31,621 12,635 1,0000
5-ASA-HLC-40 68,113 1789,176 31,887 13,606 0,9998
5-ASA-HLC-45 68,432 1607,766 31,568 13,735 0,9999

Cuando se comparan los resultados de liberacion de 5-ASA retenido en HLC (a 30

°C) en tampon pH 6.8, con los encontrados para agua y HC1 0,1 N (Figura [V.34.), se
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aprecia que la curvas en tampén pH 6.8 (linea verde) y HCI 0.1 N (linea azul) son
muy similares, y en ambos casos superiores a la que aparece en agua (linea roja).
Esta observacion avala la hipdtesis de que el mayor grado de liberacion (respecto del
agua) a los otros dos medios se debe, probablemente, a las mayores fuerzas idnicas

de ellos (respecto del agua).
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Fig. 1V.34. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Soélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medios de
disolucion: tampon pH 6.8 (linea verde), HCI 0.1 N (linea azul) y agua (linea roja). Volumen: 700
mL.

IV.2.4.2.2.4. Sistemas 5-ASA-HLC/disolucion con cambio de pH. Volumen: 525 mL
(0-2 h), 700 mL (2-8 h)

Los resultados experimentales obtenidos se encuentran en la Tabla IV.XVI y se
representan en la Figura IV.35., en la que se aprecia que las curvas obtenidas para las
diferentes temperaturas de interaccion son practicamente coincidentes, siendo algo
mas baja la de la muestra 5-ASA-HLC-30, al menos en el tramo inicial. Para esta
ligera desviacidon no cabe una explicacién ldégica, salvo posibles errores
experimentales. Probablemente esa sea, asimismo, la causa de las diferencias
existentes en la secuencia de variacion de los valores encontrados para los distintos

parametros de la ecuacion (IV.26), valores que se muestran mas adelante.
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Tabla IV.XVI. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucion: disolucidon acuosa con

cambio de pH.
V (mL) t (h) L (%)

(pH) 5-ASA-HLC-30  5-ASA-HLC-35 5-ASA-HLC-40 5-ASA-HLC-45
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,033 52,053 53,678 56,383 58,988
0,066 57,593 66,280 62,298 62,538
0,100 61,910 68,190 66,978 67,300
0,133 64,280 71,225 69,868 70,003
0,160 67,245 73,235 72,420 72,258
0,250 68,558 74,988 73,930 73,430
0,330 69,170 76,343 74,513 74,708
0,416 70,560 76,910 75,010 75,865

525 0,500 71,353 77,462 75,495 76,308

(=1) 0,660 72,725 77,923 76,830 76,890
0,750 73,388 78,380 77,220 77,750
0,830 74,225 78,839 77,583 78,485
1,000 75,290 79,493 78,695 79,045
1,250 76,200 80,268 79,643 79,770
1,500 76,650 81,175 80,103 80,728
1,750 78,585 82,628 80,795 81,475
2,000 79,725 84,120 82,778 82,193
2,500 83,858 87,830 85,048 86,038
3,000 86,338 89,835 85,783 87,945
3,500 89,565 91,380 87,673 89,398

700 4,000 91,113 93,412 89,850 91,260

65) 5,000 93,300 94,769 92,528 93,093
6,000 94,967 95,756 94,168 95,468
7,000 96,190 96,924 95,608 96,663
8,000 96,410 98,068 96,453 97,910

L (%): tanto por ciento liberado (promedio, n = 4).
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Fig. 1V.35. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Medio de disolucion: disolucion acuosa con
cambio de pH. Volumen: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8 h); promedio + d.s.; n = 6.

Para el andlisis de las curvas de liberacién experimentales se ha procedido igual que
se hizo en el apartado (IV.2.4.2.2.1.), estudiando separadamente los tramos de la

curva de liberacion correspondientes a t <2 horas y a t > 2 horas.

Tramo inicial de la curva (t < 2 horas)

Como ya se dijo antes, respecto a los experimentos en agua con dilucion
transcurridas las dos primeras horas, los primeros tramos (0 <t <2 horas) de las
curvas de la Figura 1V.35. se pueden considerar representativos de procesos de
desorciéon en cada uno de los cuales intervienen dos procesos sencillos. Los
correspondientes ajustes a la ecuacion (IV.26) han permitido calcular, para los

distintos parametros de la misma, los siguientes valores:

Muestra Cery (%) Ce) (%) Ky () Ky () R?
5-ASA-HLC-30 61,820 17,620 3265,578 26,759 0,9977
5-ASA-HLC-35 71,008 13,248 2906,274 15,272 0,9985
5-ASA-HLC-40 67,684 14,169 3500,893 23,155 0,9974
5-ASA-HLC-45 66,690 14,802 4099,564 30,439 0,9982
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A la vista de los R? se pueden considerar satisfactorios los ajustes de los resultados
experimentales a la ecuacion (IV.26). Respecto a la anomalia (en las secuencias de
variacion) de los valores de los pardmetros correspondientes al ajuste de la curva
correspondiente al producto de interaccion 5-ASA-HLC-30, ya se ha dicho antes que

podrian ser debidos a errores experimentales.

Tramo final de la curva (t > 2 horas)

Como también se dijo antes, se considera que este ultimo tramo de las curvas
representa un proceso de liberacion en el que so6lo interviene un proceso sencillo de
desorcion. En este caso las diferencias entre las diferentes curvas se van haciendo
menores al aumentar t, tendiendo a converger. El correspondiente ajuste de los

resultados experimentales ha conducido a los siguientes valores:

Muestra Ces) (%) kaa) (h™) R’
5-ASA-HLC-30 17,574 9,035 0,9981
5-ASA-HLC-35 14,011 7,140 0,9924
5-ASA-HLC-40 18,972 4,229 0,9929
5-ASA-HLC-45 17,158 6,430 0,9925

El escaso numero de valores experimentales ajustados no es ajeno, probablemente, a
que los valores de cada uno de los pardmetros calculados no sigan una tendencia
clara. En cualquier caso, se consideran satisfactorios los ajustes realizados. Como
muestra de ello, y a titulo de ejemplo, se muestra la Figura IV.36., en la que se
incluyen las lineas representativas de los tres procesos individuales antes

mencionados y la correspondiente al proceso global.

235



Resultados y Discusién

100 -
80 4
60 -
S
_1
40 o
® L(%) nl n2 n3 n (global)
20 -
—
0 / T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
t (horas)

Fig. 1V.36. Liberacion de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medio de
disolucion: disolucidn acuosa con cambio de pH. Volumen: 525 mL (0-2 h), 700 mL (2-8 h).

Por ultimo, se ha considerado que podria ser instructivo mostrar la Figura IV.37, en
la que se aprecia que (al igual que cuando se opera a volumen constante de 700 mL)
la curva experimental se encuentra por encima de la correspondiente a un medio
acuoso (solo agua) y que, ambas curvas tienden a converger a valores altos de t.
Asimismo, en la Figura IV.37. se han incluido las curvas de liberacion en HCI 0,1 N
y en tampén pH 6.8 (en ambos casos operando con un volumen constante de medio
de disolucion de 700 mL); estas curvas, al principio van por encima de la obtenida a
pH y volumen variables (l6gico, si se tiene en cuenta el menor volumen de medio de
disolucién), tendiendo a converger cuando ya se han alcanzado los 700 mL de
volumen de medio, convergencia que se aproxima tanto mas cuanto mayor es el

tiempo.
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Fig. 1V.37. Liberacién de 5-ASA retenido en HLC. Sélido disperso: 5-ASA-HLC-30. Medios de

disolucion: tampon pH 6.8 (linea verde), HCI 0.1 N (linea azul), cambio de pH (linea violeta) y agua

con dilucion a las 2 horas (linea roja).
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I. ACIDO 5-AMINO SALICILICO

1. Solido cristalino, de elevada pureza, soluble en agua y soluciones acuosas de HCI
0.1 Ny NaOH 0.1 N, con méximos de absorcion en todos los medios a las longitudes
de onda de 223, 297 y 327 nm. Funde con descomposicién a 280 °C.

2. Las soluciones del farmaco en agua y HCI 0.1 N son estables, sin que presenten
cambios en los barridos espectrofotométricos, transcurridos 4 meses desde su
disolucion. En cambio, las soluciones del farmaco en NaOH 0.1 N presentan cambios
en los barridos espectrofotométricos, con desplazamiento y descenso del pico a 297
nm, acompafiado de un aumento en la zona de 270 nm, asi como desaparicion del

pico en torno a 223 nm.

3. La disolucidn y precipitacion del farmaco por evaporacion del disolvente en agua,
HCI 0.1 N y tampdn fosfato pH 6.8, no indujo cambios significativos en el espectro
de H-RMN, respecto del farmaco original. En cambio, la disolucién y precipitacion
del farmaco por evaporacion del disolvente en NaOH 0.1 N produjo cambios en el
espectro de 'H-RMN, asociados a la degradacién oxidativa de la molécula de

farmaco.

Il. HALLOYSITA

4. La muestra usada como materia prima inactiva es una mezcla natural de halloysita
hidratada y deshidratada, con presencia de otras fases minerales en pequefia

proporcion (cuarzo, gibbsita y alunita).
5. Constituida fundamentalmente por particulas de forma tubular de 600-800 nm de
longitud y 100 nm de didmetro externo, que aparecen sueltas o formando agregados

en haces.

6. Distribucion porosimétrica bimodal con una moda principal en torno a 10 um, y

una segunda moda de mucha menor entidad, en torno a 0.06 um. Material poco
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microporoso y mesoporoso. La microporosidad es atribuible al interior de los tubos
del material, la mesopororidad se corresponde con defectos en la superficie de los

tubos, y la macroporosidad a la superficie de las particulas y espacio interparticular.

7. La capacidad de intercambio cationico (20 meq/100 g) y tipo de cationes son

coherentes con lo encontrado por otros autores para muestras del mismo tipo.

I11. RETENCION DEL FARMACO POR EL SOPORTE

8. La retencion de 5-ASA en disolucién acuosa por HLC parece transcurrir mediante
un proceso global controlado por difusion en el que intervienen dos procesos
sencillos de adsorcion neta; ambos procesos son reversibles y de orden uno respecto
de la concentracion de 5-ASA en la disolucion y en la fase adsorbida. Uno, rapido,
que conduce a la unién del farmaco a los centros activos de la superficie mas externa
del soporte; y otro, mucho mas lento, que da lugar a la retencion del farmaco en el

interior de los tubos del silicato.

9. En ambos procesos sencillos de adsorcion, la capacidad de retencién aumenta con
la temperatura, de manera aparentemente exponencial. El primero de dichos procesos
sencillos (el mas rapido y significativo en la préactica) transcurre en régimen

exotérmico, mientras que el segundo es endotérmico.

10. Aunque en el limite de tiempo necesario para que ambos procesos sencillos
alcancen el equilibrio las concentraciones correspondientes serian muy parecidas, en
las condiciones en que se ha operado, los resultados experimentales “de equilibrio”
vienen condicionados (inevitablemente) por la cinética, hasta el extremo de que en
las isotermas de equilibrio (ns vs. C/Cy) la contribucion del segundo “proceso
sencillo” (endotérmico) es irrelevante si se compara con la del primero (exotérmico)

que, en la préctica es el condicionante primordial del proceso global.
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11. La temperatura a la que se realiza la retencion no parecen afectar de forma
sustancial a la cantidad retenida. No obstante, en una situacion limite ideal, los

centros activos del soporte accesibles al farmaco aumentan con la temperatura

IV. CARACTERISTICAS DE LOS PRODUCTOS DE INTERACCION 5-ASA-
HLC

12. La interaccion del farmaco con el soporte no modifica la estructura quimica de
ninguno de los componentes. Los productos de interaccion presentan un patrén de
rayos X en el que no aparecen picos del farmaco, y los de la arcilla muestran la
desaparicion de la forma hidratada, por efecto de la operacion de desecacion llevada
a cabo durante la elaboracion de los preparados. La textura de los productos de
interaccion es similar a la de la arcilla, asi como su comportamiento térmico. Los
resultados de difraccion de rayos X permiten descartar la interaccion por intercambio

ionico entre los dos componentes de los preparados.

13. La microscopia HREM acoplada a XEDS permitié determinar la posicion del
farmaco en los productos de interaccion, corroborando la hipdtesis postulada en base
a las isotermas de adsorcion, de retencion del farmaco de acuerdo a dos procesos,
que se corresponden con adsorcién en la superficie de las particulas (primer proceso)

y en el interior de los tubos de HLC (segundo proceso).

VI. LIBERACION DEL FARMACO DESDE LOS PREPARADOS

14. El método analitico utilizado para la determinacion del farmaco en los medios de

liberacion presentaba buenas caracteristicas de sensibilidad, repetibilidad y exactitud.

15. La temperatura a la que se lleva a cabo la retenciéon del farmaco por HLC no
induce cambios significativos en los perfiles de las curvas de liberacion. No obstante,
el hecho de que tanto kq(1) como kg disminuyan con el incremento de la temperatura
a que fueron preparadas las muestras sugiere que la interaccion 5-ASA-HLC

aumenta ligeramente con la temperatura a que se llevo a cabo la retencién.
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16. En todos los casos, la liberacion de 5-ASA retenido en HLC transcurre mediante
un proceso global bifasico controlado por difusion en el que intervienen dos

“procesos sencillos” de liberacion neta.

17. La ley cinética de cada uno de los procesos sencillos de liberacién neta
mencionados corresponde a un proceso reversible de orden uno respecto de la

concentracion de 5-ASA en el medio de disolucion y en el sélido disperso.

18. La velocidad de liberacion viene condicionada por las caracteristicas del sistema

disperso en el que se estudia:

e aumenta con la cantidad relativa de producto de interaccion 5-ASA-HLC;

e aumenta con el volumen del medio de disolucion (pues se favorece el
aumento del gradiente de concentracion que controla el proceso difusivo);

e aumenta con la fuerza ionica del medio de disolucion, mientras que la

influencia del pH del medio parece ser poco significativa.

VI. COMPARATIVA ENTRE MODELOS DE AJUSTE DE CURVAS DE
LIBERACION

19. ElI modelo postulado ajusta las curvas de liberacion de forma adecuada,

presentando ademas sentido fisico-quimico y coherencia fisico-matematica.

20. Del resto de modelos usados para el ajuste de los datos de liberacion obtenidos,
no parecen ser de utilidad los modelos de Higuchi, de orden cero, de orden uno, ni
quizés (para la totalidad de los resultados) el de la “raiz cdbica”. Los modelos de
Peppas y de Peppas y Sahlin presentan valores de R* adecuados, s6lo cuando se

ajusta la primera parte de la curva de liberacion.
21. De acuerdo con los valores de Rzajustado, el modelo postulado es el que mejor

ajusta, de los ensayados, la totalidad de los datos experimentales obtenidos. Los

modelos de Peppas y de Peppas y Sahlin también presentan valores de Rzajustado
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adecuados (> 0.999), siempre y cuando se usen para el ajuste de la primera parte de
los datos experimentales (L < 60 %). EI modelo de Hixson-Crowell presenta,
asimismo, un valor que podria entenderse como adecuado (Rza,-ustado > 0.990) cuando

se emplea para la segunda parte de los datos experimentales (t > 0.16 h).
22. El parametro AIC, por su parte, muestra claramente la bondad del ajuste logrado

con el modelo postulado, con un valor netamente inferior a cualquiera de los otros

modelos usados en la comparativa.
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A.l. ENFERMEDAD INFLAMATORIA CRONICA DEL
INTESTINO

A.l.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Si bien el eponimo “enfermedad de Crohn” tuvo aceptacion generalizada en el curso
de los ultimos afos, se conocen comunicaciones clinicopatologicas de procesos
similares que datan de por lo menos dos siglos. Morgagni describié un cuadro de
inflamacion intestinal idéntico al asociado con la enfermedad de Crohn en 1761
(Kirsner, 1988). Una vez que Koch identificase el bacilo de la tuberculosis en 1882
fue posible individualizar pacientes con una enfermedad ileocecal similar a la
tuberculosis intestinal pero no asociada con su bacilo. Estos casos fueron
comunicados desde finales del siglo XIX hasta principios del siglo XX por distintos
investigadores tales como Fenwick, Dalziel, Weiner, Moschcowitz, Wilensky,
Goldfarb y Suissman (Kirsner, 1988; Dalziel, 1989; Baron, 2000). Los trabajos
sefieros de Crohn, Ginzburg y Oppenheimer publicados en 1932 Ilamaron la atencion
acerca de la “ileitis terminal” como una entidad clinica distintiva y cronica (Crohn et
al., 1932). Poco tiempo después se determind que este término era incorrecto debido
a la observacién de numerosos casos en los que el proceso patoldgico también
comprometia el colon. Ademas, los pacientes interpretaban el vocablo “terminal” con
una connotacion ominosa erréonea. Por ello, se le dieron distintos nombres tales
como, ‘“‘enteritis regional” o “enterocolitis granulomatosa” hasta que se adopto el
término “enfermedad de Crohn” con el fin de abarcar las diversas presentaciones
clinicas de esta entidad clinicopatoldgica. En realidad, podria haberse llamado
perfectamente enfermedad “de Ginzburg“o “de Oppenheimer”, pero recibio el
nombre de enfermedad de Crohn debido a una prioridad alfabética en la mencion de
estos tres investigadores. Por otra parte, en el caso de la colitis ulcerosa, Samuel
Wilks, identifico por primera vez esta enfermedad como una entidad clinica
independiente de la disenteria bacilar (Wilks, 1859) aunque la primera descripcion

completa de la colitis ulcerosa haya sido la del Sir Arthur Hurst, quien también
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describi6 las imagenes sigmoideoscopicas y establecid una diferenciacion neta con la

disenteria bacilar (Hurst, 1909).

A.l.2. EPIDEMIOLOGIA

En el caso de la enfermedad de Crohn, las tasas de incidencia mas elevadas en
Europa y Norteamérica, se asocian con latitudes mas boreales. Estimaciones
recientes de la incidencia de enfermedad de Crohn en todo el territorio europeo
confirmaron la observacion previa de un gradiente de incidencia de norte a sur, pero
con una menor diferencia entre las regiones que la documentada con anterioridad, tal
vez por un aumento de las tasas de incidencia en el sur y la estabilizacion de
incidencias en el norte (Shivananda et al., 1996), al igual que ha ocurrido con la
colitis ulcerosa (Mendeloff y Calkuns, 1995). La enfermedad de Crohn se considera
muy rara en una gran parte de Sudamérica y Africa (Mayberry y Mann, 1989) con
excepcion de Sudafrica, sin embargo, es posible que las estimaciones de la incidencia
provenientes de las naciones con menos recursos econdomicos estén viciadas por el
menor acceso a la asistencia médica. Esta limitacion dificulta la diferenciacion entre
factores genéticos y ambientales. Para la colitis ulcerosa, las areas de incidencia
elevada comprenden Reino Unido, los Estados Unidos, el Norte de Europa y
Australia y las de baja incidencia, Asia, Japon y América del Sur. En Estados Unidos
los judios son mas propensos a la colitis ulcerosa que el resto de la poblacion
mientras que la incidencia es reducida entre los norteamericanos negros (Mendeloff y

Calkuns, 1995).

Los estudios realizados en diversos paises del mundo en distintas épocas del afio
indican que el riesgo de enfermedad de Crohn es ligeramente mayor entre las
mujeres (Loftus et al., 1998). Es posible que esta diferencia se deba a factores
hormonales o diferencias del estilo de vida, y se contrapone con la incidencia casi
idéntica en ambos sexos 0 algo superior entre los hombres de la colitis ulcerosa. En
estudios poblacionales recientes se indicé que la edad media en el momento del
diagnostico de la enfermedad de Crohn es de alrededor de 30 afos (Munklhom,

1997; Loftus et al., 1998) y entre los 20 a 40 afios en el caso de colitis ulcerosa,
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aunque ambas patologias pueden manifestarse a cualquier edad a partir de la infancia
temprana. Sin embargo, algunos estudios han revelado un segundo pico de
incidencia en una fase mas avanzada de la vida, por lo general en el curso de la

séptima década (Andres y Friedmann, 1999).

A.1.3. ETIOLOGIA

La etiologia de estas enfermedades continiia siendo desconocida, sin embargo, se
propone como una respuesta inmunitaria descontrolada frente a un estimulo (no
identificado actualmente) que se desarrolla en un individuo genéticamente
predispuesto. Los factores implicados en esta respuesta serian factores genéticos y

ambientales.

A.1.3.1. FACTORES GENETICOS

La presuncion de una predisposicion genética de la EIl comenz6 con la observacion
de que los parientes de los pacientes afectados corrian un riesgo muy aumentado de
padecer EII. El riesgo relativo entre los parientes de primer grado es 14 a 15 veces
mayor que el de la poblacion en general (Binder, 1998). Se han observado también
diferencias segln el origen étnico y racial, de tal manera que es mayor la incidencia
en judios y en la raza blanca mas que en la negra y la asidtica (Sartor, 1995). En
estudios realizados en gemelos monocigotos y dicigotos, la incidencia es mayor en
los primeros, fundamentalmente en el caso de la enfermedad de Crohn, donde la tasa
de concordancia es de hasta un 67% y de s6lo un 13 a un 20% para la colitis ulcerosa
(Satsangi et al., 1996). Aunque diversos estudios han puesto de manifiesto que la
influencia de los factores genéticos es mayor en la enfermedad de Crohn que en la
colitis ulcerosa, ninguno de los dos trastornos se hereda como un rasgo mendeliano
simple, sino que ambos son trastornos genéticos complejos (Bayless et al., 1996;
Polito et al., 1996; Satsangi et al., 1996). El estudio de la base genética de la EII se
lleva a cabo con dos métodos complementarios. El primero de ellos es la
determinacion de nexos mediante el estudio del genoma. Este método se basa en la

busqueda de segmentos cromosdmicos compartidos entre los miembros de la familia
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afectados, lo que permite investigar segmentos cromosomicos relevantes mediante el
uso de marcadores regularmente dispersos. El segundo enfoque es la evaluacion de la
asociacion de genes candidatos con la enfermedad. Este método se basa en evaluar la
magnitud del efecto de un gen dado sobre el fenotipo resultante. Por lo tanto, el
enfoque global del estudio genético implica llevar a cabo un “screening” amplio
mediante la determinacion de nexos en el genoma, estrechar la localizacion
cromosoOmica hasta regiones cada vez mas pequeias e identificar alelos especificos
de un gen candidato evaluando la asociacion con la enfermedad. De estos estudios, se
confirmo la existencia de un locus en el cromosoma 16 (llamado IBD1) ligado a la
enfermedad de Crohn que sefala la presencia de un gen denominado NOD2/CARD
15 (“intracelular nucleotide oligomeration domain 2/caspase recruitment domain
15”) para este trastorno en esa region (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001a).
NOD?2 media la respuesta inmune innata a los patégenos microbianos que conducen
a la activacion de NF-kB (factor que promueve la liberacion de citocinas
proinflamatorias (Inohara et al., 2002). Este gen se expresa principalmente en las
células inmunitarias de la linea monocitica (monocitos, macrofagos y células
dendriticas), se presentan en niveles bajos en los granulocitos y algunos linfocitos
(Ogura et al., 2001b; Gutierrez et al., 2002) tanto de la ldmina propia intestinal como
de sangre periférica (Berrebi et al., 2003). Se expresa en bajas cantidades en células
epitaliales, sobre todo en células de Paneth (células epiteliales intestinales con
funciones de defensa frente a patdogenos entéricos) siendo fuertemente inducida por
estimulos inflamatorios, incluidos algunos componentes bacterianos (Lala et al.,
2003; Rosenstiel et al., 2003). Los posibles mecanismos de la enfermedad de Crohn
causado por mutaciones NOD2 aparecen recogidos en la Figura A.L.1., en la que se
observa como la funcion defectuosa de los macrofagos conduce a la persistente
infeccion intracelular de macréfagos y a la estimulacion cronica de las células T
(mecanismo a); la respuesta defectuosa de las células epiteliales lleva consigo, la
pérdida de la funcioén barrera y el aumento a la exposicion a la microflora de la
mucosa (mecanismo b); el acondicionamiento defectuoso de las células
presentadoras de antigeno (APCs) conduce a la inapropiada activacion de APCs y a
la ruptura del efecto homeostético y regulador de las células (mecanismo c). Ademas

del locus IBD1, se documentd la presencia menos sistematica de un locus en el
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cromosoma 12 (IBD2) en miembros de familias con enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa (Duen et al., 1998), asociandose fundamentalmente IBD2 a los de colitis
ulcerosa (Bonen y Cho, 2003). Otros locus que es posible que estén ligados con la
EIl comprenden regiones en los cromosomas 1p, 1q ,3p ,3q ,6p y 7 (Cho et al.,
2000). Aunque la region 6p no se asocia con tanta firmeza como IBD1 o IBD2 a la
EII, reviste interés en la medida en que es el sitio de localizacion de los genes para el
antigeno leucocitario humano (HLA) y el TNF. Recientemente, se han localizado dos
nuevos genes asociados con la enfermedad de Crohn, uno de ellos se encuentra
localizado en el cromosoma 5 y otro en el 10 (Peltekova et al., 2004; Stoll et al.,
2004), estos genes podrian ser importantes en la permeabilidad epitelial, de tal
manera, que un fallo en su funcién llevaria consigo, una exposicion inapropiada del

sistema inmunitario de la mucosa a productos bacterianos.
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A.1.3.2. FACTORES AMBIENTALES

La incidencia creciente de EII durante la segunda mitad del siglo XX sugiere con
firmeza la participacion de factores ambientales en la expresion de estas patologias.
Segun la denominada ‘“hipotesis de la higiene” se ha producido un cambio
fundamental desde un estilo de vida “sucio” con una alta exposicion a
microorganismos, a un estilo de vida “limpio” con una baja exposicion a éstos
(Wills-Karp et al., 2001). De tal manera que la mejora en la higiene y la sanidad asi
como, el uso extendido de antibidticos, han conducido a un descenso progresivo de
las enfermedades infecciosas aunque a expensas de un aumento paralelo de las
enfermedades alérgicas y autoinmunes, incluidas la EII, como resultado de un

desarrollo reducido del sistema inmunitario en edades tempranas (Bach, 2002).

En la Figura A.1.2. se representa una serie de factores ambientales que modifican la
expresion de genes en individuos susceptibles y modula el efecto a nivel del sistema
inmunitario intestinal (Danese et al., 2004). Estos factores son: tabaco, dieta,
farmacos, status econdmico y social, stress, microorganismos, permeabilidad
intestinal y apendectomia.

Geografia y posicién social

Stress

FArmac Microflora intestinal
rmacos i

Permeabilidad

~ &

[
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Fig. A.l1.2. Factores de impacto medioambiental en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria

intestinal.
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Tabaco

El tabaco es un importante factor de riesgo para la enfermedad de Crohn, se asocia
con un mayor riesgo de intervencion quirtrgica por la enfermedad y recidiva después
de la reseccion intestinal (Rubin y Hanauer, 2000). Por el contrario, la colitis
ulcerosa es en esencia una enfermedad de exfumadores y el dejar de fumar aumenta
el riesgo de desarrollar esta patologia (Bridger et al., 2002). No se sabe con certeza
por qué el tabaquismo se asocia con la enfermedad de Crohn y no con la colitis
ulcerosa, aunque se ha comprobado que el tabaco afecta tanto a la inmunidad
sistémica como a la de la mucosa intestinal, alterando numerosas funciones

inmunolégicas tanto innatas como adquiridas (Sopori, 2002).

Factores dietéticos

El consumo elevado de aztcar refinado se asocié con la enfermedad de Crohn pero
no con la colitis ulcerosa (Sonenberg, 1988), a su vez la elevada ingesta de grasa se
relacion6 con la colitis ulcerosa, mientras que el consumo de frutas, vegetales y fibra
parece disminuir el riesgo de EII (Reif et al., 1997). Por otra parte, algunos estudios
(Truelove 1961; Wright y Truelove, 1965) consideraron la relacion de la leche con la
colitis ulcerosa, sin embargo, las evidencias son escasas e incluso, en estudios
epidemioldgicos se observd que la leche materna protege contra la EIl (Sonenberg,
1990), presuntamente al contribuir con la programacion temprana de las respuestas

inmunes en el tracto gastrointestinal en vias de desarrollo.

Farmacos

Anticonceptivos orales y antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los dos
farmacos principales que se han relacionado con la EIl. En el caso de los
anticonceptivos orales, ha generado controversia la peor evolucién clinica de la EII
en las mujeres que los utilizan, aunque a dosis bajas no afectan a la actividad clinica
de la enfermedad. Sin embargo, considerando el estado de hipercoagulacion presente
en la EII activa, el uso concominante de anticonceptivos orales podria agravar el
riesgo de procesos tromboembdlicos (Godet et al., 1995). Por otra parte, la situacion
es menos ambigua en el caso de AINES, ya que su uso esta claramente asociado con

un mayor riesgo de EIl. Los pacientes de EII en remision clinica pueden recaer tras
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la administracion de estos farmacos, el mecanismo parece estar relacionado con un
bloqueo de las prostaglandinas protectoras y alteracion de la reactividad inmune de la

mucosa intestinal (Berg et al., 2002).

Status economico y social

Actualmente la relacion entre el status econdmico y social y la EIl, no esta clara,
algunas teorias apuntan a la vida sedentaria (caracteristica de los grupos
socioecondmicos mas elevados) y al tiempo de contacto prolongado entre los
antigenos de la comida con la pared intestinal como causa de la reaccion

inflamatoria.

Stress
Son desconocidos los mecanismos especificos que expliquen la exacerbacion de la
enfermedad inducida por stress, aunque probablemente est¢ implicada una compleja

interaccion entre factores nerviosos, endocrinos e inmunes (Hart y Kamm, 2002).

Factores microbianos

Se ha tratado de establecer durante afios una relacion entre un agente infeccioso
especifico y la EII aunque sin obtener resultados concluyentes. Sin embargo, en la
ultima década, se le ha atribuido a la flora intestinal comensal un papel cada vez mas
importante. Se han propuestos como agentes infecciosos especificos, Listeria
monocytogenes, Chlamydia tracomatis, Escherichia coli o Mycobacterium
tuberculosis. En el caso de este ultimo se ha estudiado su relacion con la enfermedad
de Crohn, puesto que se trata del agente causante de la enfermedad de Johne, una
ileitis cronica en rumiantes que se asemeja a la enfermedad de Crohn, sin embargo se
ha puesto de manifiesto una falta de efecto terapéutico de la terapia antituberculosa
en pacientes de Crohn (Thomas et al., 1998). Por otra parte, la presencia de particulas
semejantes a paramixovirus en granulomas endoteliales de enfermos de Crohn,
sugirieron que esta patologia podria ser debida a una vasculitis cronica causada por la
persistencia del virus del sarampion en la mucosa (Wakefield et al., 1993). Sin
embargo, el descenso progresivo de la infeccién por el virus del sarampion en las

ultimas décadas con el incremento de la enfermedad de Crohn en el mismo periodo,
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habla en contra de un papel etiologico del virus del sarampion en enfermedad de
Crohn. Ademas, la hipdtesis de que la vacunacion del sarampidn puede ser un factor
de riesgo para la enfermedad de Crohn tampoco ha sido confirmada por los estudios
realizados al respecto (Ghosh et al., 2001). Por otra parte, la falta de respuesta
“anormal” a bacteria intestinales “normales” en la EIl no estd clara, pero el
descubrimiento reciente de que la EII estd asociada con mutaciones del gen NOD?2,
cuyo producto son proteinas reconocedoras de bacterias, apunta a una relacion entre
la inflamacion intestinal y el reconocimiento bacteriano (Girardin et al., 2003). Por
tanto, la asociacion entre la microflora intestinal y el desarrollo de la EII ha
conducido a la abundancia de estudios que investigan el potencial terapéutico de la
alteracion de bacterias luminales con el uso de probidticos (Fedorak y Madsen, 2004;

Sartor, 2004).

Permeabilidad intestinal
A pesar de no tratarse de un factor ambiental en si mismo, el aumento de la
permeabilidad intestinal se ha descrito en pacientes con enfermedad de Crohn,

postulandose como un factor que predispone a la patogenia (Teahon et al., 1992).

Apendectomia
La apendectomia reduce el riesgo de desarrollar colitis ulcerosa (Anderson et al.,
2001), mientras que por el contrario aumenta el riesgo en el caso de enfermedad de

Crohn (Anderson et al., 2003).

A.1.4. PATOGENIA

A.1.4.1. FACTORES DESENCADENANTES

La presencia de una inflamacion fisioldgica de bajo grado en una mucosa intestinal
sana representa un estado de preparacion para combatir agentes que pueden ser
nocivos, pero una respuesta mas enérgica seria inapropiada si se dirige contra la flora
comensal del tracto gastrointestinal. La inflamacion se controla mediante un proceso

activo denominado tolerancia inmune. A la tolerancia la median en parte subgrupos
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de células T helper CD4+ generadas en la mucosa intestinal. Hay dos poblaciones
especificas de células T reguladoras, las T helper reguladoras 1 (Thl) y las T helper
3 (Th3), que desempefian una funciéon similar en el mantenimiento de la mucosa
intestinal (MacDonald, 1999). Las células Thl se caracterizan por la produccion de
citocinas IL-2 e interferon y. Las respuestas de la poblacion Thl sustentan la
inmunidad celular y una respuesta de hipersensibilidad retardada. Por el contrario, las
células T helper 2 (Th2) evocan respuestas inmunes humorales y la produccion de
anticuerpos y elaboran IL-4, IL-5, IL-10 y citocinas (Romagnani, 2000). Las
evidencias recolectadas en el ser humano, sugieren que en la EII tiene lugar una
respuesta exagerada de las células T mucosas en la flora bacteriana entérica normal
(Duchmann et al., 1999). En la enfermedad de Crohn las células T CD4+ se asocian
con un perfil de citocinas caracteristico de las células Th1, mientras que en la colitis
ulcerosa el perfil de citocinas se asemeja al asociado con una respuesta Th2, aunque
sin la expresion IL-4 (Fuss et al., 1996; Strober et al., 1998). La persistencia de la
respuesta inmune en la EII podria obedecer a varias causas. Asi, deficiencias de la
barrera intestinal podrian permitir una exposicion continua de los linfocitos de la
lamina propia a los estimulos antigénicos luminales. Por otra parte, la reaccion
inflamatoria exagerada persistente podria ser consecuencia de una respuesta inmune
ineficiente a un estimulo presente en forma constante; es posible también que sea
consecuencia de un estado programado de respuesta excesiva a un estimulo
sostenido. Esta teoria estd avalada por la observacion de un proceso de apoptosis
defectuoso en las células T mucosas de pacientes con enfermedad de Crohn, lo que
podria explicar el caracter persistente de la inflamacion en la EII, dado que la muerte
celular programada de los linfocitos representa un mecanismo normal de atenuacion

de la respuesta inmune (Atreya et al., 2000).

A.1.4.2. AMPLIFICACION Y REACCION TISULAR

La inflamacién de la mucosa asociada con EII es desencadenada por un antigeno (de
origen presuntamente bacteriano), segun se describe a continuacion: (1) Las células
presentadoras de antigeno, incluidos los macréfagos, procesan el antigeno y lo

presentan en el contexto de una molécula clase II del complejo mayor de
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histocompatibilidad a células T CD4+, lo que determina la activacion y la
diferenciacion de estas células; (2) en Thl, Th2, Th3 o T reguladoras (Trl). La
interleucina-10 (IL10) producida por las células Th2 y Trl y el factor de crecimiento
transformador (TGF) liberado en el nivel local por las células Th3 regula menos la
inflamacidn. La citocina IL-4 derivada de las T, conduce a la diferenciacion de Th2,
mientras que la citocina IL-12 derivada de los macrofagos, promueve la
diferenciacion de las células T en Thl; (3) Los macréfagos son estimulados por el
interferén gamma (IFNr) producido por las células Thl, lo que conduce a una mayor
liberacion de IL-12 y la liberacion de factor necrosis tumoral (TNF) y otras citocinas
proinflamatorias; (4) Los granulocitos y las células mononucleares son reclutados
hacia la mucosa en forma perfectamente coordinada mediante la expresion de
integrinas en los leucocitos y las moléculas de adherencia, como la molécula de
adherencia celular adresina (MadCAM ) y la molécula de adherencia intercelular-
1(ICAM-1). Una vez presentes en la mucosa, estas células liberan sustancias que
ejercen efectos nocivos directos y proinflamatorios, como prostaglandinas,
leucotrienos, proteasas, metabolitos oxigenados reactivos (MOR) y o6xido nitrico
(NO). Por ultimo puede tener lugar la curacion de la mucosa mediante un proceso de

restauracion y reparacion (5). Todo este proceso esta representado en la Figura A.1.3.
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Fig. A.1.3. Proceso de amplificacion y reaccion tisular (Ardizzone y Bianchi, 2005)
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A.1.4.3. INMUNOPATOGENESIS

Tradicionalmente, la enfermedad de Crohn ha sido considerada prototipo de
respuesta Thl, mediada por la IL-12/interferon-y y factor de necrosis tumoral
(TNF). De hecho las terapias anti-TNF y anti-IL12 para tratar esta patologia han
fortalecido esta hipotesis (Targan et al., 1997; Mannon et al., 2004; Hanauer et al.,
20006). Por otra parte, se ha propuesto que la colitis ulcerosa sigue la respuesta tipica
de la Th2, aunque no se ha soportado en evidencias definitivas, mas bien fue una
hipotesis por exclusion que sirvid para acentuar las diferencias con la enfermedad de
Crohn. Sin embargo, estos conceptos fisiopatologicos estan cambiando rapidamente
como resultado de los avances recientes en la patogénesis del dafio intestinal. Uno
de los mayores avances fue la reciente descripcion de un tercer tipo de efector de
respuesta inmunologica, denominado interleucina-23/interleucina-17 (Steinman,
2007). Por otra parte, la reciente identificacion del gen NOD2/CARDI1S5 y la relacion
que existe entre la mutacion de este gen con la etiologia de la EII, como ya vimos
anteriormente, ha puesto de manifiesto la posibilidad de que la EII se deba a una
inmunodeficiencia en lugar de una excesiva respuesta inmunoldgica como se
pensaba hasta ahora, existen algunas evidencias que sustentan esta hipdtesis. En
primer lugar, la sefial defectuosa a nivel de monocitos provocada por la mutacion del
NOD?2 provoca una disminucion en la secrecion de interleukina-8 (Li et al., 2004;
Van Heel et al., 2005), lo que reduce la respuesta inflamatoria aguda en enfermos de
Crohn (Marks et al., 2006). De tal manera que puede conducir a un defecto frente a la
invasion de bacterias y perpetuar la respuesta inflamatoria cronica en la pared
intestinal. En segundo lugar, las células dendriticas quizas sean las mas afectadas por
el defecto en la sefial (Kramer et al., 2006), lo que llevaria consigo una supresion en
la secrecion de IL-10 y por tanto manifestaciones proinflamatorias descontroladas.
En tercer lugar, se ha demostrado que NOD2 actia como un factor antibacteriano en
las células epiteliales (Hisamatsu et al., 2003), de tal manera que un defecto en la
sefial NOD2 llevaria al aumento en la colonizacién/penetracion de la barrera
intestinal por bacterias y sus productos. Finalmente, es posible que el punto critico de
la desregularizacion tenga lugar en las células de Paneth (células epiteliales

intestinales con funciones de defensa frente a patdogenos entéricos al segregar
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sustancias antibacterianas denominadas defensinas). En estudios recientes con
pacientes de Crohn que portaban mutaciones del gen NOD2, se observd que
presentaban una disminucion en la expresion de las defensinas 5 y 6 (Wehkamp et
al., 2005). Todos estos descubrimientos, ofrecen nuevas oportunidades en el
tratamiento de estas patologias, asi se estd probando un inhibidor oral de la

interleucina-12/interleucina-23 en enfermos de Crohn (Burakoff et al., 2006).

A.1.5. CLINICA

A.1.5.1. MANIFESTACIONES INTESTINALES

La enfermedad de Crohn se localiza preferentemente en el segmento distal del
intestino delgado y el segmento proximal del intestino grueso. La presentacion
clinica puede ser solapada y muy variable. Los factores responsables de esta
variabilidad comprenden la localizaciéon del proceso inflamatorio en el tracto
gastrointestinal, la intensidad de la inflamacion y la presencia o ausencia de
complicaciones intestinales y extraintestinales especificas. Asi, la enfermedad ileal a
menudo asociada con el compromiso del ciego, puede presentarse en forma solapada.
Se presenta también la enfermedad coldnica que ademas de afectar el ileon y el colon
derecho, puede afectar en mayor medida el colon derecho o extenderse en direccion
distal hasta comprometer la mayor parte o la totalidad del colon (colitis extensiva o
total). En algunos casos la enfermedad se presenta como una proctitis y otra
presentacion frecuente es la enfermedad perianal. Por otra parte, las fistulas son
manifestaciones frecuentes de la naturaleza transmural de la enfermedad de Crohn,
asi como las estrecheces representan otra complicacion clasica de esta enfermedad.
Cabe destacar, la diarrea como el sintoma mas frecuente entre los enfermos de
Crohn, el aumento de la frecuencia y la disminucion de las deposiciones son
consecuencia de alteraciones de la funcion mucosa y la motilidad intestinal
(Urayama y Chang, 1997). Otros sintomas que suelen aparecer en enfermos de Crohn
son: dolor abdominal (es un sintoma mas frecuente y persistente que en la colitis
ulcerosa), pérdida de peso y desnutricion, estos ultimos trastornos contribuyen con el

cuadro de debilidad, irritabilidad, malestar general y fatiga facil asociada tan a
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menudo. Asimismo, la anorexia, nauseas y vomitos pueden contribuir con la pérdida
de peso. La anemia afecta a un tercio de los pacientes con enfermedad de Crohn. Por
ultimo, la fiebre asociada con la enfermedad activa por lo general es de bajo grado.

En el caso de la colitis ulcerosa, los sintomas principales comprenden: diarrea,
sangrado rectal, aumento de la secrecion mucosa y dolor abdominal. El cuadro
sintomatico difiere segiin la magnitud de la enfermedad (Both et al., 1983), pero en
general la severidad de los sintomas se correlaciona con la gravedad de la
enfermedad. Destaca la presencia de proctorragia hemorragica (inflamacion limitada
al recto) manifestindose con la eliminacion de sangre fresca, ya sea de manera
independiente de las deposiciones o en forma de estrias en la superficie de una

deposicion normal o dura (Rao et al., 1988).

A.1.5.2. MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES

Manifestaciones musculoesqueléticas

Los trastornos artrésicos representan una de las manifestaciones extaintestinales mas
frecuente, observandose con mayor frecuencia en pacientes con enfermedad de
Crohn que en pacientes con colitis ulcerosa. El hipocratismo de los dedos es un

hallazgo frecuente pero no reviste importancia clinica.

Manifestaciones cutaneas

Las lesiones cutaneas asociadas con mas frecuencia a la EIl son piodermitis
gangrenosa y eritema nudoso. Ninguno de estos trastornos se asocia de manera
especifica con EIl y el hallazgo de cualquiera de ellos no es especifico para ninguna
de las dos formas mayores de EIl (Lebwohl y Lebwohl, 1998). Otra manifestacion
frecuente en enfermos de Crohn y de colitis ulcerosa es la estomatitis ulcerosa

(Lisciandrano et al., 1996).

Manifestaciones oculares
Se estima que las lesiones oculares afectan a un 6% de todos los pacientes con
enfermedad de Crohn (Hopkins et al, 1974). La episcleritis, un tratorno mas

frecuente en esta afeccion que en la colitis ulcerosa, se caracteriza por la cogestion de
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la esclerdtica y la conjuntiva, y no reduce la agudeza visual. Los episodios de
episcleritis por lo general se asocian con exacerbaciones de la enfermedad intestinal.
La escleritis compromete las capas oculares mas profundas y también suele asociarse
con una enfermedad intestinal activa, pero si no se trata puede provocar secuelas a
largo plazo. La uveitis por lo general se presenta con cefalea, vision borrosa,
fotofobia e iridoespasmos. La agudeza visual se encuentra preservada, salvo que la

inflamacion afecte el segmento posterior.

Manifestaciones hepatobiliares, renales y genitourinarias

Los célculos vesiculares pueden detectarse en mas del 25% de los pacientes con
enfermedad de Crohn de ambos sexos, y esta incidencia representa un riesgo relativo
de litiasis vesicular 1,8 veces mayor que el de la poblacion en general (Lapidus et al.,
1999). Por otra parte, la formacién de calculos de acido urico y oxalato es un

hallazgo frecuente en pacientes con enfermedad de Crohn.

A.1.6. DIAGNOSTICO

El diagnostico requiere una evaluacion global de la presentacion clinica y la
confirmacion mediante estudios radiologicos y endoscopicos, asi como el examen de
la materia fecal, el aspecto sigmoidoscOpico o colonoscopico y la evaluacion

histologica de las muestras de biopsia rectal y colonica.

En los casos en los que EII se limita al colon, la distincion diagndstica principal es la
diferenciacion entre enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. Esta diferenciacion
adquiere cada vez mayor importancia en la seleccion de las modalidades terapéuticas
quirargicas y médicas. Los pacientes con manifestaciones de ambas enfermedades se
clasifican dentro de la categoria de colitis indeterminada, un término confuso que se
aplica en forma diversa en las distintas instituciones médicas. Hasta un 10% de todos
los pacientes de EII se incluyen dentro de la categoria diagndstica de colitis
indeterminada. Si los resultados del examen histolégico se interpretan sin tener
presentes las manifestaciones clinicas hay una alta probabilidad de arribar el

diagnostico de colitis indeterminada (Shivananda et al., 1991; Riegler et al., 1997).
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Anexo |. Enfermedad Inflamatoria Cronica del Intestino

Por lo tanto, para hacer un adecuado diagndstico diferencial es necesario considerar
la totalidad del cuadro clinico del paciente, de tal manera que los rasgos que permiten
establecer un diagnostico diferencial son: enfermedad del intestino delgado, lesiones
predominantes en el colon derecho, indemnidad del recto, fistulizacion (con la
excepcion de las fistulas rectovaginales en la colitis ulcerosa), complicaciones
perianales importantes y granulomas, hallazgos que orientan con firmeza al
diagnostico de enfermedad de Crohn. En la Tabla A.LIL se recogen caracteristicas

diferenciales entre la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa.

Por otra parte, dado que los factores determinantes ambientales y genéticos que
conducen al fenotipo clonico de la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa no se
conocen con certeza, en la actualidad se investigan marcadores inmunes que
permitan diferenciar ambos trastornos (Quinton et al., 1998; Ruemmele et al., 1998;

Sutton et al., 2000).

Tabla A.L.1. Diferenciacion entre la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa.

Caracteristicas

Enfermedad de Crohn

Colitis ulcerosa

Dolor abdominal

Diarrea

Enfermedad perianal

Recurrencia potsoperatoria

Fumador actual

Antiguo fumador

Distribucion

Colitis continua

Simetria de la inflamacion

Fistulas y estrecheces

Sintoma frecuente e importante

Pastosa, puede estar ausente

Frecuente

Si

Frecuente

Raro

Puede afectar cualquier segmento del tracto

gastrintestinal

Rara

Excéntrica

Frecuentes

De tipo colico asociado a evacuaciones
intestinales

Liquida con sangre y pus

Rara

No

Raro

Frecuente

Compromiso contiguo del colon desde el
recto

Frecuente

Circunferencial

Raras
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M2 Teresa Viseras Iborra

Tabla A.11.1. Datos de adsorcion de N, (gas) a 77K por HLC.

P/Py Vgas (mL CNPT/g)
0 0
7,080 - 10* 2,3996
3,950 - 107 3,6243
9,420 - 103 4,3615
4,507 - 102 5,9577
7,240 - 102 6,5274
1,023 - 10 7,0627
1,330 - 10 7,5691
1,633 - 10 8,0500
1,935 - 107 8,5268
2,151 - 107 8,8912
2,436 - 107 9,3498
2,732 107 9,8248
3,029 - 107 10,3087
3,326 - 10™ 10,8002
3,624 - 10™ 11,3044
3,993 107 11,9495
4,570 - 107 13,0293
5,065 - 10" 14,0730
5,559 - 10" 15,2110
6,037 - 10" 16,4484
6,508 - 107 17,8805
7,038 - 107 19,9625
7,499 - 107 22,3909
8,013 - 107 26,6395
8,505 - 10" 32,9419
8,991 - 107 40,5596
9,491 - 10 51,5660
9.954 - 107 69,3314
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Anexo Il. Tablas de datos experimentales

Tabla A.1L.11. Valores de absorbancia de los ensayos de cinética de adsorcidn.

Absorbancia

t(h) 30°C 35°C 40°C 45°C

Ay A, A A A, As Ay A, As A A, Ag

0 0.419 | 0.419 | 0.419 | 0.415 | 0.416 | 0.419 | 0.421 | 0.417 | 0.420 | 0.461 | 0.423 | 0.423

0.16 | 0.393 | 0.389 | 0.391 | 0.398 | 0.389 | 0.390 | 0.401 | 0.391 | 0.392 | 0.396 | 0.397 | 0.399

0.33 | 0.385 | 0.383 | 0.384 | 0.393 | 0.383 | 0.382 | 0.394 | 0.384 | 0.384 | 0.387 | 0.390 | 0.392

0.5 | 0.383 | 0.380 | 0.381 | 0.390 | 0.381 | 0.379 | 0.391 | 0.381 | 0.380 | 0.384 | 0.386 | 0.388

1 |0.380 | 0.374 | 0.376 | 0.385 | 0.376 | 0.373 | 0.386 | 0.376 | 0.375 | 0.380 | 0.381 | 0.382

15 | 0376 | 0.370 | 0.372 | 0.381 | 0.372 | 0.369 | 0.382 | 0.372 | 0.371 | 0.376 | 0.377 | 0.380

2 | 0374 | 0.367 | 0.369 | 0.378 | 0.368 | 0.366 | 0.380 | 0.369 | 0.369 | 0.373 | 0.374 | 0.376

25 | 0371 | 0.365 | 0.367 | 0.376 | 0.366 | 0.364 | 0.378 | 0.367 | 0.367 | 0.3708 | 0.373 | 0.375

3 0.370 | 0.363 | 0.365 | 0.375 | 0.364 | 0.362 | 0.377 | 0.365 | 0.365 | 0.369 | 0.371 | 0.373

4 | 0.367 | 0.360 | 0.362 | 0.372 | 0.361 | 0.359 | 0.375 | 0.363 | 0.363 | 0.367 | 0.369 | 0.371

5 | 0.365 | 0.358 | 0.360 | 0.370 | 0.360 | 0.357 | 0.373 | 0.361 | 0.362 | 0.366 | 0.367 | 0.370

6 0.362 | 0.355 | 0.357 | 0.367 | 0.355 | 0.354 | 0.371 | 0.360 | 0.361 | 0.364 | 0.365 | 0.369

7 | 0.359 | 0.352 | 0.354 | 0.365 | 0.353 | 0.352 | 0.369 | 0.358 | 0.360 | 0.362 | 0.364 | 0.368

9 | 0357|0349 | 0352 | 0.364 | 0.352 | 0.351 | 0.367 | 0.357 | 0.359 | 0.362 | 0.363 | 0.368

13 | 0.355 | 0.348 | 0.350 | 0.362 | 0.351 | 0.350 | 0.366 | 0.356 | 0.358 | 0.361 | 0.363 | 0.368

15 | 0.354 | 0.346 | 0.349 | 0.361 | 0.350 | 0.350 | 0.366 | 0.356 | 0.358 | 0.360 | 0.363 | 0.368

17 | 0.353 | 0.345 | 0.348 | 0.361 | 0.349 | 0.349 | 0.365 | 0.355 | 0.357 | 0.360 | 0.363 | 0.368

19 | 0.353 | 0.344 | 0.347 | 0.360 | 0.348 | 0.349 | 0.365 | 0.355 | 0.358 | 0.360 | 0.363 | 0.368

21 | 0.352 | 0.343 | 0.347 | 0.359 | 0.348 | 0.349 | 0.364 | 0.355 | 0.357 | 0.360 | 0.364 | 0.368

23 | 0.351 | 0.342 | 0.346 | 0.358 | 0.347 | 0.349 | 0.364 | 0.355 | 0.357 | 0.360 | 0.363 | 0.368
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Tabla A.IL111. Valores de absorbancia de los ensayos de equilibrio (promedio, n = 3).
Absorbancia
Co (ppm) f.d.

15°C 25°C 35°C 45°C

0 - 0 0 0 0
10 - 0.144 | 0.173 | 0.138 0.140
20 - 0.356 | 0.390 | 0.345 0.351
30 - 0.549 0.595 0.546 0.489
40 - 0.782 | 0.818 | 0.769 0.759
50 1:5 0.200 | 0.201 | 0.202 0.203
55 15 0.226 0.231 0.220 0.170
60 1:5 0.244 | 0.241 0.230 0.224
65 15 0.281 | 0.244 | 0.260 0.263
70 15 0.297 0.245 0.282 0.232
80 1:5 0.353 | 0.326 | 0.358 0.355
90 1:10 0.173 | 0.179 | 0.197 0.16
100 15 0.459 0.394 | 0.434 0.409
150 1:10 0.326 | 0.302 | 0.232 0.323
200 1:20 0.195 | 0.214 | 0.183 0.200

f.d.: factor de dilucion.
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Anexo Il. Tablas de datos experimentales

Tabla A.ILIV. Valores de area de pico de 5-ASA. Ensayo de liberacién en medio acido (HCI 0,1 N).

30°C 35°C
t (h) Ay A, Ag A, As As Ay A, As A, As Asg
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.16 | 62,704 | 63,671 | 58,432 | 64,583 | 66,190 | 62,054 | 65,412 | 67,881 | 67,682 | 70,628 | 67,397 | 65,509
0.33 | 62,760 | 65,118 | 63,642 | 64,590 | 67,194 | 63,902 | 66,120 | 68,140 | 69,584 | 70,743 | 69,777 | 66,838
0.50 | 64,550 | 65,734 | 64,638 | 64,993 | 67,654 | 64,185 | 66,647 | 68,776 | 71,095 | 71,742 | 69,908 | 69,713
0.66 | 62,122 | 66,605 | 67,843 | 66,976 | 68,078 | 65,254 | 69,747 | 73,243 | 71,341 | 72,510 | 71,731 | 70,363
0.83 | 65,526 | 67,009 | 68,055 | 67,662 | 69,266 | 66,337 | 70,158 | 76,612 | 73,128 | 73,053 | 71,731 | 71,873
1 | 67,520 | 68,000 | 68,288 | 71,174 | 70,256 | 66,365 | 72,297 | 74,889 | 74,039 | 73,581 | 74,241 | 71,938
15 | 69,020 | 69,077 | 69,919 | 71,840 | 72,901 | 70,408 | 76,357 | 75,878 | 75,797 | 75,203 | 75,008 | 75,073
2 | 71,742 | 71,627 | 72,531 | 73,022 | 75,475 | 73,360 | 78,691 | 79,177 | 78,112 | 76,759 | 76,976 | 77,955
3 | 75,781 | 76,351 | 76,739 | 75,996 | 77,873 | 76,377 | 79,688 | 80,743 | 79,905 | 79,582 | 80,109 | 81,118
4 | 78,129 | 78,129 | 78,108 | 77,001 | 79,676 | 79,010 | 81,632 | 83,233 | 82,299 | 82,529 | 82,091 | 82,967
5 | 80,279 | 80,856 | 81,187 | 80,208 | 80,843 | 80,391 | 84,204 | 83,327 | 83,695 | 83,708 | 83,531 | 83,343
6 | 81,375 | 81,692 | 82,351 | 80,775 | 81,239 | 82,586 | 84,905 | 84,308 | 84,079 | 84,700 | 84,971 | 83,502
7 | 81,651 | 82,698 | 82,923 | 83,182 | 81,402 | 82,685 | 85,042 | 85,731 | 85,779 | 85,866 | 85,817 | 84,643
8 | 81,686 | 83,009 | 83,340 | 85,129 | 81,939 | 84,009 | 84,962 | 86,561 | 86,806 | 86,633 | 86,382 | 84,947
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Tabla A.11.1V. Continuacién.

40°C 45°C
t(h) A A, As Ay As Ag A A, Aq Ay As Ag
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.16 | 84,301 | 88,845 | 92,264 | 87,835 | 84,092 | 86,321 91,292 | 87,974 | 91,826 | 89,415 | 96,581 | 93,234
0.33 | 85,217 | 90,619 | 92,423 | 90,540 | 87,651 | 88,543 94,377 | 90,121 | 104,878 | 94,527 | 100,917 | 95,101
0.50 | 86,622 92,781 93,132 93,035 90,442 | 90,367 100,160 | 91,280 | 106,696 | 98,022 | 101,907 | 97,454
0.66 | 90,078 | 94,893 | 94,561 | 93,514 | 91,060 | 92,120 | 100,375 | 94,870 | 106,855 | 99,085 | 103,899 | 101,321
0.83 | 92,997 | 98,690 | 94,631 | 95,091 | 92,685 | 93,798 | 102,984 | 96,381 | 108,888 | 104,039 | 106,539 | 104,231
1 94,840 99,098 95,990 96,279 95,656 95,103 | 103,948 | 96,551 | 112,910 | 105,939 | 110,362 | 108,687
15 | 99,252 | 100,035 | 99,208 | 96,668 | 96,793 | 97,899 | 107,622 | 102,754 | 113,466 | 106,154 | 113,378 | 110,256
2 101,713 | 101,479 | 99,877 98,894 | 100,172 | 99,987 | 111,375 | 111,501 | 116,772 | 109,467 | 117,464 | 112,983
3 103,446 | 106,063 | 106,683 | 105,531 | 106,074 | 102,190 | 117,147 | 115,806 | 118,340 | 113,686 | 122,152 | 119,213
4 105,249 | 107,717 | 107,922 | 107,837 | 106,313 | 105,654 | 117,306 | 117,238 | 119,317 | 118,187 | 123,472 | 120,598
5 105,667 | 109,062 | 109,361 | 108,376 | 108,137 | 109,124 | 121,479 | 122,599 | 120,555 | 118,425 | 126,829 | 122,753
6 107,739 | 109,760 | 111,859 | 109,634 | 109,144 | 110.032 | 124,280 | 126,825 | 125,610 | 124,883 | 128,400 | 125,129
7 109,771 | 111,473 | 113,398 | 111,620 | 109,722 | 111,348 | 125,289 | 128,779 | 126,985 | 126,523 | 128,582 | 127,958
8 110,856 | 112,340 | 114,467 | 112,149 | 110,101 | 112,257 | 128,442 | 128,916 | 128,598 | 128,129 | 128,650 | 129,798

313




Anexo Il. Tablas de datos experimentales

Tabla A.11.V. Valores de area de pico de 5-ASA. Ensayo de liberacion en tampén (pH 6.8).

30°C 35°C
t(h) Ay A, A; Ay As As Ay A, A; A, As Ag
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.16 | 85,140 84,522 | 84,140 | 86,024 | 85,526 | 82,139 | 57,606 | 56,651 | 58,756 | 57,830 | 58,598 | 57,056
0.33 | 85513 | 88,112 | 89,785 | 88,133 | 85,565 | 84,912 | 65,756 | 67,828 | 67,044 | 68,048 | 65,132 | 67,839
0.50 | 86,422 | 89,852 | 90,140 | 89,909 | 86,575 | 86,154 | 70,816 | 71,400 | 71,893 | 70,942 | 70,815 | 70,493
0.66 | 88,552 | 90,938 | 90,395 | 90,298 | 88,839 | 87,063 | 73,880 | 73,796 | 74,221 | 74,020 | 74,654 | 74,007
0.83 | 89,539 | 92,145 | 91,626 | 91,475 | 90,071 | 88,882 | 74,206 | 74,046 | 76,108 | 74,462 | 75,997 | 74,266
1 90,581 | 93,131 | 92,480 | 92,574 | 90,548 | 89,392 | 75,642 | 76,626 | 77,618 | 78,883 | 77,867 | 76,803
15 | 97,158 | 96,655 | 95,385 | 97,014 | 94,067 | 95,203 | 78,581 | 80,298 | 79,020 | 80,768 | 80,495 | 80,784
2 101,028 | 101,652 | 98,900 | 101,298 | 98,940 | 99,950 | 81,805 | 83,395 | 83,711 | 84,538 | 85,043 | 84,790
3 105,320 | 107,092 | 103,148 | 106,826 | 105,700 | 106,338 | 83,683 | 85,590 | 85,330 | 86,440 | 86,737 | 86,609
4 110,355 | 112,189 | 105,843 | 110,933 | 111,739 | 109,155 | 86,472 | 87,427 | 88,335 | 88,175 | 89,491 | 88,562
5 113,049 | 113,508 | 111,033 | 114,374 | 113,681 | 113,612 | 87,432 | 88,420 | 88,610 | 88,625 | 89,608 | 90,649
6 115,744 | 114,217 | 113,517 | 114,407 | 114,425 | 117,350 | 88,334 | 89,739 | 90,012 | 89,643 | 90,192 | 90,732
7 115,811 | 116,023 | 115,037 | 117,116 | 116,745 | 117,650 | 89,921 | 90,557 | 90,505 | 90,702 | 90,359 | 90,774
8 116,410 | 117,540 | 116,955 | 117,915 | 117,522 | 117,905 | 89,996 | 90,816 | 90,670 | 90,785 | 90,793 | 90,807
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Tabla A.11.V. Continuacion.

40°C 45°C
t(h) A A, As Ay As Ag A A, Aq Ay As Ag
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.16 | 80,456 | 80,400 | 85,673 | 84,759 | 90,335 | 85,789 87,494 | 88,928 | 88,307 | 89,362 | 89,839 | 89,419
0.33 | 84,168 | 86,006 | 88,879 | 88,774 | 90,435 | 87,154 92,968 | 92,871 | 96,559 | 94,981 | 93,655 | 93,859
0.50 | 87,713 86,450 91,305 90,141 92,123 | 91,467 95,362 95,653 97,305 97,718 96,167 95,848
0.66 | 91,026 | 90,413 | 96,002 | 90,453 | 92,479 | 93,101 | 96,902 | 99,478 | 99,614 | 98,822 | 98,916 | 99,471
0.83 | 91,935 | 93,743 | 97,582 | 92,766 | 95501 | 94,398 | 97,980 | 100,887 | 101,579 | 101,840 | 100,528 | 101,555
1 94,572 94,842 99,564 95,780 96,012 96,589 | 100,635 | 103,681 | 103,249 | 105,988 | 102,507 | 103,982
15 | 98,849 | 100,924 | 100,799 | 98,770 | 99,267 | 100,012 | 103,100 | 106,783 | 106,540 | 108,270 | 106,026 | 105,995
2 104,821 | 102,578 | 101,189 | 99,782 | 101,211 | 102,536 | 105,565 | 109,068 | 108,447 | 110,626 | 108,183 | 109,026
3 106,217 | 103,721 | 107,087 | 104,230 | 107,333 | 105,375 | 111,904 | 112,845 | 113,408 | 115,178 | 113,788 | 114,472
4 108,167 | 108,050 | 108,111 | 108,033 | 108,477 | 108,479 | 116,526 | 116,208 | 117,729 | 120,368 | 118,279 | 118,581
5 109,530 | 109,283 | 112,508 | 109,868 | 109,877 | 110,010 | 119,252 | 118,670 | 119,979 | 121,926 | 120,009 | 120,984
6 113,762 | 111,758 | 116,515 | 111,625 | 110,944 | 112,598 | 121,171 | 122,637 | 122,382 | 123,485 | 122,308 | 122,974
7 114,737 | 115,310 | 117,026 | 113,438 | 114,166 | 115,621 | 124,229 | 123,845 | 124,217 | 125,902 | 125,010 | 124,382
8 117,585 | 115,776 | 117,416 | 113,916 | 116,465 | 116,984 | 125,520 | 125,135 | 125,484 | 127,190 | 125,555 | 125,555
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Anexo Il. Tablas de datos experimentales

Tabla A.1L.VI. Valores de area de pico de 5-ASA. Ensayo de liberacién con cambio de pH.

35°C 35°C 40°C 45°C

t(h) A A, As A Ay A, As As Ay A, As A Ay A, As A

0.033 | 64,475 | 64,446 | 64,689 | 64,398 | 158,832 149,743 139,903 | 140,700 89,817 89,838 88,524 90,999 156,003 | 155,948 154,260 | 157,748

0.066 | 70,380 | 69,354 | 69,075 | 69,902 178,479 178,269 178,266 | 178,098 97,764 97,147 98,357 97,078 163,969 | 164,230 165,159 164,436

0.1 74,042 | 73,982 | 74,132 | 72,686 | 183,643 | 182,224 | 182,981 | 183,043 | 103,849 | 103,785 | 103,629 | 103,735 | 175,083 | 175464 | 174,437 | 178,192

0.133 | 75453 | 76,328 | 75,644 | 76,274 | 191,733 | 192,347 | 188,311 | 189,349 | 108,020 | 108,039 | 107,714 | 106,453 | 181,714 | 181,342 | 183,214 | 182,666

0.16 79,302 78,731 | 78,854 | 77,891 193,430 196,917 193,690 | 197,473 | 111,452 111,174 | 111,853 | 109,197 | 187,104 | 185,722 188,604 | 188,997

0.25 80,171 | 80,274 | 79,227 | 80,012 199,780 199,571 199,314 | 200,083 | 113,063 112,899 112,934 | 112,729 | 190,276 | 189,173 191,347 190,806

0.33 81,105 | 80,685 | 79,694 | 80,245 | 203,734 | 204,362 | 200,886 | 203,087 112,548 112,425 114,146 | 115565 | 192,351 | 191,576 194,376 | 195,471

0.416 | 81,946 | 82,041 | 81,084 | 82,096 | 204,447 | 204,313 | 204,275 | 204,613 | 114,488 | 114,321 | 114,357 | 114,147 | 195714 | 195242 | 196,927 | 196,923

0.5 82,983 | 82,845 | 82,148 | 82,152 | 205,332 | 207,085 | 205,208 | 205451 | 114,673 | 115,098 | 114,463 | 115631 | 196,644 | 196,336 | 197,524 | 198,517

0.66 83,488 | 83,321 | 84,611 | 83,834 | 207,324 | 207,384 | 205,920 | 206,977 | 115399 | 116,823 | 117,151 | 117,521 | 198,981 | 197,717 | 198,836 | 199,041

0.75 83,712 | 84,331 | 85628 | 84,058 | 208,061 | 207,925 | 207,885 | 208,233 | 117,405 | 117,232 | 117,270 | 117,049 | 199,363 | 200,977 | 200,696 | 201,730

0.83 84,086 | 85584 | 86,067 | 85,123 | 209,143 | 207,949 | 211,176 | 208,348 | 116,666 118,562 117,824 | 117,810 | 201,724 | 202,167 | 202,222 203,658

1 84,945 | 86,079 | 87,644 | 86,170 | 211,652 | 209,522 | 209,138 | 212,738 | 118,805 | 120,076 | 119,247 | 118,598 | 203,226 | 203,857 | 203,820 | 204,205

125 85,104 | 86,893 | 88,530 | 87,711 | 212,561 | 212,298 | 212,036 | 213,772 | 120,257 | 121,459 | 120,117 | 119,885 | 204,920 | 205,666 | 205,251 | 206,180

15 85,385 | 87,248 | 88,763 | 88524 | 214,553 | 214976 | 214,615 | 215446 | 121,405 | 121,604 | 120,684 | 120,450 | 207,162 | 207,522 | 208,352 | 208,108

175 86,954 | 90,642 | 89,939 | 89,618 | 217,701 | 216,819 | 219,821 | 219,533 | 121,789 | 122,948 | 121,646 | 121,408 | 209,904 | 208,831 | 209,950 | 209,584

2 88,776 | 91,427 | 90,238 | 90,972 221,783 | 219,571 | 226,379 | 220,813 | 127,174 124,936 122,964 | 123,167 | 212,409 | 210,759 | 210,975 | 210,965

25 75448 | 76,441 | 75545 | 74250 | 192,383 | 190,450 | 194,962 | 195171 | 105,113 | 103,238 | 103,885 | 102,652 | 183,876 | 184,761 | 182,829 | 185,708

3 79,393 | 78,161 | 76,564 | 75596 | 196,427 | 199,477 | 196,474 | 197,664 | 107,705 | 103,911 | 102,858 | 103,770 | 185979 | 188,871 | 187,733 | 190,448

35 82,797 | 80,937 | 78,570 | 77,867 | 200,683 | 200,712 | 200,798 | 201,016 | 109,727 | 106,866 | 103,314 | 106,965 | 189,747 | 191,632 | 191,079 | 192,652

4 83,775 | 83519 | 79,573 | 78,321 | 202,874 | 203,054 | 209,573 | 205,026 | 113,038 | 108,737 | 106,235 | 108,802 | 194,265 | 194,580 | 195,110 | 196,644

5 83,977 | 83,746 | 83,738 | 80,810 | 205,237 | 204,757 | 213,652 | 208,438 | 115311 109,536 111,404 | 112,784 | 198,950 | 197,445 199,931 199,513

6 84,277 | 84,084 | 84,207 | 85,108 | 207,237 | 206,290 | 216,934 | 210,038 | 116,544 110,711 113,161 116,104 | 203,051 | 201,576 | 206,206 | 204,752

7 84,277 | 85053 | 84,118 | 88,197 | 211,812 | 209,654 | 218,789 | 210,187 | 116,613 | 112,160 | 115374 | 118,945 | 205,196 | 206,019 | 208,825 | 205,479

8 84,204 | 86,002 | 84,272 | 87,881 | 213,642 | 212251 | 219,116 | 215179 | 116,738 | 113,256 | 116,812 | 120,143 | 209,339 | 207,493 | 210,030 | 209,034
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Tabla A.1L.VII. Valores de area de pico de 5-ASA. Sistema 5-ASA-HLC-30. Medio: agua (700 mL).

30°C
t (h) A A,

0 0 0
0.033 8,403 6,508
0.066 10,222 7,894

0.1 10,423 9,982
0.133 11,167 10,278
0.16 11,667 10,463
0.25 11,717 10,521
0.33 11,951 10,817
0.416 12,183 10,852

0.5 12,333 10,915
0.75 12,454 11,198

1 12,857 11,348
1.25 13,086 11,578

15 13,135 11,756
1.75 13,366 11,967

2 13,779 12,152

2.5 14,091 12,712

3 14,628 13,020
35 15,119 13,467

4 15,724 13,895

5 16,155 14,177

6 16,754 14,605

7 17,067 15,409

8 17,115 15,584
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Anexo Il. Tablas de datos experimentales

Tabla A.ILVIII. Valores del area del pico de 5-ASA. Sistema 5-ASA-HLC-30. Medio: agua (525 +
175 mL).

30°C
th AL (MV) A, (V)
0 0 0
0.033 7,174 7,652
0.066 10,312 10,642
0.1 10,828 11,250
0.133 10,853 11,468
0.16 11,016 11,490
0.25 11,204 11,704
0.33 11,407 12,023
0.416 11,576 12,235
0.5 11,614 12,304
0.75 11,886 12,540
1 12,108 12,806
1.25 12,318 13,035
1.5 12,521 13,491
1.75 12,933 13,745
2 13,209 13,800
25 10,272 10,751
3 10,773 11,424
3.5 11,277 11,939
4 11,639 12,356
5 11,961 12,688
6 12,207 12,996
7 12,593 13,346
8 12,712 13,612
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