* K K g

* *
» T T,
—

LZJ UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
i— CARRERA DE QUIMICA Y FARMACIA

%

TRABAJO DE TITULACION PRESENTADO COMO REQUISITO PREVIO
PARA OPTAR POR EL GRADO DE QUIMICA Y FARMACEUTICA

MODALIDAD: INVESTIGACION

TEMA:

“EVALUACION IN VITRO DEL PERFIL DE LIBERACION DE AMOXICILINA
INCORPORADA EN CRISTALES LiQUIDOS”.

AUTORES

e DEMERA DE LA A ARIANNA ALEXANDRA
e OROZCO MORAN MARIA JOSE

TUTOR

Q.F. MARIA DEL CARMEN VILLACRES CEVALLOS, PhD.

CO-TUTOR

PhD. FERNANDA KOLENYAK DOS SANTOS

PERIODO LECTIVO

2019

GUAYAQUIL — ECUADOR



pi. FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
L/ , CARRERA QUIMICA Y FARMACIA

et o UNIDAD DE TITULACION

¢ Presidencia Plan Nacional S
" de la Repiblica de g:&Tm L 2
dgl Ecu‘:ll:lor Ini y Saberes ..) SENESCYT

Secretaria Nacional de Educacion Superior,
D Cloncia Tcnologia ¢ bmovacion

FICHA DE REGISTRO DE TESIS/TRABAJO DE GRADUACION

TITULO Y SUBTITULO: EyaluaC|o’n in vitro del perfil de liberacion de amoxicilina incorporada en
cristales liquidos

AUTOR (ES) : : . .

(Apellidos/Nombres): Arianna Alexandra Demera de la A y Maria José Orozco Moran

D e L IOR Y Q.F. Maria del Carmen Villacrés Cevallos, PhD. y Dra. Q.F. Alexandra

DOCENTE REVISOR Q dix Deloads. M

(Apellidos/Nombres): MRRaGH Degads; Mg

INSTITUCION: Universidad Estatal de Guayaquil

UNIDAD/FACULTAD: Facultad de Ciencias Quimicas

MAESTRIA/ESPECIALIDAD: | N/A

GRADO OBTENIDO: Tercer Nivel

FECHA DE PUBLICACION: 2019 No. DE PAGINAS: 56

AREAS TEMATICAS: Tecnologia Farmacéutica

PALABRAS CLAVES/ Amoxicilina, cristales liquidos, perfil de liberacion, Resistencia

KEYWORDS: bacteriana, validacion.

RESUMEN

La amoxicilina (AMX) es un antibiético usualmente recomendado por los médicos para el tratamiento de enfermedades infecciosas, el uso
frecuente e inapropiado de AMX puede llevar a una resistencia bacteriana. La AMX pertenece a la clase Il del Sistema de la Clasificacion
Biofarmaceéutica (BSC), que refleja la baja solubilidad en agua y por lo tanto limita su biodisponibilidad. Ante lo mencionado, se propuso
desarrollar cristales liquidos (CL) que poseen propiedades termodinamicamente estables y son considerados como trasportadores de
farmacos hidro y liposolubles. Los CL formulados fueron caracterizados quimica y fisicamente durante 2 meses y por microscopia de luz
polarizada. Se evaluo el perfil de liberacién de AMX incorporada en CL y para cuantificar la concentracion se realizé previamente una validacion
del método con el objetivo de obtener resultados confiables. Los resultados mostraron un sistema homogéneo y viscoso, con presencia de
estrias bajo microscopia de campo oscuro que confirman la formacion de los CL. El perfil de liberacién in vitro mostré que CL mejor6 la
solubilidad de la AMX y se liberé de manera prolongada en comparacion con la AMX convencional. Con los resultados obtenidos, concluimos
que los CL son sistemas prometedores para el suministro de medicamentos, que ademas proporcionan una liberacion sostenida.

ABSTRACT

Amoxicillin (AMX) is an antibiotic usually recommended by doctors for the treatment of infectious diseases. Frequent and inappropriate use of
AMX can lead to bacterial resistance. AMX belongs to class Il of the Biopharmaceutical Classification System (BSC), due to its low water
solubility that limits its bioavailability. Given the aforementioned, it was proposed to develop liquid crystals (CL) that have thermodynamically
stable properties and are considered as transporters of hydro and fat-soluble drugs. The formulated CLs were chemically and physically
characterized for 2 months and by polarized light microscopy. The release profile of AMX incorporated in CL was evaluated. A validation of the
method was carried out to quantify the drug concentration. The results showed a homogeneous and viscous system, with the presence of
stretch marks under dark field microscopy confirming the formation of the CLs. The in vitro release profile showed that CL improved the solubility
of AMX and was released in a prolonged manner compared to conventional AMX. The results obtained indicate that CLs are promising systems
for the supply of medicines, and likely providing sustained rel
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De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la tutoria realizada al Trabajo de Titulacién
“Evaluacion in vitro del perfil de liberacion de amoxicilina incorporada en cristales
liquidos” de los estudiantes Arianna Alexandra Demera de la A y Maria José Orozco
Moran indicando han cumplido con todos los parametros establecidos en la normativa

vigente:

e Eltrabajo es el resultado de una investigacion.
e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.
o El trabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

* El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se adjunta el certificado de porcentaje de similitud y la valoracién del

trabajo de titulacion con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de titulacion, CERTIFICO, para los fines
pertinentes, que las estudiantes estan aptas para continuar con el proceso de revision
final.

Atentamente,
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Q.F. Maria del Carmen Villacrés, PhD
C.l. No: 0901799122
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De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la REVISION FINAL del Trabajo de Titulacion “Evaluacion in vitro
del perfil de liberacion de Amoxicilina incorporada en cristales liquidos”, de las estudiantes Demera de la A
Arianna Alexandra (C.I. No. 0919224329) y Orozco Moran Maria José (C.I. No. 0955836788). Las
gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue revisado considerando todos los parametros
establecidos en las normativas vigentes, en el cumplimento de los siguientes aspectos:

Cumplimiento de requisitos de forma:
e Eltitulo tiene un maximo de 13 palabras
» La memoria escrita se ajusta a la estructura establecida.
« El documento se ajusta a las normas de escritura cientifica seleccionadas por la Facultad.
e Lainvestigacion es pertinente con la linea y sublineas de investigacién de la carrera.
e Los soportes tedricos son de maximo 5 anos.

» La propuesta presentada es pertinente.

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:
e Eltrabajo es el resultado de una investigacion.
e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.
e Eltrabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

» El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado, el certificado de porcentaje de similitud, la valoracion del tutor,
asi como de las paginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que el trabajo de investigacion cumple

con los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revision, considero que las estudiantes Demera de la A Arianna Alexandra y
Orozco Moran Maria José estan aptas para continuar el proceso de titulacion. Particular que comunicamos

a usted para los fines pertinentes.

Atentamente, = 7

Dra. Q.F. Alexandra Quesada Del4 ado, Mg
DOCENTE TUTOR REVISOR

C.l. No.: 1202485304
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Habiendo sido nombrado Dra. Maria del Carmen Villacrés, tutor del trabajo de
titulacion certifico que el presente trabajo de titulacién ha sido elaborado por
Arianna Alexandra Demera de la A y Maria José Orozco Moran, C.I. No:
0919224329 y 0955836788, con mi respectiva supervision como requerimiento
parcial para la obtencion del titulo de Quimicas y Farmacéuticas.
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APROBACION DEL TUTOR
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“EVALUACION IN VITRO DEL PERFIL DE LIBERACION DE AMOXICILINA
INCORPORADA EN CRISTALES LIQUIDOS”, presentado por ARIANNA
ALEXANDRA DEMERA DE LA A'Y MARIA JOSE OROZCO MORAN, con C.I. No.
0919224329 y 0955836788, previo a la obtencién del titulo de Quimicas y
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Este trabajo ha sido aprobado en su totalidad y se adjunta el informe de Antiplagio del
programa URKUND, quedando el 1% de coincidencia. Lo Certifico:
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Q.F. Maria Del Carmen Villacrés, PhD
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Habiendo sido nombrado Dra. Q.F. Alexandra Quesada Delgado, Mg. , tutora revisora del
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en cristales liquidos”, certifico que el presente trabajo de titulacion, elaborado por las
estudiantes Demera de la A Arianna Alexandra (C.|.No.: 0919224329) y Orozco Moran
Maria José (C.|.No.: 0955836788), con mi respectiva supervision como requerimiento
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PRESIDENTE-MIEMBRO DEL TRIBUNAL
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DOCENTE-MIEMBRO DEL TRIBUNAL DOCENTE-MIEMBRO DEL TRIBUNAL
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LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO EXCLUSIVA
PARA EL USO NO COMERCIAL DE LA OBRA CON FINES NO
ACADEMICOS

Nosotros, Arianna Alexandra Demera de la A y Maria José Orozco Moran con C.I. No.:
0919224329 y 0955836788, certificamos que los contenidos desarrollados en este
trabajo de titulacién, cuyo titulo es “Evaluacion in vitro del perfil de liberaciéon de
amoxicilina incorporada en cristales liquidos” son de nuestra absoluta propiedad y
responsabilidad Y SEGUN EL Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA
SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION*, autorizo el uso
de una licencia gratuita intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la
presente obra con fines no académicos, en favor de la Universidad de Guayaquil, para

que haga uso del mismo, como fuera pertinente.

r

Arianna Alexandra Demera de la A Maria José Orozco Moran

C.1. No.: 0919224329 C.l. No.: 0955836788

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION (Registro Oficial n. 899 -
Dic./2016) Articulo 114.- De los titulares de derechos de obras creadas en las instituciones de educacion superior y centros
educativos.- En el caso de las obras creadas en centros educativos, universidades, escuelas politécnicas, institutos superiores técnicos,
tecnoldgicos, pedagogicos, de artes y los conservatorios superiores, e institutos publicos de investigacion como resultado de su
actividad académica o de investigacion tales como trabajos de titulacién, proyectos de investigacion o innovacién, articulos
académicos, u otros analogos, sin perjuicio de que pueda existir relacion de dependencia, la titularidad de los derechos patrimoniales
correspondera a los autores. Sin embargo, el establecimiento tendra una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso
no comercial de la obra con fines académicos.
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Declaro también de nuestra autoria, que todo el material escrito, salvo el que esta
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parcial ni totalmente presentado para la obtencion de un titulo, ni en una Universidad
Nacional, ni una extranjera.
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EVALUACION IN VITRO DEL PERFIL DE LIBERACION DE AMOXICILINA
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RESUMEN

La amoxicilina (AMX) es un antibiético usualmente recomendado por los médicos para
el tratamiento de enfermedades infecciosas, el uso frecuente e inapropiado de AMX
puede llevar a una resistencia bacteriana. La AMX pertenece a la clase Il del Sistema
de la Clasificacion Biofarmacéutica (BSC), que refleja la baja solubilidad en agua y por
lo tanto limita su biodisponibilidad. Ante lo mencionado, se propuso desarrollar cristales
liguidos (CL) que poseen propiedades termodinamicamente estables y son
considerados como trasportadores de farmacos hidro y liposolubles. Los CL formulados
fueron caracterizados quimica y fisicamente durante 2 meses y por microscopia de luz
polarizada. Se evalué el perfil de liberacion de AMX incorporada en CL y para cuantificar
la concentracion se realizé previamente una validacion del método con el objetivo de
obtener resultados confiables. Los resultados mostraron un sistema homogéneo y
viscoso, con presencia de estrias bajo microscopia de campo oscuro que confirman la
formacion de los CL. El perfil de liberacion in vitro mostré que CL mejoré la solubilidad
de la AMX y se liber6 de manera prolongada en comparacion con la AMX convencional.
Con los resultados obtenidos, concluimos que los CL son sistemas prometedores para
el suministro de medicamentos, que ademas proporcionan una liberacién sostenida.

Palabras claves: Amoxicilina, cristales liquidos, perfil de liberacidn, Resistencia
bacteriana, verificacion.
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IN VITRO EVALUATION OF THE AMOXYCILLIN RELEASE PROFILE
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ABSTRAC

Amoxicillin (AMX) is an antibiotic usually recommended by doctors for the treatment of
infectious diseases. Frequent and inappropriate use of AMX can lead to bacterial
resistance. AMX belongs to class Il of the Biopharmaceutical Classification System
(BSC), due to its low water solubility that limits its bioavailability. Given the
aforementioned, it was proposed to develop liquid crystals (CL) that have
thermodynamically stable properties and are considered as transporters of hydro and
fat-soluble drugs. The formulated CLs were chemically and physically characterized for
2 months and by polarized light microscopy. The release profile of AMX incorporated in
CL was evaluated. A validation of the method was carried out to quantify the drug
concentration. The results showed a homogeneous and viscous system, with the
presence of stretch marks under dark field microscopy confirming the formation of the
CLs. The in vitro release profile showed that CL improved the solubility of AMX and was
released in a prolonged manner compared to conventional AMX. The results obtained
indicate that CLs are promising systems for the supply of medicines, and likely providing
sustained release.

Keywords: Amoxicillin, Liquid Crystals, Release profile, Bacterial resistance and

Check.



INTRODUCCION

En los ultimos afios la resistencia a farmacos antimicrobianos ha sido un
problema muy complejo que ha generado el incremento de la tasa de bacterias
tolerantes a los antibiéticos induciendo a la ineficacia de las formulaciones
farmacéuticas para las enfermedades infecciosas a tratar y esta relacionado con

el mal uso y abuso de esta categoria de medicamentos.

Dentro de la categoria de los antibiéticos mayormente prescritos por los
meédicos estan los betalactamicos con o sin inhibidores de beta lactamasas,

cefalosporinas y quinolonas.

La amoxicilina es un antibiotico que pertenece al grupo de los betalactamicos,
es usado para prevenir y tratar infecciones del tracto respiratorio, infecciones
orales, entre otros, que son provocadas por bacterias gram positivas y gram
negativas. Los betalactimicos actdan inhibiendo la biosintesis de los

mucopéptidos de la pared celular bacteriana.

A pesar de ser un farmaco comunmente recomendado por los médicos, la
amoxicilina no presenta reportes cientificos donde afirmen que las bacterias ya
presentan una alta resistencia al mismo, es decir, mantiene su eficacia

antimicrobiana.

Para mejorar la eficacia de la amoxicilina se sugiere el uso de nuevas
tecnologias como el desarrollo de cristales liquidos, microemulsiones,
nanoparticulas lipidicas, entre otros sistemas que son capaces de mejorar su
biodisponibilidad debido al reducido tamafio de particula, facilitando su liberacion
en el sitio de accion por un periodo de tiempo prolongado.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La amoxicilina es un antibiético de amplio espectro perteneciente al grupo de
los betalactamicos, es usado para el tratamiento y prevencién de infecciones del

tracto respiratorio y de la piel, gonorrea, infecciones orales y otitis media.

En Ecuador, la amoxicilina es un medicamento de uso frecuente por ser de
facil acceso en el mercado. Se puede adquirir sin prescripcion médica en las
farmacias y usualmente es recomendada por los médicos, de tal manera que el
consumo inadecuado de este antibiotico puede resultar en resistencia

bacteriana.

La automedicacion es otro factor que influye en los problemas de resistencias
y se genera por el uso inapropiado del farmaco por parte de la poblacion, ya sea
por falta de acceso al servicio médico, recomendaciones de amigos o familiares

y por eficacia en un tratamiento anterior.

|.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Es posible prolongar in vitro la liberacion de amoxicilina después de su

incorporacion en cristales liquidos?



1.2 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

El uso inadecuado o frecuente de la amoxicilina puede generar problemas
como la resistencia bacteriana, lo que exige el aumento y/0o numero de
dosificacion de éste. De esta manera se puede producir efectos secundarios
capaces de perjudicar la salud de los pacientes. En la actualidad la industria
farmacéutica se ha dedicado en la basqueda de nuevas alternativas tecnoldgicas
para mejorar los problemas de los farmacos. Los cristales liquidos son sistemas
termodinamicamente estables, transparentes e isotrépicos, que han ganado
atencion debido a su capacidad de incorporacién de moléculas hidro y lipofilicas.
Su reducido tamafio de particulas puede facilitar la absorcion de farmacos,
ademas de retardar la liberacion, de esta manera aumentar la biodisponibilidad
y como consecuencia reducir la frecuencia de dosificacion diaria. Otra
caracteristica importante que poseen los cristales liquidos es la capacidad de
direccionamiento de un farmaco hacia una diana. Este aspecto puede facilitar la
actividad de la amoxicilina directamente sobre las bacterias. La suma de los
factores anteriormente mencionados contribuye en la disminucion de la
resistencia bacteriana. Ante lo mencionado, los cristales liquidos son una
alternativa importante estratégica para la incorporacion de la amoxicilina con la
finalidad de mejorar sus propiedades fisicoquimicas. Considerando esto, en el
presente proyecto se propone formular cristales liquidos y evaluar el perfil de

liberacién in vitro de la amoxicilina incorporada en ellos.
1.3 HIPOTESIS

Los cristales liquidos prolongan la liberacion in vitro de amoxicilina.



.4 OBJETIVOS
[.4.1 Objetivo General:

Evaluar in vitro el perfil de liberacidbn de amoxicilina incorporada en cristales

liquidos.
[.4.2 Objetivos especificos:
1) Formular los cristales liquidos a partir de un diagrama de fases.

2) Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los cristales liquidos con y

sin farmaco.

3) Verificar una metodologia analitica para la cuantificacion de amoxicilina en

los cristales liquidos.

|.5 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TIPO VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADOR
H Acidez-
i P .
Caracteriza alcalinidad
cion -Microscopia de luz
_ . . _ Estructuras de
Dependientes ~ Fisicoquimica polarizada .
los cristales.
Estudios o Concentracion
] y Ensayo in vitro .
de liberacion del farmaco
_ Tipo de Amoxicilina incorporada Obtencion de
Independientes . o
muestra en cristales liquidos un Gel




CAPITULO II: MARCO TEORICO

I1.1 Generalidades de los antibi6ticos

Los antibidticos son farmacos usados para tratar las infecciones bacterianas,
el cual se debe a la mutacion de las bacterias en respuesta a los farmacos. Las
bacterias farmacorresistentes originan infecciones en los seres vivos y suelen
ser mas complicadas de tratar. La resistencia a los antibiéticos produce un
incremento en los costos médicos prolongando las estancias en hospitales y
aumentando la tasa de mortalidad. Aunque la ciencia vaya avanzando en el
desarrollo de nuevos farmacos la resistencia microbiana seguird aumentando si

no se modifican los comportamientos (1).
Il.2 Resistencia a los antibidticos

Las resistencias son ocasionadas cuando los microorganismos sufren
alteraciones al tener contacto con el antibiético; en consecuencia, los farmacos

se vuelven ineficaces y provocan un elevado namero de riesgos (2).

La resistencia bacteriana a los antibioticos es un problema que ha surgido en
la medicina moderna desde la ultima década del presente siglo y cada vez
aumenta causando una crisis mundial para la salud publica. La resistencia a los
antibioticos ocurre cuando un microorganismo es capaz de sobrevivir a la
exposicién de un antibidtico. Esto requiere de una atencion inmediata ya que se
estdn produciendo nuevos mecanismos de resistencia que se difunden

rapidamente en todo el mundo (3, 5).

Las variantes que presentan las bacterias para ser resistentes a los
antibidticos radican en los mecanismos intrinsecos (5,6) que degradan los
antibioticos y los mecanismos adquiridos que causan mutaciébn genética
cromosomica por el cual algunos de estos elementos se pueden transferir entre
si (6,9).

Las bacterias para volverse resistentes pasan por los siguientes mecanismos
(Figura 1):

e Obstaculizar el paso del antibi6tico al sitio de accion
o Dirige el transporte al exterior de la bacteria.
e Alterar la estructura quimica perjudicando la actividad antimicrobiana.
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e Variar la diana para negar la union del farmaco, modificando las
cantidades del mismo.

e Disefiar alternativas de vias metabdlicas (2).

o e O e O
bacterium sensitive to the antibiotic drug

@ antibiotic-resistant bacterium present before initiation of treatment
antibiotic-resistant bacterium appearing during treatment (by mutation)

Figura 1. Mecanismo de mutacion de la resistencia bacteriana a los antibiéticos

Fuente: The Federal Council (2017)

Se observa un incremento en las cifras de infecciones como la neumonia,
tuberculosis, la septicemia, gonorrea o las enfermedades producidas por
alimentos, que resultan mas complejas de tratar porque los farmacos van
perdiendo su eficacia. En los paises subdesarrollados que carecen de directrices
terapéuticas, los personales sanitarios y veterinarios se encargan de prescribir
antibiéticos de manera que va aumentando su consumo excesivo por parte de la
poblacién, lo que provoca que las infecciones leves se vuelvan severas, crénicas

y hasta mortales (1).

Otros de los factores influyentes en la resistencia a los antibiéticos es el uso
inapropiado de los mismos mediante: la automedicacion, venta libre del farmaco,
falta de acceso al servicio médico, eficacia en un tratamiento anterior y por
recomendaciones de amigos y familiares (7). También interviene la posologia

prescrita por el médico en relacién a las dosis de mantenimiento diario.

Segun las publicaciones mas recientes de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se estima que las bacterias gram-negativas como la Escherichia coli en

su mayoria son tolerantes a los antibioticos Beta-lactdmicos (4). En varios



articulos de informacion cientifica mencionan que las bacterias gram-positivas,
por ejemplo: Staphyloccus aureus son resistentes a la meticilina, los enterococos
a la vancomicina y Streptococcus pneumoniae son resistentes a la penicilina
(8,9).

Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

(2000) (2012)

Percentage resktance

Figura 2. Incidencia de Enterococos faecium resistente a la vancomicina

Fuente: Scilogs (2015)

Sin embargo, no hay reportes de que la amoxicilina haya perdido su eficacia
frente a las bacterias, es decir, su funcién antibiotica continla, y se podria
incrementar la experiencia aplicando nuevas métodos o0 estrategias
tecnoldgicas.

Los autores Jensen et al. (11) realizaron un estudio in vitro sobre la resistencia
de las cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans frente a la amoxicilina.
Los resultados obtenidos por los autores indican que las cepas analizadas fueron
susceptibles a la amoxicilina con una concentracion minima inhibitoria (CIM) de
1 a2 mg/L. A partir de esto ellos sugieren que AMX sigue siendo efectiva y podria
ser clave para el tratamiento de periodontitis. Asi mismo, Lopes et al (10) sefiala
qgue la amoxicilina es eficiente debido a que presenta una tasa de resistencia
baja, porcentualmente entre 1% y 3%.



11.2.1 Impacto

Dada la facilidad y el libre consumo de los antibiéticos, la resistencia se ha
vuelto un problema a nivel mundial que necesita el apoyo de todos los sectores
(1)

A medida que la resistencia a los farmacos va aumentando, sera necesaria la
creacion de antibiéticos mas caros. Por la alta prevalencia de la enfermedad y
de los tratamientos generan elevados costos de servicios hospitalarios y
sanitarios. En el caso de no contar con farmacos eficaces para la prevencion y
tratamiento de las infecciones, las operaciones, trasplantes de oOrganos y

quimioterapias siendo procedimientos mas riesgosos (1).

Segun la OMS las cifras de resistencia de tuberculosis a nivel mundial oscilan
alrededor de un 20% de microorganismos multirresistentes. Se exponen tasas
de alrededor 15% de resistencia en pacientes que inician el tratamiento y en

pacientes que reinicien su tratamiento un 40% de resistencia (1).

[1.2.2 Prevencion y control

Para evitar la resistencia a los antibioticos la poblacién puede realizar lo

siguiente:

Suministrar antibiéticos Unicamente prescritos por el personal sanitario, seguir
instrucciones del uso de los antibidticos, lavarse las manos seguidas y preparar

los alimentos en condiciones higiénicas (1).

Segun la OMS (2018) para asegurar la inocuidad de los alimentos se deben
seguir los cinco pasos claves que son manteniendo limpio el area, separando
alimentos cocinados y crudos; cocinar completamente los alimentos, mantener
los alimentos en temperaturas optimas; usar abundante agua y materias primas

inocuas (1).



1.3 Amoxicilina

11.3.1 Generalidades

La amoxicilina, cuya estructura quimica se encuentra representada en la
Figura 3, es un antibiético de amplio espectro perteneciente al grupo de los B-
lactamicos. Se obtiene a partir de la semi-sintesis de una penicilina. La férmula
empirica es C16H19N30sS com peso molecular de 365.404 g/mol y un pH que va
de 3.5 a 6. Es un polvo cristalino blanco e inodoro, poco soluble en agua y
metanol, e insoluble en benceno, cloroformo, tolueno y tetracloruro de carbono
(12, 13).

Este farmaco es comunmente utilizado para el tratamiento de enfermedades
infecciosas que incluyen gonorrea, otitis media, neumonia, fiebre tifoidea y
urinaria, bronquitis, gastroenteritis y también para infecciones susceptibles del
tracto biliar (13). Es preferiblemente prescrita por ser de amplia gama y eficaz
para las enfermedades anteriormente mencionadas, ademas es de bajo costo y

de facil acceso en el mercado (17).

MH =
H
I

) [
H o o

::‘F;—GH
o

Figura 3. Estructura Quimica de la Amoxicilina

Fuente: ChemSpider (2018)



II.4 Caracteristicas Farmacoldgicas

La amoxicilina pertenece a la Clase Il del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BSC), presentando una alta permeabilidad y baja solubilidad
(12). Actua inhibiendo la sintesis de las mucopeptidasas y carboxipeptidasas de

la pared celular bacteriana (14,15).

La amoxicilina puede ser degradada bajo el pH acido del jugo géstrico debido
a la hidrdlisis de su anillo de B-lactamico, y esporadicamente puede producir la

formacion de poros en la monocapa de fosfatidilcolinas (10).

La fraccion de la dosis de amoxicilina absorbida es 39% en el intestino
delgado, generalmente en el yeyuno y duodeno. La absorcién depende de la
concentracion de la droga, de tal manera que a medida que aumenta la dosis, la

fraccion absorbida decrece (12,15).

La amoxicilina se difunde facilmente en la mayoria de los tejidos y liquidos
corporales, excepto en el cerebro y el liquido cefalorraquideo. Su vida media es
de 61,3 minutos a 2 horas (12, 15).

El volumen de distribucion es entre 0,26 - 0,41 L/Kg. En el suero sanguineo la
amoxicilina esta unida a proteinas plasmaticas aproximadamente en un 20%, lo

que es generalmente baja (12, 15).

El metabolismo hepatico es una via inusual para la eliminacién de la
amoxicilina, ya que solo del 10 al 25% del farmaco se metaboliza mediante la
hidrdlisis del anillo B-lactdmico transformandose en acido penicilanico que luego

es excretado por la orina de manera inactiva (12).

Aproximadamente el 60% del farmaco administrado por via oral es eliminado
dentro de 6 a 8 horas por la orina, lo que produce niveles urinarios de 0,3 a 1,3
g/L (12, 16).

I1.5 Sistemas de liberacién modificada

Son aquellas en que la velocidad y el lugar de liberacion de la sustancia o

sustancias activas, son las formas farmacéuticas de liberacion convencional
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administrada por la misma via, asi se distingue entre sistemas temporales o

espaciales (20). Existen cuatro tipos de sistemas que son:

e Sistemas de liberacion retardada: el principio activo es liberado de manera
retrasada durante el tiempo de administracion sin que el efecto terapéutico sea
prolongado.

e Sistemas de liberacion prolongada: una gran parte del principio activo es
liberado de manera inicial para cumplir su efecto terapéutico.

e Sistemas de liberacion sostenida: el principio activo es distribuido a una
velocidad elevada para mantener estables los niveles plasmaticos.

e Sistemas de liberacion pulsatil: va liberando el principio activo en

diferentes fases (20).

Estos sistemas ayudan a controlar la velocidad de liberacion, mejorando
problemas de solubilidad y permeabilidad que el farmaco enfrenta en el intestino

y a su vez clasificar las formas farmacéuticas en funcion a su liberacion (20).

Los sistemas pueden presentar ventajas y desventajas como reduccion del
namero de dosis del medicamento y fluctuaciones de las concentraciones
plasmaticas, aumento del intervalo posoldgico, mayor control del lugar de
liberacion del farmaco y prolonga la vida media del farmaco en el organismo,

evitando la degradacién temprana (20).

I1.6 Cristales liquidos

El origen de los cristales liquidos ocurrié en el afio 1888, cuando el cientifico
y botanico Friedrich Reinitzer, realiz6 una investigacion para dilucidar la
estructura de los cristales del benzoato de colesterilo en una raiz de zanahoria,
en el cual repentinamente observé un comportamiento inusual de la temperatura
en los cristales de colesterol, ya que aquellos presentaban dos puntos de fusion.
Reinitzer consider6é que aquel fenébmeno era digno para una investigacion

profunda y ese motivo lo llevo a contactarse con el fisico Otto Lehmann (21).
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Figura 4. Otto Lehmann y Friedrich Reinitzer, cientificos que descubrieron los cristales
liquidos.

Fuente: Mitov (2014)

Reinitzer explic6 a Lehmann (Figura 4) que los pequefios cristales se
fundieron a 145.5 °C considerando esta temperatura como el primer punto de
fusion, donde el sdélido se convirtié en un fluido lechoso. En cambio, el segundo
punto de fusién se dio en 178.5 °C, donde el fluido se volvi6 netamente

transparente (21).

Otto Lehmann, continué con el estudio del descubrimiento de Reinitzer,
reproduciendo las observaciones en otras sustancias con la ayuda de un sin
namero de microscopios de luz polarizada de su propiedad. Con esto determiné
que el liquido lechoso poseia caracteristicas tanto cristalinas como liquidas y
concluy6 que algunas moléculas no se derretian directamente, sino que tenian
que atravesar por una fase de fluidez, conservando la estructura molecular y las

propiedades 6pticas de un cristal (21).

Luego de su descubrimiento, los cristales liquidos despertaron el interés en
varios cientificos por querer desarrollar en base a esto mdultiples articulos desde

el campo tecnologico hasta la industria farmaceéutica (21).

Actualmente en la industria farmacéutica, los cristales liquidos han ido
ganando una extensa atenciébn por sus propiedades biodegradables y

biocompatibles, caracteristica que se le otorga porque en su formulacion

12



contiene al menos dos sustancias lipidicas. Ademas de actuar como vehiculo
transportador y protector de los farmacos, proporciona la liberacion sostenida de
los mismos (22).

Los cristales liquidos (CL) son particulas con un tamario inferior a 200 nm,
poseen caracteristicas anfifilicas (con una cola polar y un cuerpo apolar) que son
disueltas en disolventes orgénicos e inorganicos. Por el reducido tamafio de
particula permite el paso directo al sitio de accion en el organismo. Ademas,
estas sustancias presentan una estructura mesofasica, es decir, entre una fase

cristalina liquida y solida con ordenamiento (22).

Generalmente estan compuestos por moléculas con dimensiones anisétropas
gue alcanzan grandes direcciones, el cual permite que los CL puedan pasar por

algunas fases desde estado cristalino a liquido (18).

Los CL presentan dos fases principales: la fase nemética en que el contenido
de la molécula esta agregado como liquido sin un orden de gran direccion y la
fase esméctica cuenta con un orden de mayor alcance, presentando su

contenido de masas en formas de capas (21).

vy dh
w:;l WL
v
ATATY, E} AT I{'ﬁ"h\l'ﬂ'

A= A\l RS LL R
2NN

SRR nematico |
estado liquido *‘u\\s"?\"‘ estado cristaling
esmechico
- S

N
estado cristal liquido

Figura 5. Estado fisico de los cristales liquidos

Fuente: modificado por Polystar (2017)
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II.7 Propiedades fisicas de los cristales liquidos

11.7.1 Viscoelasticidad

Los CL tienen comportamientos de materiales reoldgicos, es decir, que tienen
propiedades tanto fluidas como sélidas, esto surge por la interaccion entre las

capas eléctricas de las moléculas de los surfactantes en la composicion.

1.7.2 Actividad Optica

Los CL presentan caracteristicas Opticamente activas y desvia la polarizacion

del plano atravesando un haz de luz (Figura 6) (23).

Luz Natural o Luz Polarizada
no Polarizada U

Figura 6. Actividad Optica
Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

I1.7.3 Polaridad

Tienen una distribucién de cargas eléctricas de manera no uniforme de un
dipolo orientandose al campo cuando se aplica un campo eléctrico (Figura 7)
(23).

n ausencia de Campo con campo
Figura 7. Polaridad de los Cristales Liquidos
Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)
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[1.7.4 Clasificacion de los Cristales Liquidos

U e s
? . « FASE NORMAL
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INVERSA
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Figura 8. Clasificacién de los Cristales Liquidos

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)
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Los cristales liquidos pueden ser clasificados como liotrGpicos vy

termotrépicos.,

Se pueden diferenciar de la siguiente manera. Los CL liotropicos necesitan
cambios de temperatura y presion para su formacién, en comparacion con los

termaotropicos que son cristales presentes en el ambiente (24).

Los cristales liquidos liotropicos (Figura 9), estan formados por una cabeza
hidrofilica y un cuerpo hidrofébico, se van formando a través de un sdlido ya
disuelto en ciertas concentraciones, temperatura y presion, toman diferentes
ordenamientos o fases a medida que aumenta la concentracion de sus
moléculas. Los cristales liotropicos presentan las siguientes fases como laminar,
hexagonal y cubica (25).

Figura 9. Cristales Liquidos Liotropicos visualizados en microscopia de campo

oscuro

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

Fase lamelar o laminar: Es la menos viscosa entre las fases y tienen estructura
en forma de tiras o laminas (Figura 10). Segun sus caracteristicas son las mas

apropiadas para el transporte de farmacos por via oral (25).
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Figura 10. Estructura de cristales liquidos liotrépicos de fase laminar

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

Fase hexagonal: Es conocida también como hexosoma, esta formada por una

red en forma de cilindros (Figura 11). Se obtiene con un exceso de agua como

disolvente y presentan alta viscosidad con poca fluidez (26).

Figura 11. Estructura de los cristales liotropicos de fase hexagonal

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

Fase cubica: Presentan una estructura interna ordenada (Figura 12). Se

forman con la adicién de lipidos anfifilicos en un medio acuoso que lleva a la

sintesis de dos canales de agua continuos y separados por una bicapa lipidica.
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Son mas viscosos que la fase hexagonal y vistas bajo un campo oscuro se

pueden apreciar en forma de cruces de malta (26).

Figura 12. Estructura tridimensional de los cristales ciotrépicos de fase cubica

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

Los cristales liquidos termotrépicos estan conformados por moléculas
cilindricas que van de acuerdo al tipo de particula, y la temperatura permite la
aparicion del estado de los cristales liquidos. Se dividen en tres fases: fase

nematica, fase esméctica, fase colestérica (24).

Fase nematica (Figura 13A), las moléculas presentan cierta desviacion, a

pesar de estar situadas en una misma direccion (20-24).

Fase esméctica (Figura 13B), las moléculas estan en forma de capas y se
encuentran alineadas, ademas, presentan mayor libertad de direccién; poseen
mayor fuerza de cohesion en consecuencia es posible que las capas se deslicen
facilmente lo cual es caracteristicos del sistema sin perder el ordenamiento de

sus capas (20-24).

Fase colestérica (Figura 13C), presenta disposicion helicoidal, ya que las

moléculas de las capas vecinas se encuentran en diferentes angulos (24).
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(A) (B) (€)

Figura 13. Representacion de las fases en cristales liquidos: fase nématica
(A), fase esméctica (B) y fase colesterica (C)

Fuente: modificado por Figueroay Flores (2017)

[1.8 Componentes usados en la formulacion de cristales liquidos

11.8.1 Acido oleico

Es el componente liquido oleoso de la formulacion. Es procedente tanto de
vegetales (frutos o semillas) como de forma natural en los humanos (leche
materna, piel y fluido sanguineo. La formula molecular es CisH34O2. En la
industria farmacéutica es utilizado como excipiente, lubricante, emulsionante o
aditivo (18).

Pueden funcionar como bactericidas innatos por ser un acido graso libre de
cadena larga y proporcionar un efecto extendido del farmaco. Estas propiedades
hacen posible que se adhiera en la pared celular bacteriana para degradar su

estructura. (19)

11.8.2 Tensoactivos

Los tensoactivos son potenciadores de permeabilidad porque son capaces de
modificar los enlaces de hidrégeno y las fuerzas iénicas. Son importantes para
la formacién de las fases de los cristales liquidos y aumentan la solubilidad del
farmaco formando micelas (28).
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Estan constituidos por dos grupos, no polar o lipofilicos y otro polar o hidrofilo

poseen fuerzas suficientes para ubicarse en la interface lipofilica e hidrofilica.

Los tween o polisorbatos, son mezclas complejas del esteres de polioxietileno,
esterificados parcialmente con acidos grasos de cadenas largas; actia como

agentes dispersantes o emulsificantes (28).

El Tween 80 o monooleato polioxietileno de sorbitan, cuya estructura quimica
se encuentra representada en la Figura 14, posee apariencia liquida y aceitosa
de color amarillo y ambar, con un pH de 5 %y viscoso a 25°C, es soluble en agua,
alcohol, aceites de semillas, acetato, etc, y muy insoluble en aceites minerales.

Este tensoactivo funciona como emulgente dando inicio a la fase externa acuosa
(18).

Ho .~ 0O Ny

Figura 14. Estructura Quimica del monooleato polioxietileno de sorbitan (tween 80)

Fuente: Pubchem (2018)

11.8.3 Poloxamer 188 (Pluronic)

Son considerados copolimeros de tres bloques compuestos de Oxido de
etileno (EO) y oxido de propileno (PO), como se encuentra representado en la
Figura 15.

Su funcionalidad y propiedades fisicoquimicas van a depender de la estructura
del polimero, ademas, es capaz de autoensamblaje en soluciones acuosas. Son
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considerados como excelentes vehiculos y solubilizantes potenciales en la

administracion de farmacos (29).

HO—F CH,CH,0 CH,CHO CH-CH,O

':::H_J. vV
EOQ PO EQ

Figura 15. Sintesis del Poloxamer 188 (Pluronic)

Fuente: modificado por Sanchez (2018)
1.9 Amoxicilina en otros sistemas de liberacién

La amoxicilina ha sido encapsulada en varios sistemas de liberacion
prolongada como nanoparticulas lipidicas, liposomas, microemulsiones, perlas
flotantes, que han sido utilizados para estudios de evaluacién tanto in vitro como

in vivo.

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) son un ejemplo de estos sistemas de
matrices lipidicos, ya que generalmente son rentables y faciles de ampliar, lo que
aumenta su interés con fines comerciales, y ademas al igual que los cristales

liquidos, son biodegradables y biocompatibles (30).

Lopes D, et al. (30) disefiaron un estudio para optimizar los LNP cargados con
amoxicilina y lograr localizar la liberacion del farmaco en los sitios de
colonizacion de Helicobacter pylori en la mucosa gastrica. Los autores del
trabajo concluyeron que las LNP cargados con amoxicilina se pueden retener
cerca de las bacterias por la baja permeabilidad del epitelio gastrico. También
reportan que hubo un tiempo prolongado de retencién cerca de H. pylori lo que

hace aumentar la eficacia del farmaco.
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Otro modelo desarrollado por Kalita S, et al. (31) consiste en la biosintesis de
nanoparticulas de oro biocompatible (GNPs) a base del extracto acuoso de un
pteridofito, mediante irradiacion de microondas, el cual se fusiond con
amoxicilina a través de interaccidn electrostatica. Los autores sugieren que esta
tecnologia podria ser un sustituto de la meticilina y aumentar su eficacia frente a
Staphylococcus aureus. De esta manera obtuvieron resultados positivos en la
estabilidad de esta conjugacion (GNPs-Amx) aumentando significativamente la

eficacia contra las cepas bacterianas patogenas probadas.

Los cristales liquidos (CL) al igual que las LNP y GNPs, son sistemas
nanoestructurados formulados con una combinacion de lipidos, hay bacterias
que secretan enzimas capaces de degradar esta matriz lipidica y asi inducir la
liberacion del farmaco directamente en la pared celular bacteriana en un tiempo
prolongado (10). Los CL a pesar de presentar estas funciones relevantes no han
sido utilizados para la encapsulacion de la amoxicilina y en el presente estudio
se aplica la formulacion del mismo considerandose como un nuevo modelo

elemental que contribuiria en la mejora de la eficacia de este antibidtico.

11.10 Perfil de liberacioén in vitro

La mayoria de los sistemas estan conformados por una matriz polimérica y un
relleno orgénico. La matriz desempefia una funcion importante que es controlar
el proceso de la liberacién del farmaco desde origen hasta su lugar de accién y

los rellenos orgénicos varian la cinética de su liberacion.

La liberacion de los farmacos se puede disefiar mediante diversos
mecanismos sean relajacion, difusion o hinchamiento de sus cadenas

poliméricas.

Asimismo, la difusiébn sucede a medida que el farmaco va atravesando la
matriz polimérica del sistema, influyendo el grado de concentracién entre el
sistema de liberacion y el medio circundante. Un dato importante del desarrollo
de los sistemas permite calcular constantes que proporcionan informacion
necesaria ligada al mecanismo por donde ocurre el proceso de liberacion del

principio activo.
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La liberaciéon del farmaco sucede en procesos controlados por el hinchamiento
de los polimeros, la matriz se encuentra en estado cristalino desde un principio
hasta que ocurra una transicion vitrea. Una caracteristica de estos sistemas, es
presentar una disminucion en la velocidad de liberacién del principio activo en
relacion al tiempo. La matriz recorre a grandes distancias, posee un transporte
inusual y la difusion se produce a una constante velocidad y durante la liberacion

la geometria de los cristales liquidos no varia durante la liberacién.

Estudios realizados sobre el perfil de liberacion en varios farmacos han dado
a conocer la importancia de este proceso, el cual ayuda a transformar los
problemas existentes de los farmacos como dificultades de permeabilidad y
solubilidad. Los sistemas son capaces de permitir el paso del principio activo
desde la forma farmacéutica hasta el organismo a partir de un corto tiempo por
su reducido tamafio de particula, se aprecia que el farmaco es liberado
lentamente de manera prolongada por un largo tiempo, en comparaciéon con el
farmaco convencional su adsorcion es mas lenta por la poca solubilidad del

farmaco.

Las investigaciones in vitro son fundamentales para el desarrollo de las
formulaciones farmacéuticas con sistemas de liberacion controlada. La
herramienta principal es el perfil de liberacidén que es utilizado para determinar el

porcentaje de concentracion de un farmaco liberado en distintos tiempos.

El perfil de liberacion puede verse afectado por varios factores limitantes como
el medio de disolucion (pH, capacidad de solubilizacion y la fuerza iénica) y la

formulacién del sistema.
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Es representado en una gréafica de dispersion (Figura 16) que indica la
comparaciéon y comportamiento cinético de un farmaco convencional frente al
nuevo medicamento desarrollado para valorar si existe una diferencia

significativa del farmaco liberado en un intervalo de tiempo.
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Figura 16. Comparacion del perfil de liberacion de dos formas farmacéuticas de
miricitrina

La curva A representa a la miricitrina libre o convencional y la curva B representa a la
miricitrina incorporada en un sistema de liberaciéon prolongada
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

1.1 TIPO DE INVESTIGACION

Es un estudio experimental de laboratorio, que incluyen técnicas de
elaboracion farmacoldgicas como: formulacion de los cristales liquidos, también
microscopia y analisis estadistico para la validacion del método que se llevo a
cabo en el Laboratorio de Andlisis de Medicamentos de la Facultad de Ciencias

Quimicas.

.2 EQUIPOS, MATERIAS PRIMAS, REACTIVOS, MATERIALES DE
LABORATORIO, PROGRAMAS

[11.2.1 Equipos

e Balanza analitica

e Microscopio de luz polarizada (Leica DMLP)

e Potenciémetro Boeco®

e Equipo Permeador automatizado adaptado a seis celdas de Franz
modificadas) Hanson Corporation

e Espectrofotémetro UV: Shimadzu® UV-VIS 1700 PharmaSpec

e Micropipetas automaticas de 10y 50 pL

[11.2.2 Materias primas

e Acido oleico
e Monooleato polioxietileno de sorbitan (tween 80)
e Poloxamer 188 (pluronic)

e Amoxicilina trihidratada (99%)

111.2.3 Reactivos

e Buffer fosfato monobasico de potasio (2 M; pH 7.4)

e Metanol
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e Agua Destilada

I11.2.4 Materiales de laboratorio

e Espatulas

e Agitador de vidrio

e Envases plasticos transparentes 2 unidades de 30 g cada uno
e Matraces volumétricos de 10, 100 y 1000 mL

e Pipetas graduadas 5y 10 mL

e Vasos de precipitacion 50 y 500 mL

[11.3 METODOS

[11.3.1 Preparacion de los cristales liquidos

Los cristales liquidos fueron preparados con referencia al punto 35 de un
diagrama de fases (datos no publicados). El diagrama fue desarrollado con 36
diferentes combinaciones de agua, aceite y tensoactivos, con la finalidad de
identificar las concentraciones exactas para la formacion de los cristales liquidos.
El punto 35 es referente a 10% de &cido oleico, 60% de mezcla de tensoactivos
(poloxamer 188 mas monooleato polioxietilieno de sorbitan) y 30 % agua.
Posteriormente a la seleccion del punto se procedié a incorporar 0,05 g de

amoxicilina.

[11.3.2 Microscopia de luz polarizada

Se observaron las estructuras de los cristales liquidos por medio de un
fotomicroscopio (Microscopio Leica DMLP), el cual estd equipado con una
camara: primero, bajo el campo brillante y, luego bajo luz polarizada (usando
polarizadores cruzados) para investigar la presencia de la fase cristalina liquida
en cada muestra. Se utiliz6 el software Leica IM 1000 para analizar las

micrografias obtenidas.
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[11.3.3 Caracterizacion Fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de los sistemas seleccionados se realiz6 a 25
+ 0.1°C durante 2 meses (Tiempo 0, 1 y 2), se evalué pH, caracteristicas
macroscopicas como aspecto y microscopicas tales como fase hexagonal, fase

cubica o fase laminar de los cristales liquidos.

[11.4 VERIFICACION DEL METODO ANALITICO

El método se verifica por espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda
de 254 nm (45). De acuerdo a la Farmacopea de Estados Unidos, en inglés
United States Pharmacopeia (USP N40) y la Guia de Procedimientos Analiticos
descritos en la Conferencia Internacional sobre Armonizacién de Requisitos
Técnicos para el Registro de Medicamentos de Uso Humano, por sus siglas en
inglés ICH Q2 (R1) (2005), se evaluaron los siguientes parametros: linealidad,
limite de deteccidn, limite de cuantificacion, robustez y precision (precision intra-
dia).

I11.4.1 Linealidad

Para la determinaciéon de la linealidad se escogieron 5 puntos con las
concentraciones 70, 60, 50, 40, 30 pg/mL a partir de la solucién madre con 50000
pug/mL de concentracién y se realizaron 3 réplicas de cada nivel con 3 lecturas
de absorbancia. Para la construccion de una curva de calibracion se midieron las
absorbancias de los niveles mencionados durante 3 dias y se saca una curva
madre. La linealidad se evalu6 mediante andlisis de regresion lineal, que se
calculé por el método de regresion de minimos cuadrados. Los criterios de
aceptacion para linealidad son un coeficiente de correlacion R? mayor a 0.99, un
intercepto cercano a 0.
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I11.4.2 Limite de Deteccidon

El limite de deteccion (LOD) se calcula empleando la ecuacién presentada en
el ICH Q2 (2005).

LOD = 330
S

(Ecuacion 1)
Donde

e LOD limite de deteccion
e O es la desviacidon estandar del intercepto

e Ses lapendiente de la curva de calibracién

111.4.3 Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion se calcula empleado la ecuacion presentada en el
ICH Q2 (2005).

LOC = 10 o
S

(Ecuacion 2)
Donde

e LOC limite de cuantificacion
e (O es la desviacion estandar del intercepto

e Ses lapendiente de la curva de calibracién

I11.4.4 Precision

Se realizd en un mismo dia, evaluando la precision (intra-dia). En esta etapa
se midieron las absorbancias de las concentraciones minima (30%), media

(50%) y méaxima (70%), cada una por triplicado.
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[11.4.5 Reproducibilidad

La reproducibilidad se evalu6 de acuerdo a los resultados obtenidos por

diferentes analistas utilizando la concentracion media equivalente al 50%.

[11.4.6 Preparacion del Buffer a pH 7.4

El buffer fue preparado como se encuentra descrito por la USP N40, se
pesaron 27,22g K2HPOa4 llevando a un volumen final de 1000 mL, la solucion se
ajusto a un pH de 7,4 utilizando NaOH 1N.

[11.4.7 Preparacion de la solucion madre

La solucion madre fue preparada a una concentracion de 0,5 mg/mL: se
pesaron 50 mg de amoxicilina, se disolvieron en 20 mL de metanol y se llevé a

un volumen final de 100 mL con agua destilada.

[1l.5 Estudio del perfil de liberacién In Vitro

El perfil de liberacion de amoxicilina en las formulaciones se evalué utilizando
un equipo automatizado adaptado a celdas de Franz, con un volumen
aproximado de 7mL, se utiliz6 una membrana de acetado de celulosa 0.45um.
El medio receptor utilizado fue el buffer fosfato monobasico a 0.01 M a pH 7.4.
Se peso6 500 mg de las muestras (CL-AMX y AMX libre) que fueron transferidas
para la camara donadora. El experimento fue realizado en un periodo de 72
horas a temperatura de 37 °C + 2 y el medio receptor fue mantenido a agitacién
constante de 300 rpm. Las muestras fueron colectadas en los siguientes tiempos:
5,15,30,1h,2h,4h,6h,8h,12h, 24 h, 32 h, 48 hy 72 h, cuantificadas por

espectroscopia de ultravioleta (UV-Vis) a una longitud de onda de 254 nm.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Preparacion del sistema cristales liquidos

Se conocen como cristales liquidos al estado de la materia existente entre la
fase liquida y cristalina, son sistemas termodinamicamente estables y poseen
orientacion isotropica (22). La Figura 17 muestra los resultados visuales de los
cristales liquidos sin amoxicilina (CL) y con amoxicilina incorporada (CL-AMX).

Figura 17. Resultados de la preparaciéon de CL (A) y CL-AMX (B)

Fuentes: autores (2019)

Es posible observar un sistema homogéneo, transparente y Viscoso
semejante a un gel para los CL (Figura 17A), la adicion de AMX llevo a la
formacion de un gel blanquecino (Figura 17B). Con lo expuesto, se sugiere que
la AMX indujo a una ligera transicién de fases, esta informacion puede ser
confirmada por la microscopia de luz polarizada (ver seccion 1V.2). Souza C, et
al (32) desarrollaron cristales liquidos para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de cloruro de cetilpiridinio (CPC) e hidrocloruro de poli-
hexametilenbiguanida (PHMB). Los resultados visuales indicaron la formacion
de un sistema viscoso y opaco con aspecto de gel. Los autores sugieren que los

farmacos pueden inducir a una transicion de fase.
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IV.2 Microscopia de luz polarizada

La microscopia de luz polarizada es un método que posee el objetivo de
evaluar las propiedades oOpticas de diferentes materiales mediante la
birrefringencia (22). La Figura 18 muestra los resultados de la microscopia de luz
polarizada de CL y CL-AMX.

A B

Ll

Figura 18. Resultado de la microscopia polarizada de cristales liquidos (CL)
sin farmaco (A) y con farmaco (CL-AMX) (B)

Fuente: autores (2019)

Se observa la formacion de estrias para los CL (Figura 18A) y CL-AMX (Figura
18B), lo que puede indicar cristales liquidos de fase hexagonal. Los cristales
liquidos de fase hexagonal son caracterizados por una alta viscosidad, baja
fluidez, ademas, presentan formas cilindricas u ovaladas (33). De acuerdo a lo
observado se confirma la formacién de cristales liquidos con fase hexagonal una

vez que las muestras estaban viscosas.

Los CL muestran un campo oscuro mas acentuado ante la presencia de pocas
estrias comparado a CL-AMX, es posible que la incorporacion del farmaco

cambie la estructura interna de los cristales liquidos.
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De acuerdo con la literatura el tween 80 en elevadas concentraciones puede
interferir con la viscosidad de la formulacién (33), por ser responsable de otorgar
la caracteristica principal del sistema y cumple con la funcion de mantener la

tension interfacial entre el agua y aceite.

IV.3 Evaluacion del pH de los componentes de la férmula

Para una mejor explicacion de la caracterizacion de las muestras, se ejecutd
la evaluacion de los pH de las materias primas. En la Tabla 1 se exhiben los

valores de pH de los componentes de la formula.

Tabla 1: Valores de pH de los componentes de la formulacion

Componentes pH

Solucién de Amoxicilina

5.56
Poloxamer 188 (Pluronic)
5.90
Monoleato polioxetileno de sorbitan 703
(Tween80) '
. _ 2.60
Acido Oleico

Fuente: Elaborado por los autores

Los resultados muestran que la mayoria de los componentes de la formulacion
presentan una caracteristica acida a excepcion del Tween 80 que tiene pH

bésico.

IV.4 Caracterizacion fisicoquimica de CL y CL-AMX

La caracterizacion fisicoquimica es un parametro importante que evaltua el
comportamiento de la fase de una muestra en la que se ha incorporado el

farmaco (22). Entre los pardmetros que se estudian estan: el pH y aspecto de los
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cristales liquidos formulados. La Tabla 2 muestra los resultados de la

caracterizacion de los cristales liquidos sin amoxicilina (CL) y con amoxicilina

(CL-AMX).

Tabla 2: Caracterizacion de CL y CL-AMX

Tiempo

Muestra

(meses)

Aspecto pH FOTO

CL-
AMX

Textura
Viscosa
(gel), sistema
homogéneo

y
transparente.

Textura
viscosa (gel),
sistema

] 5.20
homogéneo

y
blanquecino.

CL

Textura
viscosa (gel),
sistema
homogéneo

y
transparente.

5.39
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Textura
viscosa (gel),

sistema
CL-

1 AMX .
blanquecino

y
opalescente.

homogéneo, 5.1

Textura
viscosa (gel),
sistema

CL 5.40
homogéneo

y
transparente.

Textura
viscosa

sistema
CL- ]
2 homogéneo, 5.21
AMX

blanquecino

y aspecto

opalescente.

Fuentes: Elaborado por los autores

En la Tabla 2, se observa la caracterizacion de CL y CL-AMX, realizada
durante dos meses. Ambos sistemas poseen un pH &cido. El comportamiento
acido de CL y CL-AMX puede ser debido a una interaccién del acido oleico (pH
2,60) con los tensoactivos (ver Tabla 1). La adicion de amoxicilina disminuyo el
pH comparado con CL vacios en el primer y segundo mes, esto sugiere que la

amoxicilina interacciona con el sistema.
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De acuerdo con la literatura los cristales liquidos requieren de un periodo
minimo de 24 horas para la organizacion de la matriz (32). De acuerdo a lo
informado, se consider6 este periodo como tiempo O para la evaluacion del
aspecto visual de CL y CL-AMX. Se observa en la Tabla 2 un sistema
homogéneo con una textura viscosa y transparente para el CL. Con la adicion de
AMX (CL-AMX) el sistema cambi6 el aspecto de transparente a blanquecino. El
CL mantuvo el aspecto mientras que CL-AMX mostro un aspecto opalescente en

el tiempo 1y tiempo 2.

IV.5 Verificacién del método analitico

IV.5.1 Verificacion

La verificacion es una accion que lleva a cabo con la mision de comprobar si
los resultados obtenidos de un procedimiento analitico son precisos y exactos,

dentro de las especificaciones y atributos de calidad para los fines previstos.

IV.5.2 Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico el cual, representa los resultados
proporcionales de la relacién de los valores de una concentracion frente a la
absorbancia, mediante una curva de calibracion. Segun la Guia de
Procedimientos Analiticos descritos en la Conferencia Internacional sobre
Armonizacién de Requisitos Técnicos para el Registro de Medicamentos de Uso
Humano, por sus siglas en inglés ICH Q2 (R1) (2005), el rango general de
aceptacion equivale a un valor mayor o igual a 0.99, que indica la curva es lineal
para la finalidad pretendida. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos de la

ecuacion de la recta y R? de la cuantificacién de la amoxicilina.
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Figura 19. Resultados de Linealidad

Los resultados obtenidos reflejan la regresion lineal de la curva analitica, se
observa el R?de 0,9953 (Figura 19). Lo que indica que la curva es lineal para la
finalidad pretendida. Resultados similares fueron encontrados por Sendanyoye,
et al (34). Este autor realiz6 una validacién para un método de HPLC acoplado
a un detector UV para la cuantificacion de amoxicilina, obteniendo un R? de
0,9998.

IV.5.3 Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

Estos dos parametros se analizaron aplicando la ecuacion 1 y 2 como el
propuesto por la ICH Q2 (R1) (2005) (Ver seccion I11.4.2 y 111.4.3). Se realizo las
lecturas del blanco (metanol/agua) para obtener el resultado de la desviacién
estandar para el limite de deteccion y cuantificacion demostrado en la Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados del limite de deteccidn y cuantificacion para amoxicilina

Limite de deteccion y cuantificacion (pug/mL)

Limite de deteccion Limite de cuantificacion

2,9333 8,8888

Fuente: Elaborado por los autores

Los resultados mostraron valores de limite de detecciéon 2,9333 pug/mL vy el
limite de cuantificacion de 8,8888 pg/mL indicando que es posible detectar y
cuantificar concentraciones minimas de la amoxicilina, determina un alto nivel de

confiabilidad en los resultados del procedimiento analitico.

IV.5.4 Precisién

La precision es un parametro que indica el grado de concordancia de los
valores obtenidos entre si. Para la evaluacion de este método se aplico la
precision intra-dia llevada a cabo en un sélo dia, realizada por el mismo analista,
laboratorio y equipo, utilizando la concentracion minima (30%), concentracion
intermedia (50%) y la concentracion maxima (70%). En la Tabla 4 se detalla la

desviacion estandar y el coeficiente de variacion.
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Tabla 4: Resultados de la precision

Determinacion de la Precision (Precision Intra-day)

Concentracion Abbs Desviacion Coeficiente de
(%) Promedio estandar (DS) () variacion (CV) (%)

30 0,0119 0,0002 1,6329

50 0,0145 0,0002 1,3806

70 0,0276 0,0003 1,2021

Fuente: Elaborado por los autores

Los resultados mostraron valores de coeficiente de variacion (CV) menores
de 2%. Este valor es estipulado por la ICH Q2 (R1) (2005) para indicar la
precision de un método analitico. Basado en los resultados obtenidos es posible
indicar que los valores estdn de acuerdo con lo establecido segun la ICH Q2
(R1), en este sentido, se sugiere que el método es preciso.

IV.5.5 Reproducibilidad

La reproducibilidad es una medida que muestra la capacidad de resistir a
pequefias variaciones que se pueden introducir durante la evaluacién de
procedimientos analiticos y mantener resultados precisos y veraces. La
reproducibilidad se evaluo realizando el cambio de analista y los resultados estan

mostrados en la Tabla 5.
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Tabla 5: Resultados de la Reproducibilidad

. Promedio Desviacién Coeficiente
Concentracion:

de estandar de variacion
50% .

absorbancias (DS) () (CV) (%)

0,0194 0,0002 0,7887

Analista 1 0,0210 0,0002 0,7262
0,0221 0,0002 0,6922

0,0236 0,0002 0,7782

Analista 2 0,0243 0,0002 0,8475
0,0257 0,0002 0,8230

Fuente: Elaborado por los autores

Se observan valores de coeficiente de variacion (CV) menores al 1% para
ambos analistas, demuestran que los resultados estdn dentro del rango

establecido por la ICH Q2 (R1), esto indica que el método es reproducible.

IV.6 Estudio del perfil de liberacién In Vitro

La liberacién es un proceso farmacocinético que consiste en el paso del
farmaco desde su forma farmacéutica hasta su lugar de absorcion (20). La
prolongacion es caracteristica fundamental de los cristales liquidos y su funcion
principal es controlar la velocidad de liberacion de los farmacos, mejorar su
solubilidad y ofrecer una liberacién sostenida del mismo (20). La Figura 20
muestra los resultados del perfil de liberacion de CL-AMX frente a la Amoxicilina

libre.
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Figura 20. Resultados del perfil de liberacion de CL-AMX y Amoxicilina libre

En el presente estudio se realiz6 una comparacién de los perfiles de liberacién
entre CL-AMX y amoxicilina libre, los resultados obtenidos se encuentra en la
Figura 20. Se observa que a partir de las 6 horas el farmaco es liberado
lentamente y el perfil de liberacion se mantiene durante todo el tiempo del
estudio. Los CL-AMX (curva azul) present6 un perfil de liberacién superior a la
AMX libre (curva roja), siendo de 24% y 17% respectivamente pasado las 72
horas. Posiblemente, el tamafio reducido de la particula aument6 el area de
superficie con los cristales liquidos facilitando la liberacién y absorcion del

farmaco.

Man, et al. (35), evaluaron la biodisponibilidad de miricitrina en sistemas de
liberacion prolongada. Los resultados mostraron un perfil de liberacion superior
para el farmaco cuando estaba encapsulado comparado con miricitrina libre. En
este estudio, los autores sugieren que el tamafio reducido de las particulas
puede mejorar la solubilidad y como consecuencia la biodisponibilidad debido al

aumento del area de superficie.
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En otro estudio realizado por Chaudary, et al. (36) evaluaron la
biodisponibilidad in vitro de nabumetona en diferentes sistemas de liberacion
prolongada (SNEDDS) frente a una suspension farmacéutica convencional
(NBT). Los resultados mostraron un perfil de liberacién de 65,67+ 5,81% para el
farmaco incorporado a SNEDDS y 48,53% de farmaco libre. Todos los sistemas
estudiados presentaron un perfil de liberacion significativamente mayor que el
producto convencional durante las 24 horas de estudio. Con lo presentado los
autores discuten que el sistema presento una alta liberacion del farmaco debido
al pequefo tamafo de las particulas, el cual aumenta el area de superficie de

contacto.

En un estudio realizado por Chen, et al. (37), se desarrolla micelas de
tribloques poliméricos (PLGA-PEG-PLGA) para incorporar el acido ursélico
(US597-micelas) y posteriormente evaluar el perfil de liberacidon in vitro y el
farmacocinético in vivo. Los resultados indicaron que durante las 40 primeras
horas las US597-micelas mantuvieron una liberacion relativamente rapida,
pasado este periodo, ocurrid una liberacion lenta y prolongada por 100 horas.
Chen, et al. observaron que la liberacién ocurri6 con 50% del &acido ursolico
(US597), con lo presentado, ellos sugieren que los 50% restante estan
encapsulados e interaccionando con la matriz polimérica. El US597 libre mostré
una liberacion muy acelerada durante las 20 horas seguidas de un perfil estandar
hasta las 60 horas. Con los resultados expuestos, estos autores plantean que el

farmaco encapsulado fue mucho més eficaz que el convencional.

Segun estudios realizados por Kazi, et al. (38), se desarrolla formulaciones
lipidicas autoemulsificantes (SELFs) de 5 sistemas con risperidona (F4, F5, AF3,
AF5 y AF6), en comparacion con el farmaco libre y el producto convencional

(RSD), cada sistema contiene una concentracién de 4 mg del farmaco.

Los resultados obtenidos en medio basicos y acidos confirman que al paso de
los primeros 5 min el sistema empieza a ser liberado, las mismas alcanzan un
95% en acido y un 100% en medio basico en un tiempo de 120 min, seguido del
farmaco puro, alcanzo6 una liberacion del 72% a los 120 min. Se establecieron
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pruebas en ambos medios, debido al pH acido del estbmago y el intestino posee
pH basico, es eficaz el sistema SELFs porque evita la degradacién del farmaco.
Con los siguientes resultados el sistema mantiene una liberacion constante a
partir de los 10 min hasta los 120 min, sugiriendo que el sistema es mas eficaz

gue el farmaco convencional.

En otros estudios elaborados por Chaudary, et al. (39) estimaron la solubilidad
y biodisponibilidad in vitro de la Efavirenz (EFA), mediante un sistema de entrega
de droga automicroemulsionante (SMEDDS). Los resultados indican que la
Efavirenz incorporada en sistemas automicroemulsionante muestra un aumento
de liberacion de 98+1.23% a partir de 10 min, en comparacion con el farmaco

puro en suspension que solo se liberé en < del 30% en 1h.

Una fase oleosa y una fase micelar son caracteristicas que los cristales
liqguidos poseen cuando entran en contacto con los fluidos biolégicos que
atribuyen en la mejora de la solubilidad del farmaco y la biodisponibilidad. Estos
sistemas también tienen la capacidad de mantener el perfil de liberacion
prolongada (39), es confirmado en la literatura expuesta anteriormente donde se
expone otros ejemplos de sistemas con caracteristicas similares a los cristales
liquidos (CL). Como se observa en la figura 20, los cristales liquidos con
amoxicilina (CL-AMX) alcanzan una liberacion sostenida logrando liberar solo el
24% del farmaco en comparacién con la amoxicilina libre (AMX libre) que libero
el 17%.

42



Tabla 6: Resumen de resultados en la obtencién de cristales liquidos con amoxicilina

ENSAYOS PARAMETROS RESULTADOS DISCUSION
pH pH 5 Acido
Tiempo .
estabilidad 2 meses Sistema estable
CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA Aspecto Viscoso y Ca(actenst,lco_ para
opalescente cristales liquidos
Microscopia Presencia de Fase hexagonal
estrias
. . Cumple con los
Lml_\?f Eiad R?=0,9953 parametros de ICH
y USP N40
Min Cumple con los
30%= 1,6329 parametros de ICH
y USP N40
) Trz?rgsé?: Media Cumple con los
VERIFICACION CV <2 50%= 1,3806 paradmetros de ICH
y USP N40
Max Cumple con los
70%=1,2021  pardmetros de ICH
y USP N40
Reproducibilidad Cumple con los
Cv<l CVv=0,7757 parametros de ICH
y USP N40
Sistema con
farmaco: Mayor liberacién
24%
PERFIL DE Concentracion
LIBERACION
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1 CONCLUSIONES

1. El diagrama de fases disefiado a base de monooleato polioxietileno de
sorbitan, poloxamer 188 y acido oleico permitio la formulacion de los cristales

liquidos para la incorporacion de la amoxicilina.

2. Las caracteristicas fisicoquimicas como pH, aspecto y microscopia de los
cristales liquidos con amoxicilina (CL-AMX) y sin amoxicilina (CL) sugieren la
obtencién de un sistema nanoestructurado eficaz para la liberacién prolongada

de amoxicilina.

3. El método analitico fue verificado para la cuantificacion de amoxicilina en
cristales liquidos resultd ser lineal, preciso y reproducible, por lo que su uso
garantiza la confiabilidad de los resultados.

4. Los cristales liquidos obtenidos son capaces de prolongar la liberacién de
amoxicilina lo que pudiera mejorar la biodisponibilidad y disminuir el riesgo de

resistencia bacteriana.
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V.2 RECOMENDACIONES

Evaluar la sensibilidad in vitro de microorganismos frente a los cristales

liquidos desarrollados para determinar la eficacia de los mismos.

Realizar estudios farmacocinéticos pre-clinicos que permitan evaluar el perfil

de liberacion prolongada y la toxicidad de las formulaciones.

Desarrollar una forma farmacéutica oral que contenga cristales liquidos como

transportadores de amoxicilina.
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Glosario

Betalactamicos: Es cualquier agente antibiético derivado de las penicilinas que

contenga en su estructura molecular un anillo 8- lactamico.

Cefalosporinas: Son antibioticos betalactdmicos derivados de la cefalosporina
C.

Quinolonas: Son agentes sintéticos quimioterapéuticos con actividad

antimicrobiana.

Mucopéptidos: Es un polimero que forma la pared celular de las células

procariotas.

Microemulsiones: Son soluciones coloidales que resultan de la combinacién de

liquidos no miscibles.

Nanoparticulas lipidicas solidas: Son sistemas transportadores de farmacos
formulados a base de lipidos sélidos y no con polimeros.

Cristales liquidos: Son sistemas matriciales transportadores de farmacos,
termodinAmicamente estables que contribuyen en la mejora de la

biodisponibilidad de los farmacos y suministra una liberacion sostenida.

Amoxicilina: Farmaco inhibidor de la sintesis de las enzimas en la pared celular

bacteriana.

Perfil de liberacion: Es un método in vitro que se realiza para evaluar y
comparar el comportamiento cinético de los medicamentos genéricos frente a

una nueva patente.

Validaciéon de métodos analiticos: Se define como la evidencia documentada
en el que un procedimiento analitico conducira resultados con un grado de

confiabilidad, seguridad, preciso y exacto.

Anfifilico: Se denomina de esta manera a aquellas moléculas que tiene

caracteristicas tanto hidrofilicas como lipofilicas.
Mesofase: Es el estado de la materia entre liquido y soélido.

Liotropicos: Son cristales liquidos que tienen caracteristicas anfifilicas, que

dependen de un solvente organico para su estructuracion.
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Isotropico: Son sustancias con propiedades Opticas idénticas que cuando se

observan van en una misma orientacion.

Antibidtico: son medicamentos potentes que combaten las infecciones

bacterianas.

Biodisponibilidad: es un concepto farmacocinético que alude a la fraccion y la
velocidad a la cual la dosis administrada de un farmaco alcanza su diana

terapéutica.

Posologia: es la determinacion de las dosis en que deben administrarse los

medicamentos

Infecciones susceptibles: es el proceso por el cual ingresan gérmenes a una

parte susceptible del cuerpo y se multiplican, provocando una enfermedad
Helicoidal: estructura en forma de hélice.

Biocompatibles: se caracterizan por tener la propiedad de no degradar o

destruir el ambiente con el cual hacen coexistencia

Interaccién electrostética: es la fuerza eléctrica es la responsable de la

atraccion o repulsidn entre objetos con carga eléctrica.

Termodinamicamente estable: ocurre cuando un sistema esta en su estado de

menor energia o equilibrio quimico con su entorno.

Orientacion isotropica: es la propiedad general de la materia segun la cual

cualidades como elasticidad, temperatura, conductividad

Birrefringencia: conocida como doble refraccion. Es una propiedad Optica de

ciertos cuerpos,

Efavirenz: es un farmaco inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo a los

nucledsidos

Micelas: son un conjunto de moléculas que constituye una de las fases de los

coloides.

Acido ursolico: es un compuesto triterpénico pentaciclico, es decir, de 30

carbonos que esta conformado por 5 anillos.
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ANEXOS

Anexos 1. Equipo Permeador marcaHanson Corporation utilizado para el estudio de
liberacién in vitro

anLe Agta s

Anexos 2. Microscopia de Luz Polarizada utilizado para la caracterizacion de los cristales
liquidos.
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Anexos 3. Espectrofotometro UV-VIS

Anexos 4. Preparacion de los cristales liquidos
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Anexos 5. Preparacién de solucién madre

Anexos 6. Medicion de pH de los componentes de la formulacién
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