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Resumen. — La candidiasis de orofaringe es la enfermedad mic6tica mas prevalente a nivel mundial. Las
formulaciones del farmaco de eleccion para su tratamiento cuentan con un tiempo de residencia y
biodisponibilidad bajos en el sitio de la infeccion. El objetivo de este trabajo fue preparar y caracterizar
films con capacidad mucoadhesiva de quitosano y dacido poligalacturonico por la técnica “evaporacion
del disolvente” conteniendo nistatina como un sistema de liberacion sostenida en la cavidad bucal. Las
peliculas obtenidas fueron caracterizadas para determinar sus caracteristicas morfoldgicas, capacidad
de adherencia, grado de hinchamiento y perfil de liberacion del farmaco. La morfologia de los films fue
determinada por microscopia electronica de barrido y la interaccion entre los polimeros fue determinada
por espectroscopia infrarroja, anélisis termogravimétrico y calorimetria de escaneo diferencial,
adicionalmente se determind su actividad antimicrobiana contra dos especies de Candida. Las peliculas
obtenidas mostraron capacidad de mucoadhesion y una liberacion sostenida del farmaco explicada por
el modelo de Korsemeyer-Peppas, también mostraron una actividad antimicrobiana significativa. Estos
hallazgos sugieren que las peliculas con base en quitosano son un posible sistema de liberacion de
nistatina para la cavidad bucal.

Palabras clave: Quitosano, Acido Poligalacturénico, Polielectrolitos, Nistatina, Peliculas, Mucoadhesivos, Candidiasis
Orofaringea, Liberacion Sostenida.

Abstract. - Oropharyngeal candidiasis is the most prevalent fungal disease in the world. The formulations
of the drug of choice for its treatment have a low residence time and bioavailability at the site of infection.
The aim of this study was to prepare and characterize mucoadhesive films of chitosan and
polygalacturonic acid by the “Solvent-Casting” technique loaded with nystatin as a sustained release
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system for the oral cavity. The films obtained were characterized to determine their morphological
characteristics, adhesion capacity, and degree of swelling and release profile of the drug. The morphology
of the films was determined by scanning electron microscopy, the interaction between the polymers was
determined by infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, and differential scanning calorimetry,
additionally its antimicrobial activity against two Candida species was tested. The obtained films showed
mucoadhesion capacity and a sustained release of the drug explained by the Korsemeyer-Peppas model,
also a significant antimicrobial activity was found. These findings suggest that chitosan-based films are

a possible nystatin release system for the oral cavity.

Keywords: Chitosan, Polygalacturonic acid, Polyelectrolytes, Mucoadhesive, Films, Nystatin, Oropharyngeal Candidiasis,

Sustained release.
1. Introduccion

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la candidiasis orofaringea (CO) es
la infeccion fangica mas prevalente del mundo
[1]. La CO ocurre cuando la levadura causal se
adhiere y penetra en el tejido oral [2]. A pesar de
que se han aislado diversas especies de Candida
como C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C.
kefyr, C. parapsilosis, C. stellatoidea, and C.
tropicalis de pacientes con CO [3], mas del 80%
de los casos son causados por Candida albicans
debido a sus caracteristicas de mayor adherencia
y patogenicidad [4].

Hay diversos factores que favorecen el desarrollo
de CO tales como el uso de dentaduras,
inhaladores de corticosteroides, xerostomia,
inmunosupresién causada por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH); leucemia;
desnutricion; diabetes; quimioterapia;
radioterapia; el uso de corticosteroides
sistémicos, medicamentos inmunomoduladores y
antibioticos de amplio espectro [5]-[7].

El tratamiento de eleccion para la CO es la
nistatina (NIS), un antifungico obtenido de
Streptomyces noursei que tiene tanto actividad
fungistatica como fungicida, de acuerdo a su
concentracion; se ha documentado que el uso de
este farmaco disminuye o previene la adherencia
de la levadura a las células epiteliales evitando la
colonizacién y por lo tanto el riesgo de infeccién
[8]. Sin embargo, la NIS no se absorbe en el

tracto gastrointestinal y es toxica cuando es
administrada de forma sistémica [9]. Por lo tanto,
su uso es limitado a infecciones superficiales. La
mayoria de los pacientes con CO son tratados con
suspensiones, tabletas orales o trociscos que
requieren ser administrados con una alta
frecuencia debido al corto tiempo de residencia
en la mucosa oral y por lo tanto baja
biodisponibilidad que disminuye adicionalmente
por la dilucion con la saliva; otras desventajas
incluyen el mal sabor, consistencia viscosa y baja
solubilidad del farmaco en medio acuoso [10].

Para tratar de manera efectiva la CO, se requiere
una formulacion que contenga el farmaco y lo
libere en el sitio de la infeccion, esto aunado a la
creciente resistencia antimicrobiana que ha
obligado a la buasqueda de estrategias para
asegurar el mantenimiento de niveles 6ptimos del
farmaco in situ. Una de las posibles soluciones a
este problema es el desarrollo de sistemas
bioadhesivos de liberacion controlada a base de
polimeros naturales [11].

Los polimeros naturales son derivados de fuentes
renovables y estdn compuestos por cadenas de
polisacaridos, proteinas, lipidos, polifenoles,
entre otros [12]. Estos han sido considerado para
desarrollar sistemas de liberacién de farmacos
debido a su disponibilidad, compatibilidad y
capacidad de degradacién en condiciones
naturales y fisioldgicas, permitiendo que sean
utilizados para una aplicacion bioadhesiva [13],
[14].
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El fendmeno de mucoadhesion ha sido
desarrollado en décadas recientes, al ser
incorporado a formas farmaceuticas se obtiene
un aumento en el tiempo de residencia del
medicamento en el sitio de absorcion,
prolongando la efectividad de farmaco. Una de
las estrategias utilizadas para el desarrollo de
estas formas farmacéuticas es el uso de
complejos de polielectrolitos (CPE) [15], [16].
Estos complejos son redes de una estructura no
permanente resultante de una disolucion acuosa
de dos polielectrolitos con carga opuesta, que
puede dar lugar a una asociacién espontanea al
formar interacciones electrostaticas, fuertes pero
reversible [17]. La formacion y estabilidad de los
complejos de polielectrolitos depende de
diversos factores tales como el grado de
ionizacion de cada polimero, la densidad de
cargas, su distribucion en la cadena polimérica,
la concentracion de los polielectrolitos en
solucién y la naturaleza de los grupos ionicos
[18], [19].

El quitosano es el polication principalmente
utilizado para el desarrollo de estos complejos, es
obtenido de la desacetilacion de la quitina y
existe con diferentes grados de desacetilacion y
pesos moleculares, los grupos catiénicos amino
que posee pueden interactuar electrostaticamente
con los grupos aniénicos de otros polielectrolitos
para formar complejos de polielectrolitos.
Algunos de los polianiones que pueden
interactuar con el quitosano incluyen al acido
poligalacturdnico, alginato de sodio, carragenina,
carboximetilcelulosa entre otros [20]. Estos han
sido utilizados recientemente para el desarrollo
de sistemas de liberacion de farmacos especificos
de acuerdo a las propiedades requeridas por el
sistema, tales como nanoparticulas para
liberacion de farmacos anticancerigenos [21].

El objetivo de este estudio fue desarrollar y
evaluar un sistema mucoadhesivo de un
complejo de polielectrolitos basado en quitosano
y acido poligalacturénico, para la liberacion
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sostenida de nistatina en la cavidad oral que sea
de aplicacion comoda, y mejore el tiempo de
residencia y concentraciones del farmaco en el
sitio de accion.

2. Metodologia
2.1 Materiales

Quitosano de bajo peso molecular 75-85%
desacetilado (Sigma-Aldrich), acido
poligalacturénico (Sigma-Aldrich), Nistatina
+85% (Acros Organics BVBA), fosfato de
potasio monobasico (Fermont), fosfato de
potasio dibasico (Mallinckrodt), agar nutritivo
(BBL); Candida albicans ATCC 14053, ATCC
90028 y Candida krusei obtenida de una muestra
clinica, fueron suministrados por el Laboratorio
de Analisis Microbioldgico de la Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad Autonoma de
Baja California. Todos los demas reactivos
utilizados fueron de grado analitico o
farmacéutico.

2.2 Preparacion de peliculas de CPE cargadas
con nistatina

Las peliculas de CPE se prepararon utilizando la
técnica de evaporacion del disolvente [22]. Se
prepar6 una solucién de quitosano (QUI)
afiadiendo lentamente 750mg del polimero a 15
mL de é&cido acetico al 0,1% en agitacion
constante hasta que se disolvi6 por completo; La
misma cantidad de &cido poligalacturonico
(APG) también se disolvié en 15 mL de agua
destilada. EI CPE se obtuvo mediante la adicion
gradual de la solucién de APG a la solucién de
QUI con agitacion continua, utilizando un
homogeneizador a 5000 rpm durante 10 min.
Para la obtencion de las peliculas conteniendo
nistatina (N1S) se afiadio la solucion del farmaco,
preparada a partir de 25 mg del farmaco en 20
mlde mL de etanol. La mezcla se vertio en
placas de vidrio silanizado mediante el método
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descrito por  Seed [23], niveladas
horizontalmente (10 x 10 cm), secandose en un
horno a 40°C durante 48h. Las peliculas secas
fueron cuidadosamente retiradas de las placas y
verificadas  visualmente en busca de
imperfecciones o burbujas de aire. Las peliculas
fueron almacenadas a temperatura ambiente.

2.3 Estudios de hinchamiento

El grado de hinchamiento de las peliculas CPE
fue evaluado gravimétricamente. Se obtuvieron
secciones de 2x2cm de las peliculas placebo y de
NIS. 3 cuadrados de cada pelicula se pesaron
individualmente y se les permitié hincharse en
una solucion buffer de fosfatos pH 6,75 a 37 °C.
El peso de las peliculas se determind en
diferentes intervalos de tiempo (0.25, 0.5, 1, 2, 3,
5y 6 h). La captacién de agua se calculo
utilizando la siguiente ecuacion:

Q=" M

Py

donde Q es la capacidad de absorcién de agua de
la pelicula, P es el peso de la muestra hinchado
después del tiempo t y Po es el peso original. Las
mediciones se llevaron a cabo por triplicado y se
determind la media y desviacién estandar de los
grados de hinchamiento.

2.4 Contenido de farmaco

Se tomaron secciones de la pelicula de 2x2cm de
diferentes areas. Los cortes se disolvieron en 100
ml de pH 6,75 tampon de fosfato. Las soluciones
obtenidas se analizaron para el contenido de NIS
espectrofotométricamente a una longitud de onda
predeterminada (406nm) y la concentracion del
farmaco se calculd en funcion de la curva de
calibracion adecuada construida en el mismo
buffer.
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2.5 Espectroscopia FT-IR

Se obtuvieron los espectros FT-IR (FT-IR
Nicolet™ iS™ 5_650-4000 cm-1) de QUI, APG,
sus mezclas fisicas y de las peliculas obtenidas.

2.6 Calorimetria diferencial
analisis termogravimétrico

de barrido y

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) y anélisis termogravimétrico
(TGA) (SDT Q600, TA Instruments, EE. UU.)
para confirmar la formacion de los CPE. Se
realizaron estudios para las peliculas placebo,
peliculas cargadas con el farmaco, la mezcla
fisica de los polimeros en estado solido y el
farmaco. Las muestras (1,5-3 mg) se colocaron
en celdas de aluminio y se calentaron a una
velocidad de 10 °C/min en un rango de
temperatura de 26 a 600 °C, en una atmosfera de
nitrégeno.

2.7 Caracteristicas morfolégicas de las
peliculas utilizando microscopia electronica de
barrido

Las caracteristicas superficiales de las peliculas
de placebo y conteniendo farmaco se estudiaron
utilizando un microscopio electrénico de barrido
(SEM) (JIB-4500, Jeol, Japdn). Las muestras
fueron montadas utilizando cinta adhesiva de
doble cara y luego cubiertas con una capa de oro
[24].

2.8 Estudios de liberacion in vitro de NIS de las
peliculas

Las peliculas fueron masadas y cortadas en
cuadrados de 2x2cm, el experimento se hizo por
triplicado, cada cuadrado fue masado y colocado
en un vaso de precipitados de 500 mL que
contenia 400 mL de tampon de fosfatos pH 6.75,
previamente calentado a 37 °C. En diferentes
intervalos de tiempo (5 min, 10min, 15min, 0.5,
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1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12,20y 24 h) se
tom6é una muestra de 5mL del medio de
liberacion y se reemplazd por un volumen igual
de solucién tampdn fresco. Las muestras fueron
probadas para el contenido de NIS
espectrofotométricamente como se describio
anteriormente.

2.9 Determinacién in vitro de la actividad
antibacteriana

Se prob6 la actividad antibacteriana de las
peliculas placebo y conteniendo NIS utilizando
placas de Agar Miller-Hinton adicionado con
2% de glucosa y 0.5mg/ml de azul de metileno
[25] inoculado con Candida albicans y Candida
krusei de la siguiente manera: se utilizaron tres
circulos de 7mm de diametro para cada
formulacion que fueron transferidos a la
superficie de una placa de agar inoculado y
fueron incubados a 37 °C. Se midieron los
didmetros de la zona de inhibicion a las 24h. Se
calcularon las medias de las zonas de inhibicion
y su desviacién estandar.

2.10 Propiedades de adhesién de las peliculas

La determinacion de las propiedades
mucoadhesivas se realiz0 mediante un
texturébmetro (CT3, Brookfield, Canada). La
adherencia de cada pelicula se obtuvo midiendo
la fuerza necesaria para separar cada formulacion
de un disco de mucosa intestinal de conejo recién
extirpada. Un fragmento de cada pelicula
(2x2cm) se adhirié al extremo de una sonda
cilindrica con ayuda de cinta adhesiva doble y se
colocaron discos de mucosa de conejo
previamente hidratadas por 5 min en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 6.75 directamente
debajo utilizando el accesorio adecuado.

El tiempo de contacto entre las peliculas y la
mucosa fue de 1s y luego la sonda se retird a una
velocidad de 1.0 mm/s.
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La fuerza necesaria para separar la pelicula de la
superficie de la mucosa se encontré a traves del
andlisis de la fuerza maxima (F; N) y el trabajo
de adhesién (Tad; (N-mm) se calcul6 a partir del
area bajo la curva [26].

2.11 AnAlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Los resultados se expresan como
media = DE. Las pruebas se llevaron a cabo
utilizando el software Graphpad Prism 8 para
determinar la significancia estadistica de los
estudios se considerd un P < 0,05.

3 Resultados y Discusiones
3.1 Caracterizacion de las peliculas de CPE

Caracteristicas fisicas de las peliculas CPE:
aparienciay textura

A la inspeccion visual, las peliculas placebo de
QUI/APG, muestran una coloracién amarilla,
superficie irregular y textura rigida y quebradiza
(Figura 1a), mientras que las peliculas de la
misma formulacion conteniendo NIS muestran
una superficie aparentemente mas heterogénea y
un color més intenso (Figura 1b).

Resultados similares han sido publicados por
diversos autores [27]-[29], la resistencia o
fragilidad de las peliculas se debe a la proporcion
de polielectrolito libre que no formé parte del
CPE [30]. Es deseable que las peliculas para
aplicacién bucal cuenten con cierta flexibilidad
para adaptarse al relieve y estructuras de la boca
sin romperse o agrietarse, ya que esto modificaria
la liberacion del farmaco, en este caso, a pesar de
la rigidez en seco que muestran las peliculas
obtenidos; al ser hidratadas con solucion
amortiguadora de fosfatos, adquieren la
flexibilidad necesaria para adaptarse al relieve de
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la mucosa bucal, lo cual coincide con las
caracteristicas deseables de estas formulaciones.

Caracteristicas morfoldgicas utilizando SEM

La morfologia de todas las peliculas CPE se
evalué utilizando micrografias SEM, de
superficie y de seccion transversal que se
muestran en la Fig.2. Las peliculas mostraron una
superficie irregular de caracteristicas globulares
y una seccion transversal de espesor variable
(Figura 2c), con la adicion del farmaco se

15kV X200 100pm.
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de las peliculas CPE. a. Pelicula QUI-APG Placebo b. Pelicula QUI-APG cargado con NIS

observaron en la superficie de la pelicula cristales
de NIS (Figura 2b). El espesor de las peliculas
esta relacionado con la cantidad de farmaco
contenido y la capacidad de hinchamiento.
Siendo esta Ultima uno de los aspectos
fundamentales que determina las propiedades
adhesivas del material [31].

19 40 SEM_SEI

Figura 2. Micrografias electrénicas de las peliculas CPE. a. Superficie de pelicula QUI-APG Placebo b. Superficie pelicula QUI-APG
cargado con NIS. c. Corte transversal pelicula QUI-APG Placebo d. Corte transversal pelicula QUI-APG cargado con NIS. Las flechas

indican cristales de farmaco precipitado.

ISSN: 2594-1925



Contenido de farmaco y grado de
hinchamiento de las peliculas CPE

Ambas peliculas mantuvieron su integridad
durante el periodo del experimento y mostraron
una gran capacidad de absorcién de agua. El
contenido de farmaco de las peliculas fue de
0.1476 + 0.029mg/cm?. La captacion de agua de
las peliculas fue rapida durante las primeras 2 h
seguida de una segunda fase de liberacién més
lenta (Figura 3). Esto podria explicarse por la
resistencia de la estructura de la red polimérica al

N -~ (=2} o0
| 1 | 1 1 1 ]

Grado de hinchamiento (Q)

Revista de Ciencias Tecnol6gicas (RECIT). Volumen 4 (1): 1-18

movimiento de moléculas de agua [32]. Se ha
reportado que la interaccion entre un polication y
un polianion causa un endurecimiento de la red,
lo que resultaria en una menor capacidad de
hinchamiento [33].

La formulacion placebo mostrd una captacion de
agua mayor y mas rapida que la formulacion
conteniendo NIS, esto debido a que el farmaco
presenta caracteristicas de muy baja solubilidad
en agua (0.36mg/L) [34] e interfiere con la
absorcién de agua del CPE.

— QUI-APG Placebo

— QUI-APG-NIS

o
o
.
.-
o

Tiempo (Horas)

Figura 3. Grado de hinchamiento de las peliculas sintetizadas.

Espectroscopia FT-IR

En la Figura 4 se observan los principales picos
de NIS debido a las vibraciones esqueléticas. La
banda que se encuentra en 1701.1cm™ esta
relacionada con el estiramiento de las
vibraciones de la union C-O de un grupo de éster,
la banda ancha a 3353 cm™ esta relacionada con
la superposicion de los grupos -OH y -NH [35].
Los picos de QUI situados alrededor de 1644 cm’
1 1577cm* estaban relacionados con la amida I,
y las bandas de amida Il del grupo N-H
respectivamente [36] y el pico a 1730 cm
correspondia a la vibracion de los grupos

carboxilicos no ionizados C-O del APG (Figura
4).

Por otro lado, se observa una superposicion de
que las bandas de QUI a 1644 cm™y 1579.99 cm’
1 después de la formacion del complejo de
polielectrolitos. En el caso de APG la banda a
1730 cm* se desplaz6 a 1541 cm™. Los cambios
en la longitud de onda y la amplitud en las bandas
pueden explicarse por vibraciones asimétricas y
simétricas de deformacion N-H en aminas
protonadas, vibraciones de estiramiento
asimétricas en bandas de amida | y amida Il e
iones carboxilatos después de la formacién del
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CPE [37]. Los cambios de pico correspondientes
a los grupos -COOH indican la formacién del
complejo. Segun la literatura [38], los picos
pertenecientes al estiramiento C-O asimétrico se
pueden cambiar a un valor mas alto en presencia

——————
N R

3350cm”” 2883cm’!

3353¢m! 2932cm’’

% Transmitancia
1

2872cm™

3353cm™’

e\ et ~—

= . 2877cm’’
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de iones divalentes. La banda a 1419 cm®
también cambid a un valor mas alto, indicando
una interaccion entre los polimeros.

—— QUI-APG-NIS
— QUI-APG
——NIS

—— APG

— QuI

\ =
s N i A NV\ AN
\ .f/ B S
/

1541cm’’

-1
1701cm 1577¢m!

3353cm” 2932cm™’
1730cm’

1644cm’’ 1577cm’’

> I o 1 * I
4000 3500 3000 2500

I > I = I
2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 4. a. Espectros FT-IR de QUI, APG, NIS, QUI-APG y QUI-APG-NIS, b. Espectros de QUI, GA, NIS, QUI-GA y QUI-GA-NIS.

Analisis termogravimétrico (TGA)

La Figura 5 muestra los termogramas de QUI,
APG, su mezcla fisica (en estado sélido) y las
peliculas obtenidas. La temperatura de
degradacion de QUI fue de 299.6 °C, mientras
que la de APG fue de 240 °C. La mezcla de
ambos mostro dos temperaturas, una a 229 °Cy

otraa 288 °C. La pelicula mostr6 temperaturas de
degradacion en 231°C y 284°C, sin embargo, la
temperatura de 284°C correspondiente a la
degradacion del QUI se observé como un pico
considerablemente reducido, lo que demuestra la
dispersion del polimero y la formacion del CPE
con el APG.

ISSN: 2594-1925



Primer derivada % Peso
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—— Film
—— Mezcla fisica
— APG
| 284°C QUI
31°C
wsoc
240°C
300°C
1 1 1 1 1 1
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)
Figura 5. Termograma de TGA de QUI, APG, Mezcla fisica y pelicula.

Calorimetria de escaneo diferencial (DSC)

En la Figura 6. Se muestra el comportamiento
térmico de los sistemas estudiados. Todos
presentaron un evento endotérmico gradual entre
los 50 y 100°C que indica la evaporacion de agua
presente en la muestra; se observaron picos
endotérmicos a 296 y 247°C del QUI y APG
respectivamente, esto corresponde a la
temperatura de fusion de los materiales y a su vez

demuestra la naturaleza semi-cristalina de los
polimeros [39]. La mezcla fisica de los polimeros
y de la pelicula mostraron picos similares a 232,
285 °C para la mezcla y 235, 280°C para la
pelicula, sin embargo, los picos endotérmicos de
la pelicula se observan considerablemente menos
intensos que los de la mezcla fisica, lo que indica
la pérdida de la organizacién de la estructura al
formarse el CPE.
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Figura 6. Termograma de DSC de QUI, APG, Mezcla fisica y pelicula.

Estudios de liberacion in vitro de NIS de las
peliculas

Se observo una liberacidn inicial rapida de NIS
(Figura 7). Las micrografias electronicas de
barrido confirmaron que el fArmaco esta disperso
en la superficie de la pelicula de CPE vy esto
podria dar cuenta de la liberacién inicial. Pasado
este primer paso se observa un perfil de
liberacion moderado, que puede ser beneficioso
en la aplicacion bucal, ya que una tasa de
liberacion mas alta en la etapa inicial de
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lanzamiento podria alcanzar un nivel terapéutico
inmediato del farmaco seguido de una tasa de
liberacion méas lenta para mantener la
concentracion por encima del minimo
inhibitorio. Este comportamiento se ha reportado
en la liberacion de tetraciclina para aplicacion
periodontal [30]. Los autores atribuyen esto a la
rapida disolucion en agua del farmaco de la
superficie de la pelicula. La formulacién liberd
cerca del 55% de la NIS a la segunda hora
Ilegando a liberar 84% en 24 horas.

ISSN: 2594-1925



Revista de Ciencias Tecnol6gicas (RECIT). Volumen 4 (1): 1-18

1.0+

= QUI-APG-NIS]

0.8 ) - % .
E 1
@ 0.6
@
2
C
-0
'C 0.4
Q
o
-
0.2 H
0.0 1
T T T T T
8 8 10 12 14
Tiempo (h)

Figura 6. Perfil de liberacion In-Vitro de QUI-APG-NIS.
Analisis cinético de los datos de liberacién

Los datos obtenidos de los perfiles de liberacion
de farmacos se probaron con los modelos de
Higuchi y Korsmeyer-Peppas y se compararon
con algunos pardmetros del modelo cinético,
como la constante de velocidad de liberacion (k),
el coeficiente de determinacion (R?), el
exponente de liberacion (n), la suma residual de
cuadrado (SRC) (Tabla 1). Un R2 mas alto y SRC
mas pequefio indica un mejor ajuste de los datos
de liberacion en el modelo.

Tabla 1. Coeficiente de determinacion (R?) y coeficientes
obtenidos después de la regresion de los datos de liberacion
utilizando modelos matematicos Higuchi y Korsemeyer-Peppas

Modelo QUI-APG-NIS
Higuchi K 0.2325
R? Ajustado 0.5143
SRC 0.4671
Korsemeyer-Peppas K 0.4491
n 0.2166
R? Ajustado 0.9608
SRC 0.0354

11
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El modelo de Higuchi describe una
proporcionalidad directa entre la fraccion
acumulada de farmaco con respecto al tiempo en
un estado pseudoestacionario, por lo que la
liberacion del farmaco definida como la
transferencia de masa del sistema de liberacion al
medio es una curva exponencial [40]. Por su
parte el modelo Korsmeyer-Peppas se basa en la
ley de Fick, y es util cuando el mecanismo de
liberacion es controlado por la relajacion de las
cadenas de polimeros [41]. Segun este modelo, el
valor de n identifica el mecanismo especifico de
liberacion. Los valores méas pequefios por debajo
de 0.5 pueden deberse a la difusiéon de farmacos
parcialmente a través de una matriz hinchada y
poros hidratados, como lo observado en esta
formulacion. Este modelo se aplica a menudo
para el analisis del perfil de liberacion de
farmacos en sistemas poliméricos. De acuerdo al
R? y la SRC, el modelo Korsemeyer-Peppas
mostré un mejor ajuste que el de Higuchi, esto
indica que la liberacion de NIS depende de la
hidrofilicidad de los polielectrolitos y no es
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controlada Unicamente por la difusion del
farmaco hacia el medio.

Determinacion in vitro de la actividad
antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de las
peliculas formulados se observé tras un periodo
de 24 horas (Tabla 2). Las peliculas placebo no
mostraron zonas de inhibicion contra ninguna
cepa mientras que las peliculas conteniendo NIS
mostraron inhibicién con diametros entre 9 y
12mm.

Tabla 2. Pruebas de inhibicion de peliculas de QUI-APG y
QUI-APG-NIS.

Cepa Diametro de Inhibicién (mm)
QUI-APG QUI-APG-NIS
C. albicans ATCC 0 1242
14053
C. albicans ATCC 0 10+1
90028
C. Krusei 0 9+2

Figura 7. Peliculas de QUI-APG (a) y QUI-APG-NIS (b) adheridas a mucosa de intestino delgado de conejo.

A pesar de que la formulacién placebo mostré
resultados ligeramente superiores en Fuerza
Méxima y Trabajo de Adhesion que la

‘ ‘
n " .
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La actividad antibacteriana de QUI ha sido
descrita por otros autores [42]-[44] como
resultado de su naturaleza cationica. Aunque sélo
se ha propuesto un mecanismo; la interaccién
electrostatica entre los sitios R-N (CHs)s"
cargados positivamente en CHI y las membranas
celulares microbianas cargadas negativamente,
se preve gue sea responsable de la lisis celular y
se asume como el principal mecanismo
antimicrobiano [45], [46].

Propiedades de adhesion de las peliculas

Las propiedades mucoadhesivas de las peliculas
se probaron utilizando mucosa intestinal de
conejo recién extirpada, a la inspeccion visual se
observd, que las peliculas poseen una gran
capacidad mucoadhesiva en el modelo probado
(Figura 7).

0y

formulacion conteniendo NIS, no se encontrd
una diferencia significativa en ambos parametros
(Tabla 3, Figura 8).
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Tabla 3. Pruebas de mucoadhesion de QUI-APG y QUI-APG-NIS.

Y¥\n
ANV

Formulacién QUI-APG QUI-APG-NIS P
Fuerza Méaxima (N) 3.78 £0.0351 3.66 £ 0.0416 0.8315
Trabajo de adhesion (mJ) 142.7 £ 74.44 140.3 £39.43 0.4381
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Figura 8. Fuerza méxima y Trabajo de adhesion de QUI-APG y QUI-APG-NIS.

La capacidad mucoadhesiva de las formulaciones
puede atribuirse a la carga positiva de QUI
obtenida de grupos amino que podrian
interactuar con las cargas negativas de acido
sidlico y los residuos de sulfato de mucina [47],
la captacion de agua por la pelicula permite que
los polimeros tengan una mayor movilidad que
facilita su difusion hacia la capa mucosa; este
fendmeno es uno de los mecanismos descritos
responsables de la mucoadhesion [48]. En
general, un mayor grado de hinchamiento se
relaciona con una mejor adhesion ya que esto
Ileva a una rapida expulsion de agua por parte del
tejido mucoso y la apertura de las cadenas del
polimero para su difusion [49], por lo tanto la
reduccién en la capacidad de mucoadhesion de
las peliculas conteniendo NIS podria deberse a la
adicion del farmaco a la formulacion, ya que esto
disminuye su grado de hinchamiento.
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4. Conclusiones

En el presente trabajo se desarroll y caracterizo
un sistema en forma de pelicula para liberacion
de nistatina con caracteristicas de mucoadhesion
y liberacion sostenida a base de quitosano y acido
poligalacturénico.

Se evidencié la formacion del complejo de
polielectrolitos mediante FT-IR y DSC-TGA.

Las peliculas obtenidos mostraron una cinética
de liberacién sostenida explicada por el modelo
de Korsemeyer-Peppas, con una liberacion
inicial rapida de farmaco seguido de una
liberacion mas lenta que podria ser beneficiosa
en la aplicacion bucal, ya que es similar a la
administracion de una dosis de carga que alcance
rapidamente concentraciones adecuadas del
farmaco para después mantenerse por la
liberacion sostenida, por lo que este sistema
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podria ser utilizado con otros farmacos de
aplicacion similar.

Unicamente la formulaciéon que contenia
nistatina mostré actividad antimicrobiana en las
tres cepas de Candida utilizadas, por lo que no se
encontrd un efecto antimicrobiano contra estas
especies de Candida en la formulacion placebo.
La formulacién mostré una buena capacidad de
mucoadhesion que no fue modificada por la
adicion del farmaco.

El realizar trabajos futuros con diversos farmacos
antimicrobianos podria aumentar las posibles
aplicaciones de este sistema de liberacion.
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