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RESUMEN

La terapia localizada mediante inyeccion intraarticular se utiliza en las ultimas décadas para el tratamiento de la osteoartritis, siendo
necesario aplicarla frecuentemente para lograr un efecto antinflamatorio adecuado, lo que provoca molestias fisicas y en ocasiones dafios
psicolégicos en los pacientes. Una posible solucidn a esta problematica es el empleo de un sistema inyectable de liberacién controlada que
permita reducir la frecuencia de aplicacion. El objetivo de este trabajo es desarrollar un sistema basado en particulas de policaprolactona
cargadas con dexametasona dispersas en un hidrogel termosensible de quitosana/Pluronic® F-127. Las microparticulas fueron obtenidas
mediante la técnica de doble emulsion/ evaporacion del disolvente. El hidrogel se prepard a partir de una mezcla fisica de quitosana y
Pluronic® F127 a una concentracion de 1 y 25 % respectivamente. El sistema fue preparado dispersando 50 mg de las microparticulas en 2
mL del hidrogel liquido. Se caracterizaron las muestras mediante espectroscopia infrarroja (FTIR, en inglés) y microscopia electronica de
barrido (MEB), se evalu6 su citocompatibilidad empleando la linea celular C-28 de condrocitos humanos a través del ensayo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio (MTS) y se llevd a cabo un estudio de liberaciéon de
dexametasona en disolucion tampoén fosfato salina (PBS) durante 7 dias. Las microparticulas obtenidas presentaron forma esférica definida
y un tamafio entre 4-14 um. La caracterizaciéon mediante espectroscopia infrarroja evidencioé que no existen interacciones quimicas entre los
polimeros que conforman el hidrogel. Todas las muestras analizadas demostraron ser citocompatibles con la linea celular C-28. El estudio
de liberacion demostro que el sistema presenta un mayor control de la liberacién de dexametasona con respecto a las microparticulas lo que
evidencia ser una opcion prometedora para el desarrollo de sistemas de administracion intraarticular en el tratamiento farmacologico de la
osteoartritis.
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ABSTRACT

The use of local intra-articular injection therapy for the treatment of osteoarthritis has experienced an increase in recent decades. With this
treatment, frequent injections are necessary to obtain an adequate anti-inflammatory effect, which implies greater inconveniences for the
patients. An alternative could be use injectable controlled release systems that allow to reduce the frequency of application. The aim of this
research is to develop a system based on dexamethasone-loaded polycaprolactone particles dispersed in a thermosensitive
chitosan/Pluronic® F-127 hydrogel. The microparticles were obtained by the double emulsion / solvent evaporation technique. The
hydrogel is prepared from a physical mixture of chitosan and Pluronic® F127. The microparticle / hydrogel system was prepared by
dispersing 50 mg of particles in 2 mL of the liquid hydrogel. The samples were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy and
scanning electron microscopy. The cytocompatibility of the samples was evaluated using the C-28 cell line of human chondrocytes by the 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5- (3-carboxymethoxyphenyl) -2- (4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium (MTS) assay and a study of dexamethasone
release in phosphate buffered saline solution (PBS) was carried out for 7 days. The particles have a defined spherical shape and a size
between 4-14 um. The characterization by Fourier transform infrared spectroscopy showed that there are no chemical interactions between
chitosan and Pluronic® F127 in the hydrogel. All the analyzed samples were cytocompatible with the C-28 cell line. The release study
showed that the system has greater control over dexamethasone release. The system proves to be a promising option as an intra-articular
administration system in the pharmacological treatment of osteoarthritis.

Keywords: microparticles; hydrogels; polycaprolactone; chitosan; pluronic; dexamethasone.
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INTRODUCCION

La osteoartritis, es una afeccion articular que se observa con mucha frecuencia en la poblacién adulta
de cualquier region del mundo (Solis, Hernandez, Prada, de Armas, Ulloa, 2013); (Iolascon et al,
2017) y que se caracteriza por: la pérdida del cartilago articular, la formacion de osteofitos, dolor
articular y reduccion de la viscosidad del liquido sinovial afectando la lubricacion articular
(Arunkumar, Indulekha, Vijayalakshmi, Srivastava, 2016). Estas caracteristicas conducen
progresivamente a una pérdida o disminucién de la funcién articular y a la atrofia muscular,
produciendo afectacidén de la vida laboral y en muchos casos la incapacidad laboral permanente,
aspectos que se asocian a un deterioro importante de la salud, influyendo en la calidad de vida de la
persona (Solis, Hernandez, Prada, de Armas, Ulloa, 2013).

En Cuba debido a la alta expectativa de vida al nacer, el 16,6 % de la poblacion esta por encima de
los 60 afios, cifra que aumentarda a un 21 % para el 2025, por lo que las afectaciones del sistema
osteoarticular constituyen un importante problema de salud. Generalmente durante el tratamiento
farmacologico de la enfermedad se utiliza una combinacion de analgésicos simples, antiinflamatorios
no esteroideos (AINESs) y/o glucocorticoides tanto por via oral como topica.

Los pacientes con inflamacion local y derrame articular requieren de inyecciones intraarticulares de
glucocorticoides. Existe una amplia gama de formulaciones de glucocorticoides disponibles para la
inyeccion intraarticular, en solucidn o suspension, con un volumen de inyeccion tipico de 1 o 2 mL.
Para mejorar la seguridad de la aplicacidn, especialmente con respecto al manejo aséptico, varias de
estas formulaciones estan disponibles en jeringas pre-llenadas, listas para el uso (Gerwin, Hops,
Lucke, 2006). Las formulaciones existentes en el mercado para la terapia localizada ofrecen a los
pacientes un alivio rapido del dolor, pero presentan tiempos de residencia cortos con una vida media
menor a las 12 horas dentro del espacio de la articulacion, lo que conlleva a inyecciones frecuentes
para lograr el intervalo de concentraciones terapéuticas adecuado (Arunkumar, Indulekha,
Vijayalakshmi, Srivastava, 2016); (Heard ez al, 2015); (Zhang et al, 2016).

Una de las limitaciones de la administracion de medicamentos en las cavidades articulares es el flujo
de salida de los farmacos del lugar de inyeccion después de la aplicacion. En la literatura se reportan
diferentes formulaciones basadas en hidrogeles termosensibles que se forman in situ en la zona de
aplicacion, sin embargo, en el caso especifico de farmacos de bajo peso molecular la liberacion ocurre
rapidamente en las primeras horas, 1o que se atribuye a no existencia de una distribucion homogénea
del farmaco en el hidrogel que se forma y a la naturaleza heterogénea de la matriz polimérica. Con el
fin de obtener una liberacidon sostenida se investiga en diferentes enfoques en los que se incluye la
incorporacion al hidrogel termosensible de microesferas cargadas con farmacos (Ho, Kim, Choi,
Kang, 2019)

Estos sistemas de microparticulas/ hidrogel integran dos materiales distintos en una misma
formulacion con propiedades fisicoquimicas que no pueden ser alcanzadas por ninguno de los dos
componentes de manera independiente.

La policaprolactona es un poliéster semicristalino con una temperatura de transicion vitrea muy baja
(-60 °C) y una temperatura de fusion de unos 62 °C. Se sintetiza por polimerizacién anidnica,
cationica o de coordinacion de la e-caprolactona. Tiene caracter hidrofobo, buena estabilidad in vitro
y es biocompatible. Su buena permeabilidad a moléculas pequenas de farmacos y su ausencia de
toxicidad hacen que este polimero tenga una gran utilidad en aplicaciones médicas (Mondal, Griffith,
Venkatraman, 2016); (Gurler ez al, 2019).

La quitosana [(1—4)-2-amino-2-desoxi--D-glucano] es un polimero lineal, semicristalino que se
obtiene por desacetilacion parcial de la quitina, [(1—4)-2- acetamido-2-desoxi-f-D-glucano], segundo
polisacarido en abundancia en la naturaleza después de la celulosa. Es insoluble a pH neutro y basico,
pero en presencia de acidos como el glutamico, acético, lactico y clorhidrico, los grupos aminos libres
de la glucosamina se protonan lo que posibilita la solubilidad de la molécula (Ahsan et al, 2018); (Ali
& Ahmed, 2018). Este polimero presenta excelentes propiedades que permiten utilizarlo como
biomaterial en aplicaciones biomédicas y en la industria farmacéutica como matriz para la liberacion
de farmacos. Es biocompatible, biodegradable, mucoadhesivo, bactericida y no toxico, adopta
diferentes estructuras fisicas, favorece el crecimiento celular y su bioestimulacion facilita la
reconstruccion y la vascularizacion del tejido dafiado (Qi et al, 2016); (Gegel et al, 2022).
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Otro de los polimeros sintéticos ampliamente utilizados son los Pluronic® o poloxameros,
copolimeros tribloque que tienen un comportamiento termorreversible en soluciones acuosas. Su
estructura consiste en bloques de 6xido de polietileno y bloques de o6xido de polipropileno
(Fattahpour et al, 2020).

El poloxamero 407 (Pluronic® F127) tiene la capacidad de formar un gel transparente a temperatura
corporal (37 °C), al 20 % p/v, que es un valor menor que las concentraciones referidas en la
bibliografia para otros miembros de la serie de los poloxameros. Se reporta en la literatura que las
formulaciones a base de estos compuestos aumentan el tiempo de residencia de los farmacos en los
lugares de aplicacion, lo que resulta en una mejora de la biodisponibilidad y la eficacia; por lo que son
ampliamente utilizados en investigaciones farmacéuticas, ya que la naturaleza termorreversible de los
hidrogeles permite que el medicamento se administre por via subcutanea o intraarticular como una
solucion micelar fluida, que se solidifica in situ para formar un deposito de medicamentos estable y de
larga duracién (Bodratti & Alexandridis,2018)

El objetivo principal de este trabajo consistié en obtener un sistema de inyeccion intraarticular, a base
de microparticulas de policaprolactona e hidrogel de quitosana/Pluronic como matriz para la
liberacion controlada de dexametasona en el tratamiento de la osteoartritis.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las microparticulas de policaprolactona

Las microparticulas se prepararon utilizando la técnica de doble emulsion y evaporacion del
disolvente. Para ello se prepararon disoluciones de policaprolactona (PCL) en diclorometano con
diferentes concentraciones a las que se le incorpor6 agua para formar una emulsion estable con ayuda
de un ultra-turrax a una velocidad de 20 000 rpm por 3 minutos. La emulsion resultante se anadio
lentamente sobre una disolucion de alcohol polivinilico (PVA) al 2 % para formar la segunda
emulsion con ayuda de un agitador magnético. La evaporacion del disolvente se realizd a
temperatura ambiente durante 2 horas. Posteriormente se centrifugd y se realizaron los procesos de
lavados con agua destilada, para eliminar el PVA. Las microparticulas fueron secadas mediante un
proceso de liofilizacion y pesadas a continuacion para conocer el rendimiento del proceso. Se
realizaron varias formulaciones variando la concentracion de la disoluciéon de policaprolactona de
partida y la velocidad de agitacion durante la formacion de la segunda emulsiéon (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones utilizadas para la obtencion de las particulas de PCL

Velocidad de agitacion Concentracion de PCL

(2% emulsion) 1% 5% 10 % 20 %

500 rpm PCL1-5 PCL5-5 PCL10-5 PCL20-5
1000 rpm PCL1-10 PCL5-10 PCL10-10 PCL20-10

Morfologica y tamaifio de las particulas obtenidas

La morfologia de las microparticulas obtenidas se analizé mediante Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB) utilizando un microscopio (S-800, HITACHI, Tokio, Japon) y se utilizd un sistema de
analisis de imagenes (Escan 4000, Bum-Mi Universe Co., Ltd., Ansan, Corea). Las muestras se
colocaron en el porta muestras utilizando una cinta conductora doble adhesiva y se recubrieron con
una capa ultrafina de Pd/Pt antes de su visualizacién utilizando un dispositivo de recubrimiento por
bombardeo i6nico (E1010, HITACHI, Tokio, Japon).

Se determiné el tamafio de las microparticulas procesando las micrografias obtenidas, mediante
medicion directa de 50 microparticulas seleccionadas aleatoriamente, utilizando el software de
analisis de imagenes Image J 1.51j8, mediciones que fueron procesadas estadisticamente para
normalizar su distribucién.
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Incorporacion de la dexametasona a las microparticulas de policaprolactona. Morfologia y tamafio
Se empled el mismo procedimiento para obtener las microparticulas cargadas con dexametasona, en
este caso para formar la primera emulsion se adicionan 100 mg de dexametasona disueltos en 1,25
mL de agua a la disolucion de PCL en diclorometano.

En este caso también se analizé la morfologia mediante MEB y se determiné el tamafio de las
particulas procesando las micrografias utilizando el software de analisis de imagenes Image J 1.51;8.

Determinacion del rendimiento y de la eficiencia de encapsulacion
Para determinar el rendimiento del proceso se pesd la masa de microparticulas obtenidas y se aplico
la siguiente ecuacion.

Masa de las microparticulas
RE(%) = (

)xmn

Mesze del polimere+ Measa del farmaco

Ec.I

Para determinar la eficiencia de encapsulacion primeramente se determiné el contenido de farmaco
cargado, para ello se disolvieron 50 mg de microparticulas cargadas en 5 mL diclorometano, el
farmaco se extrajo 3 veces con disolucion tampon fosfato salino (PBS). Los extractos acuosos fueron
recopilados para posteriormente ser analizados mediante espectrofotometro UV- Visible a una
longitud de onda de 242 nm y asi determinar el contenido de farmaco encapsulado. El % de farmaco
cargado y el % de eficiencia de encapsulacién se calculé utilizando las ecuaciones.

masa del farmace encapsulada

100

% Farmace cargadao = . . :
masae de microparticulas obtenides Ec.II

masa del farmace cargadoe
100

mase inicicl de firmace Ec.II1

U Eficiencia de encapsulacion =

Obtencion del hidrogel y determinacion del tiempo de gelificacion

El hidrogel termosensible se preparo a partir de la mezcla fisica de los polimeros que lo componen. A
una disolucion de quitosana se le anadio el Pluronic® F127 manteniendo la agitacion hasta total
disolucién y controlando que la temperatura no exceda los 4 °C. Las muestras fueron colocadas en
una incubadora a 37 °C para la formacion del hidrogel. Se variaron las proporciones de los polimeros
en la mezcla resultante segin se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Variacion de la concentracion de quitosana y Pluronic® F127 en el hidrogel

Polimeros Q1P20 Q1P25 Q2P20 Q2P25
Quitosana 1% 1% 2% 2%
Pluronic® F127 | 20 % 25% 20 % 25%

El tiempo de gelificacion del hidrogel obtenido se determind de forma aproximada mediante la
técnica del vial invertido. Para ello se aflade 1 mL de la mezcla liquida en un tubo de ensayo de 10
mL y se coloca en un bano termostatado a 37 °C, cada 1 minuto se retira y se invierte para observar la
fluidez. El momento en que la disolucién deja de fluir se considera como el tiempo de gelificacion.

Caracterizacion por FTIR del hidrogel

Se obtuvieron los espectros FTIR de la mezcla polimérica en forma de hidrogel y de sus componentes
por separado en un espectrofotometro FTIR IRSpirit-T, en el intervalo de 4000 a 400 cm-1, a 4 cm-1
de resolucion y 32 escaneos para cada muestra, acoplado con software LabSolutions IR.
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Obtencion del sistema microparticulas/hidrogel y determinacion del tiempo de gelificacion

Las microparticulas cargadas con dexametasona (50 mg) se incorporaron a 2 mL del hidrogel de
quitosana/Pluronic® F127 y posteriormente se colocan en una incubadora a 37 °C para su
gelificacion.

Para determinar el tiempo de gelificacién del sistema hibrido se procedi6é de igual manera que en el
caso del hidrogel de quitosana/Pluronic® F127, utilizando el método del vial invertido.

Estudio de liberacion 7z vitro de dexametasona desde las microparticulas, el hidrogel y el sistema
Para el estudio de liberacion de las microparticulas, se colocaron 50 mg de estas en una membrana de
dialisis para evitar su pérdida durante el proceso de extraccioén de las alicuotas. Posteriormente la
membrana se introduce en un recipiente que contiene 100 mL de PBS a 37 °C. A intervalos de
tiempos previamente fijados se extrajo una alicuota de 5 mL del medio de liberacion para realizar las
mediciones y el volumen extraido fue remplazado por disolucién de PBS fresca para mantener el
volumen constante.

En el caso del estudio de liberacion de dexametasona desde el hidrogel y el sistema inyectable se
introduce la disolucion de quitosana/Pluronic® F127 con y sin las microparticulas cargadas de
dexametasona en la membrana de didlisis y se colocan en el recipiente con PBS a 37 °C, se observa la
formacion del gel en los primeros 5 minutos y se procede de igual forma que en el caso de las
microparticulas.

Todos los estudios se realizaron por triplicado y con una agitacion mecanica continua. La cantidad
de dexametasona liberada se sigui6 por espectrofotometria UV-Visible a una longitud de onda de 242
nm.

Para realizar el calculo del porciento de farmaco liberado en el tiempo se empled la siguiente
ecuacion

05 Farmaco liberado = Zikerada w 40Q
Meatal Ec.IV

Estudio de citotoxicidad de las microparticulas, el hidrogel y el sistema

Para evaluar la citotoxicidad de las matrices obtenidas de acuerdo con la Norma ISO 10993-5(82) se
empled el ensayo MTS. Este ensayo se basa en la reduccion metabodlica de la sal de tetrazolio (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4 sulfofenil)-2H tetrazolio) (MTS) a cristales de
formazan por el sistema succinato-tetrazolio reductasa, que se encuentra activo solamente en células
viables. Las células empleadas para el estudio (C-28 de condrocitos humanos) se incubaron a 37 °C,
en atmosfera de CO2 (5 %) de conjunto con matrices preparadas en placas de 96 pocillos en
condiciones de cultivo estandar a una densidad de 1x104 células / pocillo. Después de 24 h, 48 h'y 72
h de incubacién se adicionaron 20 uL del reactivo de MTS (CellTiter 96®, Promega) y las células se
incubaron por otras 3 h protegiendo las placas de la luz. Finalmente se midio la densidad 6ptica (OD,
en inglés) a 490 nm utilizando un lector de placas (FLUOstar OPTIMA, BMG Lab technologies,
Alemania) (Programa Softmax Pro). El ensayo se realizd por triplicado para el caso de las
microparticulas, el hidrogel y el sistema inyectable, utilizando como control positivo dimetilsulféxido
y como control negativo solo células.

El porciento de viabilidad celular se determind mediante la relacién de la densidad oOptica de la
muestra y el control negativo segun la ecuacion siguiente:

oD

0% Viabilidad celular = ——Lruee (clulasvmatrices) v 4
'grupo control (céluias) Ec.V
RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de las microparticulas de policaprolactona

Se obtuvieron microparticulas de PCL con diferente composicién como se muestra en la Tabla 1 del
capitulo de Materiales y Métodos. Los rendimientos obtenidos para las diferentes composiciones se
encuentran en un rango de (84 * 2) %.
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Una vez obtenidas las microparticulas, el trabajo se centrd en su caracterizacién morfoldgica, asi
como la determinacién de su tamafio para posteriormente incluirlas en el hidrogel.

La concentracion de PCL y la velocidad de agitaciéon en la segunda emulsion empleadas en la
obtencion de las microparticulas son factores que influyen en caracteristicas como el tamafo, la
distribucién de tamafios y la morfologia de las mismas, 1o que se analizara mas adelante.

Morfologica y tamaifio de las particulas obtenidas

Las Figuras 1 y 2 muestran las micrografias correspondientes a las microparticulas obtenidas con 500
y 1000 rpm respectivamente, como velocidad de agitacion en la segunda emulsion del proceso.

PCL1 % PCL 5 %

PCL 10 % PCL 20 %

Fig. 1. Micrografias de las particulas obtenidas a una velocidad de 500 rpm en
la segunda emulsion, magnificacion de 1000 x.

El analisis morfologico en ambos casos reveld que las microparticulas presentan forma esférica y se
observa una gran aglomeracion de las mismas y una elevada polidispersion.

Para las dos velocidades de agitacidon se observa una dependencia directa entre el tamafio de las
microparticulas y la concentracion del polimero. Esta tendencia se ve mas acentuada en las
microparticulas obtenidas utilizando 500 rpm como velocidad de agitacion de la segunda emulsion.
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PCL1 % PCL 5 %

50 pm

PCL 10 % PCL 20 %

Fig. 2. Micrografias de las particulas obtenidas a una velocidad de 1000 rpm durante la
segunda emulsion, magnificacion de 1000 x

Las microparticulas obtenidas a partir de la disolucion de PCL al 20 % y a las dos velocidades de
trabajo no mostraron una forma bien definida lo que pudiera deberse a la alta concentracion de
polimero, que aumenta la viscosidad de la disolucion al preparar la primera emulsion.

Esta conclusiéon se corresponde con lo observado por Igbal y colaboradores, al obtener
microparticulas de PCL mediante doble emulsién evaporacion del disolvente usando la técnica de
ultrasonido (Igbal, Valour, Fessi, Elaissari, 2015).

El tamafio de las microparticulas es una de las caracteristicas mas importantes a evaluar en este tipo
de sistema para su aplicacion como sistema de liberacién de farmacos, debido a que la misma influye
en la ruta de administracion del principio activo.
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Las microparticulas obtenidas presentan tamarfios entre 4-14 um (Figura 3). Se analiz6 la influencia de
factores como el contenido de PCL empleado y la velocidad de agitacion de la segunda emulsién en
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el tamafio y su distribucion en las microparticulas obtenidas.

Los resultados corroboran lo observado en las micrografias, a medida que aumenta el contenido de
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Fig. 1. Curvas de distribucion de tamarios de las microparticulas obtenidas.

polimero en la formulaciéon aumenta notablemente el tamafo de particula, esto se corresponde con lo
observado por Igbal y colaboradores y se debe fundamentalmente al aumento de la viscosidad de la
primera emulsién que disminuye la eficiencia del segundo paso de reducir el tamano de particulas
(Igbal, Valour, Fessi, Elaissari, 2015).

Por otra parte, al aumentar la velocidad de agitacién durante la formacién de la segunda emulsion el
tamafio de microparticulas disminuye ya que hay una mayor probabilidad de que las gotas grandes se
rompan y formen particulas de menor tamafo.

Microparticulas cargadas con dexametasona. Morfologia y tamano

Debido a que las microparticulas de menor tamafo se obtienen con la disolucion de PCL al 1 % y a
una velocidad de agitacion de 1000 rpm durante la formacién de la segunda emulsidn, estas fueron
las condiciones escogidas para preparar las microparticulas cargadas con dexametasona.
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En las micrografias de las microparticulas cargadas con dexametasona (Figura 4) también se observa
una gran aglomeracion. Las microparticulas muestran forma esférica y no se aprecian cristales de
farmacos o restos de polimeros en la superficie.

Las microparticulas de PCL 1 % cargadas con dexametasona presentan un menor tamafio en
PCL1 %

PCL 1% - DMT  PCL1 % - DMT

Fig. 4. Micrografias de las microparticulas de PCL 1 % sin cargar y cargadas con dexametasona (PCL 1%-DMT) a diferentes
magnificaciones (A y B:1000 x y C:5000 x)

comparacion con las microparticulas sin cargar a esa misma concentracion (Figura 5), lo que
evidencia que la presencia del farmaco en el proceso de obtencion de las microparticulas tiene un
efecto sobre el tamafio de las mismas.

Este efecto puede estar asociado a que la presencia de la dexametasona en forma de sal fosfato sddica
influya en la repulsidn electrostatica entre las gotas, disminuyendo la posibilidad de agregacion entre
ellas, en la estabilidad y tamafio de las microgotas formadas durante la primera emulsion y por ende
favorezca la formacion de microparticulas de menor didmetro.

El tamafio obtenido para las microparticulas cargadas con dexametasona (2,20 £ 0,08 um) en nuestra
investigacion se corresponde con el reportado por Chen y colaboradores para el sistema de

administracion intraarticular a base de microesferas e hidrogel de quitosana para la liberacién de
brucina.

16

(4,4 %+ 0,1) pm
CV =11,5 %
P = 0,0830009
n =a9

(2,20 * 0,08) um

CV =138 %

p = 0,764564
n=a7

]
a
N
.

Y
®
"

Frecuencia absoluta

N
Frecuencia absoluta

3 a s 6 1.0

2.0 25 3.0 3.5
Tamano de particulas (pm)

Tamafno de particulas (um)

Fig. 2. Curvas de distribucion de las microparticulas PCL 1% sin cargar (A) y cargadas con dexametasona (B).
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Determinacion del rendimiento y de la eficiencia de encapsulacion

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en porciento para el fairmaco cargado, el
rendimiento y la eficiencia de encapsulacion, segun las ecuaciones I, II y III, expuestas anteriormente
El contenido de farmaco cargado es bajo, lo que puede estar condicionado por la alta tendencia a
migrar de los farmacos hidrofilicos, como la dexametasona, al medio externo acuoso desde las
microgotas formadas en la primera emulsion. La eficiencia de encapsulacion, que esta asociada a la
cantidad de farmaco total que logra ser encapsulado en la masa de microparticulas obtenidas,
depende proporcionalmente de la carga, por ello en este caso, aunque la masa de microparticulas
obtenidas en el proceso fue alta la eficiencia no lo fue.

Tabla 3. Caracteristicas de las microparticulas de PCL cargadas de dexametasona

Microparticulas Rendimiento de % Farmaco Eficiencia de
encapsulacion (%) Cargado encapsulacion (%)
Dexametasona 82,3 21,03 32,55

Obtencion del hidrogel y determinacion del tiempo de gelificacion

Se prepararon cuatro formulaciones de hidrogeles con diferentes composiciones de quitosana y
Pluronic® F127 como se muestra en la tabla 2, pero solo las formulaciones Q1P20 y Q1P25
gelificaron después de ser incubadas a 37°C, manteniendo su aspecto transparente. En la formulacion
Q2P25 no se logra la total disolucion del Pluronic® F127 en la disoluciéon de quitosana al 2 %, lo que
se debe fundamentalmente a la alta viscosidad del medio. En el caso de la formulacion Q2P20, luego
de su exposicién a 37 °C, no se logro la formacion del hidrogel. Aunque en la literatura esta reportada
la gelificacion de disoluciones de Pluronic® F127 en un intervalo de concentraciones entre 20 -30 %,
y se define el proceso de formacion de micelas como el principal en su gelificaciéon al aumentar la
temperatura, consideramos que la concentracién de quitosana en el medio influyé en los cambios
estructurales necesarios para la formacion del hidrogel, al complejizar ain mas un mecanismo que
genera discusion (Hashemnejad, Badruddoza, Zarket, Castaneda, Doyle, 2019); (Garcia, et al, 2022).
Se emplearon las formulaciones Q1P20 y Q1P25 para determinar el tiempo de gelificacion del
hidrogel para lo cual se utilizo la técnica del vial invertido. Después de ser expuestas las muestras a la
temperatura de 37 °C se observa que la formulacién Q1P25 gelifica en un tiempo alrededor de los 5
minutos mientras que la formulacién Q1P20 lo logra alrededor de los 7 minutos.

Se selecciono6 la formulacion Q1P25, que presenta 1 % de quitosana y 25 % de Pluronic® F127, ya
que mostré mejor consistencia y un menor tiempo de gelificacion, lo que reduce la posible migracion
de las microparticulas fuera del sitio de inyeccidn.

Caracterizacion por FTIR del hidrogel

Se realizo la caracterizacion mediante FTIR con el objetivo de verificar si ocurri6 alguna interaccion
quimica entre los polimeros que conforman el hidrogel. Los espectros resultantes se muestran en la
Figura 6.
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El espectro de absorcion correspondiente al Pluronic® F127 muestra las bandas caracteristicas de este
polimero. Una banda alrededor de los 2990 cm™ correspondiente a las vibraciones de valencia (C-H)
de los grupos CH3 y CH,. Otras bandas caracteristicas de este polimero son las correspondientes a las
vibraciones de valencia de los enlaces -C-O-C y -C-O, que aparecen alrededor de los 1000 cm™.

!
v™,L" (CH))
Aty (CH))

—— Pluronic F127

C-0-C, C-0

4 - /7
/ Q (amida l)
-OH, -NH, Q (amida )
)
v, 0" (CH))
—— Hidrogel v™,0" (CH)) c-0-C, C-0 S

P Q (amidal)
Q (amida Il)
-OH, -NH,
Quitosana
I - T i T 1) T ., T » T b4 T L) 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm™)

Fig. 6. Caracterizacion mediante FTIR de la quitosana, el Pluronic® F127 y del hidrogel.

En el espectro infrarrojo de la quitosana se observan las bandas de absorcion 3400 cm-1 solapadas por
las vibraciones de valencia de los grupos OH- y NH, y las bandas alrededor de 1600 cm™ y 1500 cm'!
se corresponde con el enlace C=0 propio de los grupos amida (Martinez, 2010)

En el espectro del hidrogel de quitosana/Pluronic® F127 se observan las bandas caracteristicas de
ambos polimeros indicando que no existen interacciones quimicas entre los polimeros que conforman
el hidrogel, demostrando que solo se obtiene una mezcla fisica entre ambos. Esta condicién posibilita
que cada uno de los polimeros brinde sus ventajas al material final.

Obtencion del sistema microparticulas/hidrogel y determinacion del tiempo de gelificacion

El sistema se obtuvo incorporando las microparticulas de PCL al hidrogel Q1P25 como se describio
anteriormente. Al sistema también se le determiné el tiempo de gelificacion mediante el método del
vial invertido. La inclusion de las microparticulas en el hidrogel no varié su tiempo de gelificacién ya
que fue de 5 minutos aproximadamente.

Estudio de liberacion 7n vitro de dexametasona desde las microparticulas, el hidrogel y el sistema

Los estudios de liberacidon se realizaron en PBS, (pH= 7,4) para comparar el comportamiento de la
liberacion de dexametasona a partir de las microparticulas, el hidrogel y el sistema.
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Los resultados obtenidos (Figura 7) evidencian que hasta los 7 dias que se realizo el estudio, se liberd
cerca de un 60 % de dexametasona desde el hidrogel y las microparticulas, mientras que desde el

——HG
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—+— HG+MP

o2 //[
0.3 - . i/ﬁ
0.20-
0.2 4 0.154
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0.1 1
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Fig. 7. Liberacion in vitro de la dexametasona desde las microparticulas, el hidrogel y el sistema
microparticulas/hidrogel, se amplia la liberacion en las primeras 8 horas.

sistema microparticulas/ hidrogel se libera alrededor de un 50 %, lo que demuestra un mayor control
en el proceso de cesion del farmaco al medio.

Al ampliar las primeras 8 horas de la liberacion se observa una continua liberacién de dexametasona
desde cada uno de las matrices utilizadas.

El sistema inyectable microparticulas / hidrogel mostr6 un mayor control de la liberacion,
fundamentalmente durante las primeras horas. Este comportamiento es el esperado y se debe
fundamentalmente a la doble barrera que el farmaco debe traspasar para ser liberado (Chen et al,
2012)

Estudio de citotoxicidad de las microparticulas, el hidrogel y el sistema

La citotoxicidad celular se define como wuna alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado. Como las matrices empleadas en este trabajo
presentan una aplicaciéon potencial como sistemas de liberacion de farmacos en un sitio de implante
es imprescindible evaluar esta propiedad.

Con el propésito de evaluar la viabilidad celular en presencia de los materiales obtenidos se realizo el
ensayo MTS descrito anteriormente.
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Fig. 8: Viabilidad celular de las microparticulas de PCL, el hidrogel y el sistema
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La viabilidad celular de los condrocitos humanos determinada a partir del ensayo de MTS realizado
para los tres sistemas evaluados fue superior al 70 % en los tiempos estudiados (24, 48 y 72 horas)
(Figura 8). Teniendo en cuenta lo establecido por la norma ISO 10993-5 y de acuerdo a estos
resultados podemos decir que los materiales no presentan efecto citotdxico sobre esta linea celular.
Ademas, los resultados muestran un incremento en el porciento de células viables en el transcurso de
los dias lo cual sugiere que los materiales presentan propiedades favorables para la proliferacion
celular.

CONCLUSIONES

El sistema inyectable se obtuvo a partir de las microparticulas preparadas con menor concentracién
de PCL y mayor velocidad de agitacion junto con el hidrogel preparado con las disoluciones de
quitosana al 1 % y Pluronic® al 25 %. El sistema inyectable demostrd6 un mayor control sobre la
liberacion de la dexametasona en el estudio preliminar in vitro de liberacion y demostré no ser
citotoxico con la linea celular C-28. El sistema inyectable obtenido evidencia ser una opcién
prometedora para el desarrollo de sistemas de administracion intraarticular en el tratamiento
farmacoldgico de la osteoartritis.
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