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RESUMEN

Introducién: el estradiol es una hormona esteroide sexual femenina usada amplia-
mente como terapia hormonal que presenta una baja biodisponibilidad, debido a
su baja solubilidad acuosa y a su alta hidrofobicidad, perteneciendo a la clase II del
sistema de clasificacion de biofarmacéutica. Objetivos: disefiar y caracterizar un
sistema de entrega de firmacos autoemulsificable (SEDDS) para el firmaco estradiol
por pruebas fisicoquimicas con el fin de obtener la relacién éptima que permitiera
mejorar su solubilidad acuosa, velocidad de disolucién y potencialmente su biodis-
ponibilidad. Método: estudios de solubilidad en diferentes solventes, diagramas de
fases pseudoternarios constituidos por aceites, tensioactivos, cotensioactivos y agua
permitieron reconocer las diferentes regiones de formacién de SEDDS e identificar
los porcentajes de excipientes que conducen a la formacién de soluciones isotrd-
picas; las formulaciones resultantes fueron caracterizadas en tiempo de autoemulsi-
ficacién, robustez a la dilucidn, punto de nube y perfil de disolucién en capsula dura.
Resultados: las formulaciones que contenian Capmul MCM?, Kolliphor® RH40 y
Transcutol’, tuvieron un tiempo de autoemulsificacién de aproximadamente 1 min;
fueron estables en tres distintos pH (1,2; 4,5y 7,2), en diferentes volamenes de dilu-
cién, exhibiendo una apariencia transparente, ligeramente azulada, sin precipitados,
o separacion de fases, puntos de nube mayores en comparacion de las formulaciones

que contenian Gelucire® 44/14. Conclusiones: las estrategias de caracterizaciéon

493


www.farmacia.unal.edu.co

Karolaine Goméz Palencia, Laura Goméz de la Cruz, Alberto Herrera Marquéz, ez al.

494

empleadas en el desarrollo de esta investigacion demostraron ser eficientes para la
seleccién adecuada de excipientes y su proporcién dptima para el diseio eficaz de un

sistema de entrega de firmaco autoemulsificable (SEDDS).

Palabras clave: Estradiol, diagramas de fases, solubilidad, sistemas de entrega de

firmacos autoemulsificables.

SUMMARY

Design and characterization of an estradiol self-emulsifying drug
delivery system (SEDDS) by pseudoternary phase diagrams and
physicochemical tests

Introduction: Estradiol is a female sex steroid hormone widely used as hormonal
therapy that has low bioavailability, due to its low aqueous solubility and high hydro-
phobicity, belonging to class II of the Biopharmaceutical Classification System. Aim:
To design and characterize a self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) for the
drug estradiol by physicochemical tests to obtain the most optimal ratio that would
improve its aqueous solubility, dissolution rate, and potentially its bioavailability.
Method: Solubility studies in different solvents; pseudo ternary phase diagrams
made up of oils, surfactants, co-surfactants, and water, allowed to recognize the
different regions of SEDDS formation and identify the percentages of excipients
that lead to the formation of isotropic solutions; The resulting formulations were
characterized in autoemulsification time, robustness to dilution, cloud point and
dissolution profile in a hard capsule. Results: The formulations containing Capmul
MCM’, Kolliphor® RH40, and Transcutol’, had an autoemulsification time of
approximately 1 minute; were stable at three different pHs (1.2, 4.5 and 7.2), at diffe-
rent dilution volumes, exhibiting a transparent, slightly bluish appearance, without
precipitates, or phase separation, higher cloud points compared to the formulations
containing Gelucire® 44/14. Conclusions: The characterization strategies used in
the development of this research proved to be efficient for the adequate selection of
excipients and their optimal ratio for the effective design of a self-emulsifying drug
delivery system (SEDDS).

Keywords: Estradiol, phase diagrams, solubility, self-emulsifying drug delivery

systems.
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REsuMmoO

Projeto e caracterizagao de um sistema de liberagao de drogas
autoemulsificante de estradiol (SEDDS) por meio de diagramas
de fases pseudoterndrios e testes fisico-quimicos

Introducio: o estradiol é um hormonio esteroide sexual feminino amplamente utili-
zado como terapia hormonal que apresenta baixa biodisponibilidade devido 4 sua
baixa solubilidade aquosa ¢ alta hidrofobicidade, pertencente 4 classe II do sistema
de classificagio biofarmactutica. Objetivos: projetar e caracterizar um sistema de
liberagao de drogas autoemulsificante (SEDDS) para o férmaco estradiol por meio
de testes fisico-quimicos a fim de obter a proporgao ideal que melhore sua solubili-
dade aquosa, taxa de dissolugao e potencialmente sua biodisponibilidade. Método:
estudos de solubilidade em diferentes solventes, diagramas de fases pseudoterndrios
compostos por 6leos, tensoativos, cotensoativos ¢ dgua permitiram reconhecer as
diferentes regides de formagio de SEDDS e identificar as porcentagens de exci-
pientes que levam 4 formagao de solugdes isotrépicas; as formulagoes resultantes
foram caracterizadas quanto ao tempo de autoemulsificagio, robustez a diluicio,
ponto de turvagio e perfil de dissolucio da cdpsula dura. Resultados: as formula¢des
contendo Capmul MCM?, Kolliphor” RH40 ¢ Transcutol’, tiveram um tempo de
autoemulsificagio de aproximadamente 1 min; foram estdveis em trés diferentes pH’s
(1,2; 4,5 € 7,2), em diferentes volumes de diluicio, apresentando aspecto transpa-
rente, levemente azulado, sem precipitados ou separagio de fases, pontos de turvagao
mais elevados em relagio s formulagdes contendo Gelucire® 44/14. Conclusées: as
estratégias de caracterizacio utilizadas no desenvolvimento desta pesquisa mostra-
ram-se eficientes para a sele¢io adequada de excipientes e sua propor¢io ideal para o

desenho eficaz de um sistema de liberagio de firmacos autoemulsificante (SEDDS).

Palavras-chave: Estradiol, diagramas de fases, solubilidade, sistemas de liberagio de

fairmacos autoemulsificantes

INTRODUCCION

La administracién oral es la ruta de preferencia para la administracién de medicamen-
tos [1], debido a que esta es mds cémoda, segura y econdmica en comparacion con las
otras vias de administracién [2]. La importancia de la via de administracién oral de
medicamentos se evidencia por el hecho de que més del 60% de las nuevas entidades
moleculares que recibieron la aprobacién de la FDA en el 2014 son formulaciones ora-
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les [3]. Sin embargo, la respuesta terapéutica de los firmacos que son administrados por
esta via se ve influenciada negativamente debido a la escasa solubilidad de firmacos en
los fluidos gastrointestinales (GI), la permeacién insuficiente a través de la membrana
Gl y el extenso efecto del primer paso hepatico [4]. Muchas de las fallas que se presen-
tan en el desarrollo de férmacos se deben a sus propiedades biofarmacéuticas, princi-
palmente su errédtica disolucién, ya que més del 40% de las nuevas entidades quimicas
descubiertas son lipéfilasy, por lo tanto, son insolubles o poco solubles en agua, debido
a su elevada complejidad molecular [5], este es el principal problema para lograr una
buena biodisponibilidad, ya que estos necesitan estar disueltos en los fluidos gastroin-
testinales para poder ser absorbidos [6]. Alrededor del 70% de estas nuevas entidades
quimicas pertenecen al sistema de clasificacion de biofarmacéutico (BCS) de clase II,
las cuales presentan baja solubilidad y alta permeabilidad, en estos firmacos la velo-
cidad de absorcién es mayor que la de disolucién, razén por la cual la disolucion del
firmaco iz vivo es entonces un paso limitante de la velocidad de absorcion [7].

Entre esta clase de firmacos que presentan baja solubilidad acuosa se encuentra el estra-
diol, una hormona esteroide sexual femenina usada ampliamente como terapia hor-
monal sustitutiva (THS) para el tratamiento de los sintomas de la menopausia y en la
prevencion de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas con alto riesgo de fracturas
a las que se les ha contraindicado el uso de otros medicamentos autorizados para la
prevencion de la osteoporosis [8]. El desarrollo de nuevos productos farmacéuticos en
los dltimos anos ha sido considerado un gran desafio como consecuencia de la baja
solubilidad y, por ende, a la baja biodisponibilidad oral de los fairmacos, en este sentido
mejorar la solubilizacion constituye el método mds importante para la mejora de la
absorcién [9]. Una de las estrategias mds populares que nos permite lograr un incre-
mento significativo de la solubilidad de firmacos lipofilicos es la utilizacién de sistemas
de administracién de firmacos basados en lipidos [10]. Dentro de esta estrategia de
formulacion podemos encontrar diversos sistemas tales como emulsiones, microemul-
siones, soluciones micelares, emulsiones secas, soluciones lipidicas y sistemas de entrega
de farmacos autoemulsificables o SEDDS (del inglés Self-Emulsifying Drug Delivery
System) [11]. Los SEDDS han sido disefiados para darle solucién a estos problemas
de solubilidad ya que logran tener al firmaco solubilizado y capaz de ser liberado sin
presentar precipitacién [12], ademds de ofrecer estabilidad termodindmica y aumentar

la biodisponibilidad oral.

En este sentido, tienen un gran potencial como alternativa para la formulacién de prin-
cipios activos con una baja o variable biodisponibilidad oral. Sin embargo, su potencial
se ve restringido por la falta de correlaciones iz vivo-in vitro, buenas pruebas i vitro
predictivas y el hecho que solo muy pocas combinaciones especificas de excipientes
resultan en sistemas efectivos. A pesar que en el mercado farmacéutico existe gran

496



Disefio de un sistema de entrega de firmacos autoemulsificable de estradiol

diversidad de lipidos, tensioactivos y co tensioactivos que pueden emplearse para este
sistema, para su eleccién es necesario tener en cuenta las propiedades autoemulsifi-
cables que le otorgaran al mismo, por lo cual, su adecuada eleccién, combinacién y
proporcion resultan criticos para lograr un sistema de entrega eficaz, asimismo, cons-
tituye un problema de investigacidn, ya que si la seleccién de excipientes no se realiza
de forma correcta podria derivar en inconvenientes como toxicidad, inestabilidad qui-
mica del activo y problemas en cuanto a la biodisponibilidad del medicamento [12].
Para desarrollar este tipo de sistemas se emplean diferentes herramientas, entre ellas,
los diagramas de fases pseudoternario, los cuales nos permiten reconocer las diferentes
regiones de formacién de SEDDS en relacién con las proporciones de los componentes
de la formulacién, lo cual es muy ttil al momento formular estos sistemas.

No obstante, dada la complejidad que presentan los SEDDS, los resultados obtenidos
a partir del diagrama de fases necesitan ser complementados con otro tipo de pruebas
para caracterizar de un modo inequivoco este sistema. Para ello se hace necesario el
empleo de pruebas fisicoquimicas tales como determinacion del tamafio de la gota,
tiempo de autoemulsificacidn, robustez de la dilucién y punto de nube [13]. Esta estra-
tegia de investigacién permite la evaluacidn o caracterizacién de estos sistemas, brin-
dando al investigador las herramientas necesarias para realizar un analisis exhaustivo
que le permitirdn desarrollar formulaciones tipo SEDDS mds eficaces, estables y robus-
tas. En esta investigacion se desarroll$ y caracterizé un SEDDS de estradiol como far-
maco modelo con el fin de aportar a un conocimiento méds amplio en cuanto al disefio
de estos sistemas y potenciar el uso de estas metodologias en el desarrollo de SEDDS y
promover la investigacion en esta drea del conocimiento farmacéutico, poco explorada
en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Estudio de solubilidad de Estradiol en diferentes aceites

Se prepard una solucién saturada de estradiol USP en un vial de vidrio sellado, para lo
cual se agregd 5 g de la muestra de aceites reportados en sistemas SEDDS [14]: aceite
1 (A1): Capmul* MCM (caprilato de glicerilo/caprate); aceite 2 (A2): Maisine” CC
(glicerol/glicerol monolinoleado); aceite 3 (A3): Miglyol” 812 (triglicérido caprilico/
céprico); aceite 4 (A4): aceite de sésamo y una cantidad suficiente de farmaco, inicial-
mente, 50 mg, la cual se fij6 experimentalmente hasta saturacién), y se sometié a agi-
tacién a 100 rpm por 72 h de las cuales se realizaron 3 muestreos por aceite cada 24 h
a una temperatura constante de 37 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 2800 rpm, se tomo el sobrenadante y se llevé a una volumétrica donde se aford con
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metanol y se cuantificd la cantidad disuelta en el aceite a través de la técnica de croma-
tografia liquida de ultra alta eficacia o UHPLC (del inglés Ultra High Performance
Liquid Chromatography) en un equipo UHPLC Agilent technologies 1290 equipado
con un detector de fluorescencia (FLD)[15]. La separacién se realizé en una columna
de fase inversa Agilent Zorbax C18 (250 x 4 mm, 5 pm); la fase mévil estaba com-
puesta de acetonitrilo: agua en una proporcidn (55:45) a una velocidad de flujo de
1,0 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 25 pL, y las longitudes de onda de exci-
tacion y emision del detector de fluorescencia fueron 280 y 312 nm, respectivamente

[16, 17].

Estudio de compatibilidad con excipientes

Se evaluaron las caracteristicas fisicas de los excipientes por separado y en combinacién
con el activo, para esto, se prepararon mezclas binarias del principio activo con los res-
pectivos excipientes en una proporcién (1:5; w/w) en viales transparentes. Las mues-
tras se expusieron a condiciones de estrés (40°C/60% HR) y condiciones de control
(25°C/60% HR) durante 30 dias en cabinas de estabilidad. Este estudio se realizé a tra-
vés de UHPLC bajo las mismas condiciones cromatograficas senaladas en el estudio de
solubilidad. Con el fin de identificar la existencia de interaccion fisicoquimica entre los
componentes de la mezcla que pudieran modificar las condiciones del preparado final
cualquier cromatograma cambiante con respecto a un estindar de referencia, como
picos adicionales correspondientes a productos de degradacion, se tomaron como indi-
cativo de una incompatibilidad [18].

Seleccion de tensioactivo y cotensioactivo

Los tensioactivos fueron seleccionados a través de una revision bibliografica teniendo
en cuenta su uso en formulaciones de SEDDS, su valor de HLB (>10) y su seguridad
clinica (se prefirieron tensioactivos no idnicos). Los tensioactivos seleccionados fueron
el Kolliphor” RH40 (HLB entre 14y 16) y el Gelucire” 44/14 (HLB 14) dado que sus
valores del HLB les confieren caracteristicas hidrosolubles y facilitan la disminucion
de la energia interfacial, lo que conduce a la formacién de dispersiones més estables y
de menor tamano [19]. El cotensioactivo se escogi6 teniendo en cuenta las sustancias
que han mostrado mejores resultados en la formacién de SEDDS de acuerdo con los
reportes bibliograficos [20]. El cotensioactivo seleccionado fue el Transcutol® HP, un
potente solubilizante, ampliamente usado como cotensioactivo en formulaciones ora-
les de LECS Tipo III (SMEDDS), presentando varias ventajas sobre los tradicionales,
incluyendo mejor estabilidad y menor volatilidad. También fue escogido por su seguri-
dad de uso y baja irritacién inferida por numerosos estudios toxicolégicos, precedencia
de uso en productos farmacéuticos aprobados [21], incluyendo terapia hormonal sus-
titutiva con estradiol [22]. El tensioactivo y el cotensioactivo en cada grupo de exci-
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pientes se mezclaron en diferentes proporciones de peso 2:1y 9:1. Estas proporciones
se eligieron para aumentar la concentracién de tensioactivo con respecto al cotensio-
activo para conocer el comportamiento de dichos materiales en una alta y baja concen-
tracion y asi realizar un estudio exhaustivo de los diagramas de fases pseudoternarios.

Construccion del diagrama de fases pseudoternario

Para desarrollar los diagramas de fases se empleé el método de titulacién con agua men-
cionado en otras investigaciones [23]: se titularon las mezclas de tensioactivo/coten-
sioactivo y el aceite (seleccionado en el estudio de solubilidad) (T/Co-A) con una
cantidad conocida de agua destilada que representé un incremento del 5%. El rango
propuesto de las mezclas preparadas fue de T/Co-A (50:50) a T/Co-A (20:80) [24],
de las cuales se prepararon 5 g. Las proporciones de T/Co se prepararon en las relacio-
nes 2:1 a2 9:1. Los cambios fisicos que se observaron y a partir de los cuales se caracteri-
zaron las mezclas fueron: transparencia, translucidez, turbidez; determinadas de forma
cualititativa realizando una descripcién visual de las muestras en los diferentes ensayos
con la adicién de agua, detectando la posible formaciéon de microemulsiones teniendo
en cuenta cambios de apariencia(blanco, azul, grisdceo, aparicién de gotitas de aceite en
la superficie) [15] y cambios de estados fisicos: aparicion de gel y aumento de viscosi-
dad apreciables al aplicar fuerza de agitacién utilizando una plancha de laboratorio con
barras magnéticas. Estas propiedades se identifican en los diagramas con el color rojo,
azul, negro, verde y naranja, respectivamente.

Formulaciones propuestas con estradiol

Para la preparacion de las formulaciones se escogieron proporciones de acuerdo con las
concentraciones maximas y minimas de lipidos y tensioactivos necesarias para el desa-
rrollo de un sistema clase III (autoemulsificable) basado en el sistema de clasificaciéon
de formulacién lipidica (LFCS) introducido por Pouton [25]. Asi, el limite superior
con la méxima concentracién de tensioactivo/co- tensioactivo fue de 50% y para aceite
de 80%, y el limite inferior con la minima concentracién a utilizar fue de 20% para
tensioactivo/cotensioactivo y de 50% para aceite, a su vez se escogi6é un punto central
(35%) entre el limite superior e inferior para un total de 3 formulaciones por cada
mezcla resultante de T/Co-A. Estas formulaciones contenian una concentracion de
estradiol USP de 1 mg [26] y un peso de dosificacion de 300 mg para ser incluidas en
capsulas duras. El aceite se anadié en cada sistema T/Co con agitacién continua. Una
vez preparado el sistema se adicion6 el estradiol USP gradualmente con agitacién con-
tinua y se mantuvo en agitaciéon a 100 rpm durante 1 h aproximadamente hasta solu-
bilizacién completa. Finalmente, la mezcla se mantuvo a 25 °C. Estas formulaciones
fueron caracterizadas a través de las siguientes pruebas descritas a continuacién.
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Tiempo de autoemulsificaciéon

El tiempo de autoemulsificacion es el tiempo requerido para formar una mezcla homo-
génea tras la dilucion, este pardmetro se evalué empleando un equipo de disolucién
modificado utilizando el aparato 2 USP (paletas) con una velocidad de 100 rpm, en
un beaker con 250 mL de agua destilada, en el cual se adicioné la formulacién gota a
gota manteniendo una temperatura constante de 37 °C. La formacién de la emulsion se
determiné de manera visual. Los pardmetros observados para cada formulacién fueron:
la capacidad de mantenerse estable, completamente homogeneizado, sin separacién y
sedimentacion de aceite y de acuerdo con el tiempo en que tardé en autoemulsificarse
se establecié un grado para cada formulacién tal como se clasifica en la tabla 1 de “gra-
dos de autoemulsificaciéon” segun lo senalado por Khoo [27].

Tabla 1. Grados de emulsificacién.

Grados Tiempo (min) Descripcién y caracteristicas

Grado 1 (<1min) Microemulsién, formacién rdpida, presentacion clara o
ligeramente azulada.

Grado 2 (<2min) Emulsi6n ligeramente clara, de rapida formacion, puede
presentarse en algunos casos con un aspecto blanco
azulado.
Grado 3 (<3min) Emulsién de un tono blanco brillante, similar a la leche

en apariencia.

Grado 4 (>3min) Emulsién blanca grisécea opaca con aspecto aceitoso,
formacién lenta.

Robustez a la dilucién

La robustez a la dilucién se evalué como un indicador de estabilidad que determina
si las mezclas sufren cambios a medida que el medio varia. Esta prueba se realiz6 en 3
medios de disolucién, HCI 0,1 N (pH 1,2), buffer acetato (pH 4,5) y buffer fosfato
(pH 7,2). Se tomaron 300 mg de cada formulacién y se diluyeron en volimenes de 10,
100y 250 ml por cada medio, asi se evalué el comportamiento de las muestras a medida
que se incrementaba el volumen del medio, cada muestra diluida se almacené durante

1diaa37°C [28].

500



Disefio de un sistema de entrega de firmacos autoemulsificable de estradiol

Determinacién del punto de nube (cloud point)

Las soluciones acuosas que incluyen tensioactivos no iénicos exhiben un compor-
tamiento de turbidez al ser calentadas o enfriadas que depende de la naturaleza y de
la concentracién del tensioactivo. La temperatura a la cual ocurre este fendmeno se
denomina punto de nube y es importante en la formulacién de SEDDS, ya que esta
separacion de fases puede provocar inestabilidad fisica de la emulsién, afectando la
entrega del fairmaco [29]. Para determinar esta temperatura en las distintas formula-
ciones ensayadas por triplicado se diluyeron 300 mg de cada formulacién en 30 ml de
agua destilada, en recipientes herméticamente cerrados y se introdujeron en un bano
de agua con una temperatura inicial de 25 °C con aumentos graduales de 5 °C, cada
uno seguido de 3 a 5 min de periodo de equilibrio, al final de cada periodo las muestras
se sacaron del bafio momentineamente y se inspeccionaron visualmente, de acuerdo
con otras investigaciones. La temperatura a la primera sefial de turbidez se tomé como
el punto de nube y fue medido con un termémetro Silber Brand (-10/4250 °C). Para
confirmar esto, las soluciones se enfriaron nuevamente hasta limpidez y se sometieron
nuevamente a la temperatura de calentamiento [30].

Pruebas de disolucién del SEDDS incorporado en capsula dura

Para estudiar y caracterizar las formulaciones seleccionadas se realizé un perfil compa-
rativo tomando como referencia un producto existente en el mercado (sistema autoe-
mulsificable) que, al igual que las formulaciones desarrolladas, también se encuentra
en capsulas duras, evaluando la velocidad de disolucién del estradiol USP en la matriz
desarrollada en esta investigacién. En base a los resultados obtenidos en la caracteriza-
cién de los sistemas autoemulsificables, se seleccionaron las formulaciones con mejor
desempeno para introducirlos en una cépsula de gelatina dura. Para esto se anadieron
300 mgexactamente pesados de cada formulacién a una capsula de gelatina dura Coni-
Snap® Empty gelatin capsules natural Size 2 que posteriormente fueron analizadas a tra-
vés de un perfil de disolucién [10].

Los perfiles de disolucién se realizaron utilizando el aparato N°3 USP Modelo BIO
DIS Agilent Technologies. Se emple como medio de disolucién lauril sulfato de sodio
al 0,3% en agua similar a lo establecido en la USP 41-NF 36, se tomaron las alicuotas
respectivas y se cuantificaron a los tiempos de muestreo que correspondian a 5, 10, 15,
20, 30, 45 y 60 min. Las muestras fueron cuantificadas a través del equipo UHPLC
Agilent technologies 1290 con deteccidn de fluorescencia (FLD). La separacién se rea-
lizé en una columna de fase inversa Agilent Zorbax C18 (250 x 4 mm, 5 pm); la fase
mévil estaba compuesta de Acetonitrilo: Agua en una proporcién (55:45) a una velo-
cidad de flujo de 1,0 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 25 uL y las longitudes

de onda de excitacién y emisién del detector de fluorescencia fueron 280 y 312 nm,
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respectivamente (USP 41-NF 36,2018) [16, 17]. Las comparaciones de los perfiles de
disolucién se realizaron utilizando el modelo independiente, en el cual se incluyeron
los célculos de tiempo medio de disolucién (TMD), eficiencia de disolucién (ED),
factor de diferencia (F1) y factor de similitud (F2) [31].

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de solubilidad

La tabla 2 presenta los resultados hallados en el estudio de solubilidad de estradiol,
donde se puede evidenciar que el aceite que exhibié el mayor potencial de solubiliza-
cién fue el Capmul® MCM, este aceite es un monodiglicérido de dcidos grasos de cadena
media que se recomienda particularmente para la disolucién de compuestos complejos
incluyendo los esteroides [32]. Este resultado de solubilidad obtenido estuvo influen-
ciado por el contenido de 4cido caprilico (C8) de este aceite que se encuentra 80-90%;
la polaridad de este 4cido graso hace mas favorable la solubilizacién de firmacos poco
solubles en agua, tal como lo reportaron Bandivadeka ez 4/, en un estudio comparativo
de aceites de bajo peso molecular que incluia el Capmul” MCM, en dicho estudio se
demostré que el contenido de dcido caprilico (C8) en los aceites incidia positivamente
en la solubilidad del firmaco evaluado [33]. Cabe resaltar que se necesité mas tiempo
para conseguir el equilibrio termodindmico en este aceite, sin embargo, este resultado
es similar con un estudio realizado por Bernick e a/. en 2014, en los cuales la solubili-

dad de estradiol USP en Capmul MCM fue de 31,2 mg/g [34].

Tabla 2. Cantidad (mg) de estradiol USP disuelta en 1g de cada aceite empleado.

Aceites Peso de (mg/g) + (mg/g) + (mg/g) +
estradiol USP RSD 24 h RSD 48 h RSD72h
(mg)

Capmul”MCM 250 27,064+2,2 30,9042,0 35,06+4,9
Maisine® CC 100 11,2442,2 11,144+2.4 10,20+2.,4
Miglyol* 812 50 236£52 | 242%15 2,36+0,9

Aceite de sésamo 50 0,76 £0,8 0,78+4,0 0,84+6,0

RSD= desviacién relativa estandar; z=2.
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Es importante destacar que el valor arrojado con Maisine® CC puede considerarse acep-
table en comparacién con aceite de sésamo y el Miglyol® 812; Maisine” CC es una mez-
cla de mono, di y triglicéridos de 4cido oleico y linoleico (C18: 1/C18: 2) de origen
vegetal y es ampliamente usado en formulaciones lipidicas para mejorar la solubilidad
y biodisponibilidad de firmacos hidréfobos, ademds tiene la capacidad de mantener
e incluso aumentar la solubilidad del firmaco en fases post-digestivas [35]. Por otra
parte, es util reconocer que, algunos farmacos, en especial aquellos con Log P >3, como
es el caso del estradiol USP (Log P = 4.7) pueden solubilizarse tanto por triglicéridos
de cadena larga (TCL) que tienden a ser més lipéfilos como por triglicéridos de cadena
media (TCM), mas hidréfilos [36]; en este sentido es razonable que el estradiol USP se
solubilizara en Capmul* MCM vy a su vez en Maisine” CC, a pesar de que ambos poseen
distinta composicion de triglicéridos, TCM y TCL, respectivamente. En cuanto al
aceite de sésamo y el Miglyol® 812, ambos fueron descartados para las pruebas posterio-
res de caracterizacién debido a sus bajos valores de solubilidad.

Estudio de compatibilidad de excipientes

Concluido el tiempo del estudio de estabilidad en condiciones de estrés (30 dias a
40 °C y 60% HR) y condiciones de control (30 dfas a 25 °C y 60% HR) se pudo evi-
denciar que las mezclas binarias pueden considerarse compatibles y estables, dado que
no presentaron cambios en su color o apariencia fisica. Se puede afirmar que el estradiol
USP era estable en forma pura o en presencia de los excipientes analizados después que
fueron almacenados bajo condiciones de estrés (40 °C y 25 °C/60% HR) y condicién
de control (25 °C/60% HR) arrojando un valor promedio de conecentracién 97,1%
para ambas condiciones teniendo que se obtuvé un valor de concentracién inicial a
tiempo cero de un 98,66% de estradiol USP. En los cromatogramas de todas las mezclas
binarias analizadas se obtuvieron 4reas del pico similares al estdndar de estradiol USP.
No se evidenci6 formacién de picos adicionales importantes debido a productos de
degradacién (impurezas), lo que indica que las caracteristicas del principio activo eva-
luado no fueron modificadas por la presencia de cada uno de los excipientes empleados,
esto significa que no existe incompatibilidad quimica entre las sustancias estudiadas
y se recomienda el uso de las mismas para el desarrollo de las formulaciones de esta
investigacion. A manera de ilustracion las figuras 1 y 2 muestran los cromatogramas de
las mezclas binarias Capmul® MCM + estradiol USP a 40 °C 60%HR y mezcla binaria
(Kolliphor* RH40 + estradiol USP) a 40 °C 60%HR.
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Figura 1. Cromatograma de la mezcla binaria Capmul®* MCM + estradiol USP a 40 °C 60% HR.

Figura 2. Cromatograma de la mezcla binaria Kolliphor* RH40 + estradiol USP a 40 °C 60% HR.

Construccion del diagrama de fases pseudoternario

Las cantidades experimentales de excipientes que se utilizaron para preparar las mezclas
que se titularon se detallan en la tabla 3, en las cuales se reconoceran a los excipientes con
la siguiente codificacién: Al: Capmul’ MCM, A2: Maisine” CC, T1: Gelucire® 44/14, T2:
Kolliphor® RH 40 y Co: Transcutol® HP.
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Tabla 3. Cantidades experimentales de excipientes que se utilizaron para preparar las mezclas que se

titularon en la relacién 9:1.

Relacién 9:1 (T1/ | Relacién 9:1 Relacién 9:1 Relacién 9:1

Co)-Al (T1/Co)- A2 (T2/Co)- Al (T2/Co)- A2

T1/Co Al T1/ | A2 | T2/Co | Al T2/ A2

Mezclas (g) (@) (Cg(; (2) (g) (@) Co(g) ()
50/50 2,53 2,51 (2,52 2,55 |2,51 2,57 2,51 2,50
45/55 2,25 2,76 |2,25 2,77 12,25 2,78 1225 (2,76
40/60 2,04 3,01 |[2,07 3,01 [2,05 3,03 |2,00 3,05

35/65 1,76 326 1,76 |3,26 |1,76 328 1,75 3,29
30/70 1,52 355 | 1,53 3,53 | 1,50 3,54 | 151 |3,54
25/75 1,25 3,76 | 1,25 |3,76 | 1,25 377 |1,26 |3,76
20/80 1,04 4,01 |1,01 [4,00 |1,02 4,01 | 1,08 [4,02

Tabla 4. Cantidades experimentales de excipientes que se utilizaron para preparar las mezclas que se

titularon en la relacién 2:1.

Relacién 2:1 (T1/ Relacién 2:1 Relacién 2:1 Relacién 2:1 (T2/
Co)-Al (T1/Co)- A2 (T2/Co)- Al Co)-A2
Mezclas | T1/Co Al T1/ A2 T2/ Al T2/Co A2
(g) (g) Co (g) Co (g) (g) (g)
(g) (g)
50/50 2,49 2,55 2,51 2,50 2,49 2,49 2,52 2,52
45/55 2,26 2,74 2,25 2,75 2,24 2,75 2,26 2,75
40/60 1,98 3,02 1,96 2,99 1,99 3,00 2,01 2,99
35/65 1.76 3.26 1.76 3.25 1.75 3.25 1.75 3.25
30/70 1,51 3,51 1,53 3,46 1,49 3,48 1,48 3,49
25/75 1,26 3,75 1,27 3,76 1,25 3,75 1,27 3,75
20/80 1,01 4,01 1,01 3,95 1,.05 3,96 1,02 4,01

Los cambios fisicos obtenidos en cada una de las formulaciones se presentan en la figura 3,
donde se destaca que la mezcla 9:1(T2/Co)-A1 45/55 con un 75% de adicién de agua (3A),

presenta una apariencia trasnslucida-azulada caracteristica de micro y nanoemulsiones [37].
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3A: mezcla translicida- azulada  3B: mezcla turbia de baja 3C: mezcla transparente
de 9:1 (T2/Co)-Al 45/55 con viscosidad de 9:1 (T1/ de baja viscosidad de (T1/
un 75% de adicién de agua. Co)-A140/60 conun75%  Co)-Al 50/50 con un 25%
de adicién de agua. de adicion de agua.

3D: mezcla de gel translucido 3E: mezcla de gel turbio de
de 9:1(T2/Co)-A250/50 con  9:1 (T1/Co)-A250/50 con

un 55% de adicién de agua. un 65% de adicion de agua.

Figura 3. Cambios fisicos presentados en las mezclas.

En las muestras ensayadas para la relacién 2:1 (T1/Co)- Al se puede observar en la
figura 4 que prevalecen las mezclas transparentes en los niveles 50/50 y 45/55 (hasta el
50% de adicién de agua), este comportamiento disminuye en los niveles 40/60 y 35/65
hasta el 40% de agua y sigue disminuyendo a medida que disminuye la proporcién de
T-Co hasta llegar a un 15% de agua en los tres ultimos niveles (30/70, 25/75, 20/80).
En general, el comportamiento turbio prevalece a lo largo del diagrama, sin presencia
de gel ni aumentos de viscosidad.
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Figura 4. Diagrama de fases pseudoternario relacién 2:1 (T1/Co)- Al.

Para la relacion relacién 2:1 (T1/Co)-A2 prevalecen las mezclas turbias y se presenta
una amplia zona de formacion de gel y de aumento de viscosidad (comprendida entre
el 45y 65% de adicién de agua), las mezclas transparentes se presentan en los niveles
50/50 y 45/55 hasta el 30% de adicién de agua y disminuyen hasta el punto de solo
presentar una en los dos tltimos niveles (25/75 y 20/80), poca presencia de mezclas
translicidas. Este comportamiento podria atribuirse al aceite empleado (Maisine’
CC), dado que el tensioactivo es el mismo en el diagrama anterior.

En el diagrama de fases pseudoternario relacién 2:1 (T2/Co)-Al se presentaron mez-
clas transparentes en todos los niveles hasta el nivel de 15% de adicién de agua, luego
se presentan unas pocas mezclas translicidas, y, en el resto del diagrama predomina el
comportamiento de turbidez. La viscosidad cambia en los niveles intermedios (40/60
y 35/75) a partir del 65% de adicién de agua y se presenta poca formacién de gel. La
figura 5 corresponde al diagrama de fases pseudoternario relacién 2:1 (T2/Co)-A2,
donde solo hay tres mezclas transparentes (correspondientes a las tres primeras mezclas
en el 5% de adicidn de agua), hay pocas mezclas translicidas, predominan las mezclas
turbias y, en general, hay una amplia zona de mezclas viscosas y formacién de gel (com-

prendidas entre 40 y 75% de adicion de agua).
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Figura 5. Diagrama de fases pseudoternario relacién 2:1 (T2/Co)-A2.

Figura 6. Diagrama de fases pseudoternario relacién 9:1 (T1/Co)-Al.

Para la relacién 9:1(T1/Co)-Al podemos observar en la figura 6 que en las primeras
proporciones (50/50 a 30/70) se presenta més transparencia (hasta el 40% de agua) res-
pecto a las dos tltimas proporciones 25/75y 20/80 (hastael 10y 15% de agua respectiva-
mente), en los cuales predomina el comportamiento de turbidez y de alta viscosidad, hay
poca formacién de mezclas translicidas. Se observa poca formacién de gel (inicamente
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se presentd a partir del 55% hasta el 80% de adicién de agua de la proporcién 50/50),
lo cual podria atribuirse a la proporcién en que se encuentra la mezcla tensioactiva/
cotensioactivo.

Anlisis del comportamiento de los aceites en los resultados obtenidos en los

diagramas de fase

El comportamiento de las mezclas descritas en los diagramas varié en funcién al aceite
empleado en cada uno, se pudo apreciar que con Capmul° MCM (A1), se obtuvieron
mezclas mas transparentes relacionadas con microemulsiones mientras que con Maisine”
CC (A2) prevalecieron las mezclas turbias (emulsiones). Esta diferencia encontrada entre
los aceites se debe a la longitud de la cadena lipidica presente en los mismos; Maisine® CC
estd compuesto de mono, di y triglicéridos de cadena larga (TCL), estos aceites son més
hidréfobos que los de cadena media por lo tanto repelen mas el agua y son més difici-
les de emulsionar, dando como resultado la formacién de emulsiones de aspecto turbio.
Capmul® MCM, por su parte, es un mono-diglicérido de dcidos grasos de cadena media
(TCM), los cuales se relacionan con una mayor hidrofilia y poseen mayor capacidad de
autoemulsificacion, por lo tanto, presentaran una mayor zona de microemulsién en com-
paracién con Maisine” CC [38]. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por
Grove et al., en un estudio en el que se compararon directamente dos SMEDDS cargados
con Seocalcitol II que contenfan TCM y TCL, se encontré un drea de microemulsiéon
mas grande en el diagrama de fase cuando se usé6 TCM en lugar de TCLy se hacia necesa-
ria una mayor concentracion de Kolliphor” RH 40 para formar microemulsiones cuando

se usaba TCL en comparacién con TCM [39].

Comparacién de tensioactivos

Durante la elaboracién de los diagramas de fases pseudoternarios el Gelucire® 44/14
tuvo la tendencia a formar mds zonas de microemulsién y mezclas homogéneas mien-
tras que el Kolliphor” RH40 se caracterizé por presentar menos zonas de microe-
mulsién y mezclas con presencia de grumos y particulas. Esto nos hace suponer que
el Gelucire® 44/14 tiene una mayor capacidad autoemulsionante que el Kolliphor®
RH40, sin embargo, segtn la bibliografia, el Kolliphor® RH 40 (aceite de ricino hidro-
genado PEG-40) puede reducir el tamano de las micelas a microemulsién mejor que
el Gelucire® 44/14 (lauroil polioxil PEG-32 glicéridos) [40], posiblemente debido a su
estructura quimica, la cual cuenta con mayor grupo de polietilenglicol (PEG-40) que el
Gelucire® 44/14 (PEG-32). La presencia de grupos PEG en estos sistemas implica una
notable mejora en la eficiencia de la autoemulsificacién, tal como lo reporta Bandiva-
deka ez al. [41]. Por otra parte, el Kolliphor® RH 40 presenta un mayor valor de equili-
brio hidrofilico-lipofilico (HLB) (14-16) [40], que el Gelucire® 44/14 (HLB = 11-14)

[21],y, a medida que este valor aumenta, la solubilidad en agua incrementa, por tanto,

509



Karolaine Goméz Palencia, Laura Goméz de la Cruz, Alberto Herrera Marquéz, ez al.

tedricamente, el Kolliphor® RH 40 serd més hidrosoluble que el Gelucire® 44/14, lo
cual le otorgaria mayor capacidad emulsionante y, en consecuencia, mayor formacién
de microemulsiones [40]. Ah bien, en estos ensayos, el Gelucire® 44/14 tuvo la tenden-
cia a formar més microemulsioes que el Kolliphor® RH40 en combinacién con el Cap-
mul” MCM; este evento se debe a que en estos diagramas de fases no estd presente aun
el principio activo, pues, segtin la literatura, este tiene la capacidad de interactuar con el
tensioactivo a través de la formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo
presentes en su estructura, por lo cual se esperaba una mayor capacidad autoemulsio-
nante en las pruebas posteriores de caracterizacion en las que se incluirfa el estradiol

USP en las formulaciones [41].

Relacidn tensioactivo/cotensioactivo

Tal como se evidencié en los diagramas, la relacién tensioactivo/cotensioactivo incide
en la capacidad autoemulsionante del primero, en este sentido, comparando ambas
relaciones, podemos notar que en la relacién 2:1 se obtuvo un mayor numero de mez-
clas transparentes (mayor formacién de microemulsiones), mientras que en 9:1 se
obtuvieron mezclas mds turbias (mayor formacién de emulsiones) [42]. Estos resulta-
dos se pueden explicar con base al mecanismo de autoemulsificacidn, el cual implica la
formacién de una interfaz entre las fases oleosa y acuosa que permite una répida autoe-
mulsificacidn, esta interfaz rara vez se consigue mediante el uso de un solo tensioactivo,
sino que generalmente requiere la adicién de un cotensioactivo para reducir ain més
la tensidn interfacial, facilitando asi, la penetracion de la fase acuosa en la oleosa y por
tanto, favoreciendo la formacién de microemulsiones [43], en este sentido, la mayor
cantidad de Transcutol presente en la relacién 2:1 consiguié que se obtuvieran mayor
numero de microemulsiones que en la relacién 9:1, en la cual la proporcién era menor.

Cambios de viscosidad de las mezclas

Durante el desarrollo de los diagramas se not6 un comportamiento particular en la
viscosidad de las mezclas trabajadas en funcién de la concentracion de agua en las mez-
clas, estas se mostraban liquidas en las primeras adiciones de agua, luego se presentaba
un incremento en su viscosidad alrededor de 40-50% de agua, presencia de gel entre
55-65% y, finalmente, por encima de 70% volvia a su estado inicial. Esta transicién
estructural continua (solucién-solucién viscosa-gel-solucién), se debe a la inversion
estructural de la microemulsién de agua en aceite (w/0) al tipo de aceite en agua(o/w)
como consecuencia de la adicién gradual de agua [44].

En base a los resultados obtenidos en los diagramas de fases pseudoternarios realizados
las mezclas que tuvieron una mayor zona de automicroemulsificacién (SMEDDS) fue-
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ron (Gelucire® 44-14/Transcutol” HP)- Capmul MCM y (Kolliphor® RH40/ Transcu-
tol” HP)- Capmul® MCM en la relacién 2:1.
Formulaci6n y caracterizaciéon del SEDDS con estradiol USP

Las formulaciones resultantes tanto para la mezcla de (Gelucire” 44-14/Transcu-
tol” HP)- Capmul® MCM como para (Kolliphor” RH40/Transcutol” HP)- Capmul’®
MCM, de acuerdo con lo sefialado se muestran en las tablas 5y 6.

Tabla 5. Formulaciones que contienen Gelucire® 44/14.

Componentes F1 (limite inferior) F2 (punto central) | F3 (limite superior)
mg/caps g/lote mg/caps | g/lote | mg/caps | g/lote
Estradiol USP 1,00 0,10 1,00 0,10 1,00 0,10
Capmul’MCM 239,20 23,92 194,35 19,44 149,50 14,95
Gelucire® 44/14 39,90 3,99 69,77 6,98 99,70 9,97
Transcutol® HP 19,90 1,99 34,38 3,49 49,80 4,98
Total 300 30 300 30 300 30

Tabla 6. Formulaciones que contienen Kolliphor® RH40.

Componentes F4 (limite inferior) F5 (punto central) F6 (limite superior)
mg/caps g/lote mg/caps g/lote | mg/caps | g/lote
Estradiol USP 1,00 0,10 1,00 0,10 1,00 0,10
Capmul° MCM 239,20 23,92 194,35 19,44 149,50 14,95
Kolliphor® RH40 39,90 3,99 69,77 6,98 99,70 9,97
Transcutol® HP 19,90 1,99 34,88 3,49 49,80 498
Total 300 30 300 30 300 30

Tiempo de autoemulsificacién

Los parametros observados para cada formulacién fueron la capacidad de mantenerse
estable, completamente homogeneizado, sin separaciéon y sedimentacién de aceite,
y de acuerdo con el tiempo en que tard6 en autoemulsificarse se establecié un grado
para cada formulacién tal como se clasifica en la tabla 1 de “grados de autoemulsifica-
cién”. Los resultados de las formulaciones que contienen (Gelucire® 44-14/Transcutol®
HP)- Capmul” MCM (F1-F3) que se detallan en la tabla 7 corresponden al grado de
autoemulsificacién 2 segun los de “grados de autoemulsificacién” [27] , pues el tiempo
que tardaron en emulsionar fue menor a 2 min y la apariencia final de estas formu-
laciones fueron mezclas translicidas con pequenas particulas lipidicas dispersas, este
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comportamiento se debe a que esta prueba se realizé a una temperatura de 37 °C, bajo
esta condicion el Gelucire® 44/14 presenté una inestabilidad en sus componentes los
cuales pueden precipitar por separado afectando negativamente los resultados [21, 35].
Segun un estudio realizado por Janin, el Gelucire® 44/14 presenta un amplio rango
endotérmico que varfa de 10 a 45 °C, con una temperatura de fusion inicial de aproxi-
madamente 38 °C y una temperatura de fusién méxima de aproximadamente 43 °C, este
comportamiento térmico esta relacionado con la composicion: la fracciéon de mono-, di-
y triglicéridos se funde primero seguida de la fraccion de PEG-éster [45].

Tabla 7. Tiempos de autoemulsificacién de formulaciones que contienen Gelucire® 44-

14/Transcutol” HP- Capmul® MCM.

Formulacién | Tiempo | Grado Apariencia Imagenes
(min)
1-R1-R2 2 2 Emulsién

translicida, al
pasar 15 min de
disolucién atn se
observan pequenas
particulas aceitosas.

2-R1-R2 2 2 Emulsiéon
translicida con
pequenas particulas
aceitosas dispersas,
pero en menor
cantidad que F1
al pasar 15 min de
disolucién.

3-R1-R2 2 2 Emulsiéon
translicida
totalmente

homogéneamente

En la tabla 8 se describen las formulaciones 4, 5 y 6 que corresponden a Kolliphor
RH40/Transcutol® HP)- Capmul* MCM (F4-F6) , que segtin los grados de autoemul-
sificacién corresponden al grado 1, ya que su formacién fue rapida en un tiempo de
aproximadamente 1 min, y su apariencia fue transparente ligeramente azulada sin pre-
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sencia de particulas y totalmente homogénea [27], de acuerdo con estos resultados, las
pruebas visuales confirman lo mencionado previamente en la bibliografia de formacién
de microemulsiones en formulaciones de tipo III [46]. Estas formulaciones fueron cla-
sificadas como las mejores entre las formulaciones probadas ya que todas son grado 1,
demostraron buenas caracteristicas de microemulsion, ya que se forman répidamente
como una solucién clara y transparente con solo una ligera opalescencia (apariencia
azulada), sin espuma, sin separacion de aceite y sedimentacion de particulas.

Tabla 8. Tiempos de autoemulsificacion formulaciones que contienen Kolliphor® RH40/ Transcu-
tol* HP- Capmul° MCM.

Formulacion | Tiempo | Grado Apariencia Imagenes
(min)
4-R1-R2 1 1 Emulsién
transparente-

azulada sin
presencia de
particulas,

totalmente
homogénea

5-R1-R2 1 1 Emulsién
transparente
ligeramente azulada
sin presencia de
particulas

6-R1-R2 1 1 Emulsiéon
transparente
sin presencia de
particulas

Robustez a la dilucién

La formulacién 1 fue inestable en los tres pH, presentando en los tres casos una ligera
capa opaca en la superficie de la solucién. Las formulaciones 2 y 3, por su parte, fueron
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estables en pH 4cido, sin embargo, presentaban particulas oleosas blanquecinas en el
medio acetato y fosfato. Se puede decir que estas particulas corresponden a compuestos
del tensioactivo, pues el Gelucire® 44/14 es una mezcla de 72% de ésteres de PEG, 20% de
glicéridos, 8% de PEG puro y 2% de glicerol, debido a su composicién este tensioactivo
debe fundirse y homogenizarse antes de su uso, por lo tanto, es posible que esas particu-
las observadas correspondan a alguno de sus componentes. Este comportamiento podria
reducir la solubilidad total de la formulacién para el firmaco [28]. Las formulaciones
que contenfan Kolliphor® RH 40 se mantuvieron estables en los 3 medios, en todos los
volimenes de dilucién, exhibiendo una apariencia transparente y ligeramente azulada en
el caso de las formulaciones 4 y 5, lo cual indica una alta solubilidad del activo en los
tres medios trabajados y nos permite asumir que no se presentaria precipitacion del far-
maco en el intestino antes de la respectiva absorcién [28]. La importancia de evaluar la
estabilidad en estos medios es imitar a las condiciones que se pueden dar en el estémago
posteriormente de la administracién oral de SMEDDS. Ante estas condiciones, las for-
mulaciones con Kolliphor” RH 40 no presentaron separacién de fases, por tanto, pode-
mos concluir que las formulaciones con Kolliphor® RH 40 (F4, F5, F6) son de mayor
utilidad y rendimiento en el desarrollo de esta investigacion.

Determinacién del punto de nube

En todos los casos se observé que la solucion se volvia ligeramente azul y translacida y
luego la aparicién de una capa de gotas oleosas en la superficie de la solucién acompa-
fiada de una ligera turbidez en la matriz. Para efectos de confirmacion, las soluciones se
enfriaron nuevamente hasta limpidez y se sometieron nuevamente a la temperatura de
calentamiento [47]. Estos resultados se pueden detallar en la tabla 9.

Tabla 9. Temperaturas registradas para la prueba de punto de nube.

Temperatura (°C)

Gelucire® 44/14
F1 35 35 35
F2 35 35 35
F3 40 40 40
Kolliphor® RH 40
F4 38 38 38
F5 45 45 45
F6 45 45 45
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Los resultados obtenidos en esta prueba muestran puntos de nube bajos para las for-
mulaciones que contenian Gelucire® 44/14 y altos para aquellas con Kolliphor” RH40.
Esto se podria explicar en primer lugar por los valores de HLB, de 11 a 14 para Gelu-
cire® 44/14 y de 14 a 16 para Kolliphor® RH40. El valor de HLB y el punto de nube
se encuentran directamente relacionados, pues el punto de nube es causado por la des-
hidratacién de las cadenas de polioxietileno en los tensioactivos no idnicos [48], la
cual produce una disminucién en el HLB del tensioactivo lo que se relaciona con una
menor capacidad emulsionante y la consecuente separacion de fases, en este sentido,
valores de HLB mas altos proporcionaran mayores puntos de nube. Asimismo, se ha
demostrado que al aumentar el nimero de unidades de 6xido de etileno se obtiene un
incremento en el punto de nube de tensioactivos no idnicos de acuerdo con lo repor-
tado por Barrios ¢ al., en este caso, el 18% de la composicion del Kolliphor® RH 40 es
de 6xido de etileno mientras que el Gelucire® 44/14 solo contiene un 8%, por lo cual el

punto de nube de Kolliphor* RH40 fue mayor.

En ese mismo estudio se demostrd que a concentraciones de tensioactivo mds altas se
aumenta el punto de nube [49] lo cual se evidencia en la formulacién 3, la cual contiene
33% de tensioactivo y presenta un punto de nube ligeramente mayor que las formula-
ciones 1y 2 las cuales contienen 13 y 23 % respectivamente, asi mismo en la formula-
cién 4 que contiene un 13% y presenta un valor menor que el de las formulaciones 5y
6 cuya concentracion es mayor. Por otra parte, si bien las temperaturas obtenidas con el
Kolliphor®* RH40 superan la temperatura corporal, en general todos los valores obteni-
dos, tanto para Gelucire® 44/14 como para Kolliphor® RH40 fueron significativamente
bajas en comparacién con otros tensioactivos, esto se debe a la presencia de grupos
(-OH) provenientes de los grupos glicerol presentes en ambos tensioactivos, ya que los
aniones que promueven la estructura del agua o se unen ampliamente a las moléculas
de agua como (OH-) suprimen el punto de nube [50].

Perfil de disolucién del SEDDS en la capsula dura

De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacién de los sistemas autoe-
mulsificables, se seleccionaron las formulaciones 3, 4, 5 y 6 para introducirlos en una
capsula de gelatina dura y evaluar su desempeno de disolucién desde una forma far-
macéutica. Se puede afirmar que todas las formulaciones fueron compatibles con la
cépsula dura puesto que no se presentaron cambios notables en su apariencia, tales
como colapsamiento o perdida de dureza que indique incompatibilidad con el material
polimérico de la gelatina principal constituyente de la capsula. Para evaluar en detalle
el comportamiento de los perfiles de disolucién reportados, en la tabla 10 se pueden
observar los promedios obtenidos de los porcentajes de estradiol USP disuelto de cada
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uno de los vasos en los diferentes tiempos de muestreo para cada formulacién y el pro-
ducto de referencia.

Tabla 10. Promedios obtenidos de los porcentajes de estradiol USP disuelto de cada uno de los

vasos en los diferentes tiempos de muestreo.

T d Producto de
lempos ? referencia F3 (%) F4 (%) FS (%) F6 (%)
muestreo (min)
(%)
5 40 35 38 65 2
10 58 72 79 69 7
20 79 99 23 80 7
30 86 100 100 103 29
P 95 101 101 106 97
60 98 98 99 108 93

Teniendo en cuenta los resultados reportados en la tabla 10 se puede observar que al
transcurrir 10 min de disolucion la formulacién 6 ya estaba disuelta en un 97%, y a los
15 min la formulacién 3 tenia un porcentaje de disolucién de un 104%, lo cual quiere
decir que las formulaciones 3 y 6 disolvieron mds del 95% de estradiol USP en menos
de 15 min, a diferencia de la formulacién 4 y 5 donde solamente el 83% y 73% de
estradiol USP se encuentra disuelto en dicho tiempo. Segtin estos resultados se puede
afirmar que todas formulaciones evaluadas alcanzaron una concentracion en solucién
de més del 95% a los 30 min, a excepcidn del producto de referencia el cual se disolvié
por completo a los 60 min de disolucion.

Aplicacién del modelo independiente para evaluar los perfiles de disoluciéon

Las comparaciones de los perfiles de disolucidn se realizaron utilizando el modelo inde-
pendiente, en el cual se incluyeron los célculos de tiempo medio de disolucién (TMD),
eficiencia de disolucién (ED) (tabla 11) y factor de diferencia (F1) y factor de similitud
(F2) (tabla 12).

Tabla 11. Resultados de % de eficiencia (ED) y tiempo medio de disolucién (TMD).

Formulaciones % de eficiencia (ED) Tiempo medio
(TMD)
F3 90,09 8,37
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Formulaciones % de eficiencia (ED) Tiempo medio
(TMD)
F4 87,63 10,05
Fs 82,14 13,98
F6 97,54 3,71
RLD 79,29 15,71

Valores bajos de TMD indican que, en los primeros tiempos del proceso de disolucién,
se produce una liberacién y disolucion rdpida del principio activo [51]. En este sentido,
la formulacién que tuvo mayor velocidad de disolucidn fue la 6, con un valor de TMD
de 3,71, a su vez, la formulaciéon 5 y el RLD presentaron una velocidad de disolucién

més lenta con valores de TMD de 13,98y 15,71.

En lo referente a la ED las formulaciones que presentaron una mayor eficiencia fueron
la 3y 6 con un porcentaje de 90,09% y 97,54% respectivamente, en comparacion a las
formulaciones 4 y 5 donde se obtuvieron porcentajes de 87,63% y 82,14% respectiva-
mente, lo que indica que, en las formulaciones 3 y 6 en los primeros tiempos (15 min)
del proceso de disolucién, se produjo una liberacién y disolucion répida del principio
activo. En cuanto al RLD, present6 un porcentaje de eficiencia menor de 79,29% en
comparacion de todas las formulaciones. En general, las formulaciones 3 y 6 fueron
las que mostraron una mayor velocidad de disolucién, presentando valores bajos de
TMD vy altos para ED, este comportamiento se debe a las altas concentraciones de
tensioactivos empleados en estas formulaciones, las cuales corresponden al nivel supe-
rior (50% de T/Co), en comparacién con las formulaciones 4 y 5 las cuales contienen
menor cantidad de T/Co (20% y 35% respectivamente). Como lo senala Fernandez ez
al. [52], una alta concentracién de tensioactivo favorece la disminucién del tamafo de
las micelas, cuanto menor sea el tamano de la micela, mayor sera el drea superficial para
la disolucion del farmaco, por tanto, su velocidad de disolucidn serd mayor; es decir,
que la concentracién de tensioactivo utilizado es directamente proporcional a la veloci-
dad de disolucién del SEDDS [52]. La formulacién 6 que contenia Kolliphor® RH40
presentd una velocidad de disolucién mayor, lo cual puede explicarse por el hecho de
que el aceite empleado (Capmul’ MCM) y el Kolliphor” RH 40 tienden a formar répi-
damente una microemulsién, por su fécil dispersabilidad y su alta hidrofilicidad, en
comparacion con la formulacién 3, la cual contiene Gelucire® 44/14 (lauroil polioxil

PEG-32 glicéridos).

En general, los resultados mostrados en la tabla 11 el producto de referencia utilizado
presenta una menor velocidad de disolucion en comparacion a todas las formulaciones
preparadas en esta investigacién. Cabe resaltar que este producto esta formulado como
un sistema autoemulsificable por lo cual se utilizd para comparar y caracterizar las for-
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mulaciones propuestas en esta investigacion, a través de la evaluacion de la velocidad de
disolucién del estradiol USP. Consideramos que el tipo de liberacion para RLD es de
tipo inmediata (tyy en 60 min), ya que no tiene componentes o auxiliares declarados
en las bases de datos consultadas que permitan una liberacién modificada: retardada o
prolongada. Su aparente baja velocidad de disolucién (comparada con las formulacio-
nes evaluadas) se puede atribuir a que contiene un tensioactivo (estearato de PEG-6
y palmitostearato de etilenglicol y estearato de PEG-32) el cual tiene un comporta-
miento muy parecido al Gelucire® 44/14, ya que su punto de fusién esta entre 46-53 °C
y a bajas temperaturas empieza a solidificar, por lo tanto, se comporta de forma similar
a la formulacién 3 en los primeros 10 min como se puede evidenciar en la figura 7
[35]. Como resultado de esta prueba, se puede decir que los sistemas autoemulsifica-
bles lograron mejorar la velocidad de disolucién del estradiol USP, principalmente la
formulacién que contenia niveles superiores de Kolliphor® RH40.

Figura 7. Perfiles de disolucion de las formulaciones seleccionadas vs producto de referencia.

Comparacién de los factores de diferencia (F1) y factor de similitud (F2)

A partir de los resultados obtenidos de los perfiles de disolucién y dada la variabilidad
de los resultados se dividieron los tiempos de muestreo en 3 rangos especificos como se
muestra en la tabla 12, de 5 220 min, de 30 a 60 min y el tiempo completo de la disolu-
cién, para comparar los factores de diferencia F1 y similitud F2.
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Tabla 12. Resultados obtenidos del factor de diferencia (F1) y factor de similitud (F2).

Formulacién Rango (min) F1 F2
5a20 30 34

F3 30260 7 52
5a60 18 38

5a20 20 42

F4 30a60 7 53
5a60 13 46

52a20 17 43

FS 30260 14 44
5a60 15 43

5220 47 26

F6 30260 7 56
5a60 26 32

Criterio de aceptacién 0-15 50-100

Se puede observar que en los primeros tiempos de disolucion de 5 a 20 min se presen-
tan grandes diferencias en los criterios de los factores F1 y F2; sin embargo, en el rango
de 30 a 60 min de disolucién se encuentran similitudes entre el producto de referencia
y las formulaciones 3,4 y 6, por tanto, se podria decir que estas serfan las formulaciones
con mayor potencial para ser comparadas con un producto de referencia. Sin embargo,
como es de notar, estos resultados no son homogéneos en todos los tiempos, esto puede
atribuirse al hecho de que son formulaciones trabajadas a escala de laboratorio compa-
radas con un producto fabricado a nivel industrial, aun asi, esta prueba es de gran valor
para generar datos que nos indiquen como mejorar el proceso.

Ah bien, el objetivo de este desarrollo no fue encontrar un producto equivalente al
producto de referencia, sin embargo, los resultados obtenidos durante toda la caracteri-
zacién de las formulaciones nos muestran que estas se ajustan a una forma de liberacién
inmediata, la cual puede llegar a ser considerada viable para un posterior proceso de
manufactura como objetivo de un desarrollo comercial. Las posibles mejoras a estas
formulaciones consistirfan principalmente en el desarrollo de matrices que le otorguen
diferentes formas de liberacién a la matriz propuesta en este desarrollo.
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CONCLUSIONES

Un adecuado disefo y caracterizaciéon de formulaciones de sistemas SEDDS para
estradiol fue logrado, siendo la de mejor desempeno la constituida por Capmul* MCM
(50%), Kolliphor” RH40 (33%) y Transcutol® HP (16%) , con la cual se consiguié
mejores tiempos de autoemulsificacién con emulsiones transparente azulada; estable
en tres diferentes pH, mayor valor de punto de nube y mayor velocidad de disolucién,
presentando valores bajos de TMD y altos para ED. Nuestra investigacion demostré
que una caracterizacién detallada de estos sistemas permiten lograr mejorar la veloci-
dad de disolucién de firmacos de baja solubilidad como el estradiol en formulaciones
estables y robustas.
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