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RESUMEN

En este trabajo se determind la velocidad de liberacién de Metronidazol (MTZ),
incorporado en peliculas de quitosano, usando como medio para la liberacion, saliva
artificial. Se prepararon peliculas de quitosano mezclado con metronidazol y se estudio la
interaccion polimero-farmaco a través de espectroscopia infrarroja, mostrando la
incorporacion del principio activo en la matriz polimérica. Los resultados por voltametria
ciclica, muestran que la reduccién electroguimica de MTZ 1x10% M es un proceso

irreversible, mostrando una onda de reduccion con potencial de pico (Ep) de -0,75V vs
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Ag/AgCI en una ventana de potencial de 0,0 a -1,2V. La velocidad de liberacion del
farmaco en quitosano, fue obtenida determinando el contenido de MTZ liberado en el
tiempo en saliva artificial, utilizando la técnica de voltametria de pulso diferencial, sobre un
electrodo de carbon vitreo. De la pendiente de una grafica [MTZ] vs t, se obtuvo una
velocidad de liberacion de 0,0096 mg.min™ para una pelicula de 0,043 mm de espesor. Se
encontraron diferentes mecanismos de liberacion dependiendo del grosor de la pelicula de

quitosano.

Palabras clave: Metronidazol, quitosano, liberacion controlada, voltametria, potenciales.

DETERMINATION OF THE RATE OF RELEASE OF BUILT IN MEMBRANES
METRONIDAZOLE CHITOSAN DIFFERENTIAL PULSE VOLTAMMETRY
USING.

ABSTRACT

In this work the liberation rate of incorporated metronidazole (MTZ) in a chitosan film was
determined. Studies of the interaction polymer-drug, through infrared spectroscopy, shows
up the incorporation of the active principle in the polymer matrix. The results by cyclic
voltammetry, demonstrated that the electrochemical reduction MTZ is an irreversible
process, showing a wave of reduction with peak potential at 0.75V versus Ag/AgCl in a
potential window of 0.0 to -1.2V. The speed of liberation of the drug in chitosan was
obtained determining the content of released MTZ along the time, using differential pulse
voltammetry technique, on a glassy carbon electrode, obtaining a speed of liberation of
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0.0096 mg.min™ for a film of 0.043 mm of thickness. There was found a several liberation

mechanism depending on chitosan film thickness.

Key Words: Metronidazole, chitosan, controlled released, potential.

INTRODUCCION

El quitosano es un polisacarido natural,
biodegradable y biocompatible, cuya
estructura corresponde a un copolimero
de N-acetilglucosaminas y glucosaminas,
que se obtiene principalmente a partir de
la quitina, el cual es un polisacarido y se
encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza, formando parte del
exoesqueleto de crustaceos, insectos y
paredes celulares de hongos. Gracias a la
compatibilidad del quitosano con muchos
compuestos organicos como surfactantes,
almidones, sales de amonio cuaternario,
polimeros catiénicos y no ionicos y
aniones polivalentes, se pueden formar
geles y precipitados. La naturaleza

catiénica del polimero permite formar
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complejos con farmacos o excipientes de
carga opuesta, con lo cual se modifican
algunas de sus caracteristicas fisico-
quimicas. La reaccion del quitosano con
aniones polivalentes da lugar a uniones
tanto en medio acido, basico y neutro,
originando con estos contraiones la
formacion de geles ionotrépicos de
quitosano. El quitosano se ha estudiado
por su posible papel en la liberacion
controlada de principios activos por su
habilidad para formar geles, pero
tambien, se le ha visto utilidad en formas
de dosificacion de liberacion répida. Se
ha ensayado el polimero con un alto
grado de desacetilacion, como excipiente

para comprimidos, pero esta aplicacion es
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limitada, debido a que no presenta

propiedades reoldgicas y de
compresibilidad adecuadas (1).

Upadrashta y  colaboradores  (2),
incorporaron diltiazem HCI en
comprimidos matriciales de quitosano
con otros excipientes tales como lactosa,
alginato sodico, carbopol 934, &cido
citrico, etc., 'y  estudiaron las
caracteristicas farmacotécnicas de dichos
comprimidos y la influencia de los
excipientes en el perfil de liberacion del
farmaco. Asi, la incorporacién de
carbopol 934 y acido citrico produjo
comprimidos de friabilidad y dureza
mayores que los comprimidos preparados
con quitosano como Unico excipiente. Sin
embargo, el laurilsulfato sédico (LSS) y
la lactosa provocan el efecto contrario.
Comprobaron que la incorporacion de
LSS retrasa la liberacion de diltiazem
HCI y con el aumento de la concentracion

del tensoactivo se reduce el perfil de
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liberacion del farmaco. La presencia de
acido citrico provoca un aumento en la
velocidad de cesion del diltiazem HCI,
debido probablemente a la formacién de
un complejo hidrosoluble quitosano/acido
citrico.

Genta y colaboradores (3), investigaron la
posible utilizacion de quitosano como
agente aglutinante en comprimidos de
maleato de clorfeniramina. Asi, al
incorporar un 2% de este excipiente a la
formulacién se obtienen comprimidos con
buenas propiedades fisicas y un
porcentaje de farmaco disuelto del 75%
en 5 minutos. Pero al incrementar la
proporcion de quitosano hasta un 5% se
produce un retraso en la cesion del
farmaco obteniéndose una disolucion del
30% en el mismo periodo de tiempo. Asi
mismo, al utilizarlo al 2% y al 4% en
comprimidos de sulfametoxazol, se
observa liberacion sostenida in vivo

frente a formulaciones convencionales.
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Concluyeron que la quitina y el quitosano
son vehiculos dtiles para obtener una
liberacion sostenida de algunos farmacos.
Los sistemas microparticulares de
quitosano parecen tener determinadas
ventajas para la administracion oral,
parenteral y sobre mucosas de algunos
farmacos. Tambien han preparado
microesferas de ketoprofeno utilizando
quitosanos de diferentes pesos
moleculares. Al combinar el quitosano de
bajo peso molecular con el de alto peso
molecular obtienen liberacion controlada
de ketoprofeno durante un periodo de mas
de 48 horas. El uso de mezclas de
quitosano permite obtener microparticulas
con buena eficacia de encapsulacion,
independientemente de las proporciones
polimero/farmaco. El retraso en la
liberacion del farmaco es proporcional al
contenido de quitosano en la formulacién

y al grado de desacetilacion del mismo.
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BIOADHESIVOS BUCALES PARA
LA LIBERACION LOCAL Y
CONTROLADA DE FARMACOS Y
SU REPERCUSION EN LAS
ENFERMEDADES

PERIODONTALES

La cavidad bucal, es un ecosistema
abierto y este se encuentra gobernado por
ciertos pardmetros, Ilamados
determinantes ecologicos, entre los cuales
se encuentra la adherencia bacteriana,
caracterizada por un mecanismo mediante
el cual los microorganismos son capaces
de colonizar los tejidos de la cavidad
bucal, y aun mas, en las prétesis dentales.
Las protesis dentales parciales o totales,
generalmente son fabricadas de resinas
acrilicas, las cuales tienen la propiedad de
retener la placa bacteriana debido a las
caracteristicas de porosidad y asperezas
inherentes, lo que contribuye a la
adherencia y proliferacion de

microorganismos; una vez que estos
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comienzan a  proliferar, causan

enfermedades bucales como es la
gingivitis. Cuando la gingivitis no es
tratada a tiempo puede convertirse en una
periodontitis de leve a cronica llegando a
ocasionar la pérdida de piezas dentales
(4).

Estudios recientes revelan a través de
microscopia de barrido electronico, que
las resinas de polimetilmetacrilato, el cual
es el material mayormente utilizado en la
fabricacion de proétesis dentales, sufren
deterioro a través del tiempo, lo que
contribuye a la insercion y proliferacion
de microorganismos en la resina dafiada
causando asi, la inflamacion de la cavidad
de soporte que estd en contacto con la
protesis hasta convertirse en la
denominada Estomatitis Subprotésica (4,
5).

En la actualidad existen muchos
medicamentos que han evolucionado

gracias a la tecnologia genética y la
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biologia molecular, sin embargo, la
administracion oral de estos
medicamentos presentan ciertas
desventajas como agentes terapéuticos
como lo es el metabolismo presistémico e
inestabilidad en medio &cido lo que no
permite su adecuada absorcion en el
organismo. En las ultimas, décadas los
cientificos farmaceuticos en todo el
mundo estan tratando de explorar rutas
transdérmico y transmucosa como una
alternativa a las inyecciones. Entre los
diversos sitios de  transmucosa
disponibles, la mucosa de la cavidad
bucal resulta ser la mas conveniente y un
sitio de facil acceso para la entrega de
agentes terapeuticos, tanto para la entrega
local y sistémica, como las formas de
dosificacion de retencion, ya que tiene
extension de masculo liso, que es
relativamente inmdévil y de abundante
vascularizacion. El acceso directo a la

circulacion sistémica a través de la vena
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yugular interna evita que las drogas pasen
al metabolismo hepéatico como primer
paso que conduce a la alta
biodisponibilidad.

En base a esto, los sistemas de liberacion
local de agentes antimicrobianos para el
tratamiento de enfermedades
periodontales han recibido considerable
atencion durante la Gltima década frente a
las desventajas de la administracion
sistémica.

Los sistemas mucoadhesivos que pueden
ser aplicados y retirados por el paciente

son una buena alternativa reciente. Estos,

son fabricados utilizando diferentes
mezclas de celulosas y derivados
poliacrilicos, para obtener  nuevas

formulaciones que contienen antibidticos
para el tratamiento de enfermedades
periodontales. Un polimero bucoadhesivo
abarca un grupo grande de diversas
moléculas, como lo son los polimeros

hidrogeles, los  copolimeros, los
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polimeros  multifuncionales 'y  los
polimeros tiolados entre otros. En este
trabajo se utilizar& un  polimero
multifuncional como lo es el quitosano,
para la liberacion controlada de
metronidazol, que ademas, de poseer
propiedades bioadhesivas, también sirve
para otras funciones como la inhibicion
de enzimas, permeabilidad entre otros (6,
7).

Perioli y colaboradores (6), estudiaron un
nuevo mucoadhesivo que contiene
metronidazol, para el tratamiento de
enfermedades periodontales. Ya que el
desarrollo de microorganismos en la
cavidad bucal estd gobernado por
bacterias anaerdbicas, el metronidazol es
uno de los medicamentos preferidos por
ser muy selectivo hacia estas bacterias;
ellos encontraron un mucoadhesivo
(Hidroxietil celulosa y Carbomer 940, 2:2
de radio) 6ptimo para la liberacion local

sostenida durante 12 horas de una dosis
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minima (20mg) de Metronidazol, mucho
menor a la concentracion utilizada con la
administracion sistémica (600mg), por lo
tanto concluyeron que las formulaciones
tipo  muchoadhesivo, garantiza la

concentracion terapéutica minima
inhibitoria de las bacterias anaerobias,
disminuyendo asi los efectos secundarios
y la conformidad del paciente, lo que
aprueba un sistema prometedor para la
aplicacion clinica.

Ikinci y colaboradores (7), estudiaron la
combinacion de quitosano con
clorhexidina en bajas concentraciones,
para el tratamiento de Porphyromonas
gingivalis, el cual es una enfermedad
periodontal caracterizada por severa
inflamacion en la cavidad bucal
gobernada por bacterias anaerobias. Esta
formulacién ya sea en forma de gel o en
peliculas, mostro actividad
antimicrobiana frente al P. gingivalis,

viéndose favorecida con el uso del
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quitosano ya que este posee favorables
propiedades de  bioadhesion, es
biodegradable, biocompatible, no toxico y
ademé&s posee actividad antimicrobiana,
esto los llevo a la conclusion de que el
quitosano puede ser un sistema de
liberacion promisorio no sélo para la
clorhexidina, sino también para otras
drogas antibacterianas para el tratamiento
de enfermedades periodontales.

El Metronidazol, es un medicamento que
se viene utilizando desde hace casi medio
siglo para tratar infecciones provocadas
por algunos tipos de bacterias y protozoos
anaerébicos. Es un antibiético y
antiparasitario, que pertenece al grupo de
los nitroimidazoles. Inicialmente, el
metronidazol se emple6 para el
tratamiento de Trichomonas vaginalis y
diez afios méas tarde fue reconocida su
actividad frente a ciertos germenes
anaerobios, protozoarios y contra el

Helicobacter  pylori, la  bacteria
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responsable de la mayoria de las Ulceras y
gastritis cronicas.

En la actualidad el Metronidazol es
utilizado para una amplia variedad de
patologias como abscesos cerebrales,
endocarditis  infecciosas, infecciones
Oseas, articulares, pleuropulmonares y
cutdneas. Se emplea como tratamiento
profilactico en infecciones quirurgicas,
tratamientos de periodontitis y gingivitis,
colitis C y giardiasis (8). Es la droga
patron de los 5-nitroimidazoles, y con la

que se tiene mayor experiencia clinica

(9).

DETERMINACION

ELECTROQUIMICA DEL
METRONIDAZOL

El metronidazol se ha determinado por
espectrofotometria, volumetria,
cromatografia de capa fina, cromatografia
de gases, y cromatografia liquida de alto

rendimiento. Desde el punto de vista
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electroquimico, se han publicado varios
trabajos sobre la electrorreducciéon de
Metronidazol, entre los que destacan los
métodos que emplean Voltametria de
pulso diferencial sobre electrodos de
carb6on vitreo modificados y sin
modificar.

Xiaohua Jiang y Xianggin Lin (10),
utilizaron métodos de voltametria, para
determinar metronidazol en drogas, sobre
un electrodo de carbon vitreo modificado
con ADN de becerro; reportaron un limite
de deteccién de 2,0x10® M, haciendo del
DNA/VCE un biosensor prometedor para
la determinacion de MTZ

Wang y colaboradores (11), plantearon un
método para la determinacion de
Metronidazol en trazas (concentracion
menor a 100ppm), por voltametria
adsortiva de redisolucion, con una
respuesta lineal desde 1x10® a 1x10°M
con 1,5 min de acumulacion. EI método
determinacion

también  mostro, la
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submicromolar de metronidazol en suero
humano P.C.

L4, y colaboradores (12), propusieron un
método electroquimico sencillo y sensible
para la determinacién de metronidazol,
mostrando un limite de deteccion de 6 x
10 mol/L con un tiempo de acumulacion
de 2 min.
Bartlett, y colaboradores (13),
investigaron la reduccion electroquimica
del metronidazol sobre un electrodo de
fibra de carbono en un buffer a pH 9,0.
Este método les ofrecié un procedimiento
sencillo para determinar metronidazol en
la orina sin un tratamiento previo de la
muestra antes del andlisis.

Dado al gran numero de trabajos que
existen sobre el metronidazol como
bactericida  antiprotozoario 'y  su
comportamiento electroquimico, al igual
que el quitosano como biopolimero
versatil en una gran variedad de campos

cientificos y sobre todo su uso como
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sistema liberador de farmacos, el objetivo
primordial de este trabajo es estudiar via
electroquimica  la  liberacion  del
metronidazol  incorporado en una
membrana de quitosano para Su
aplicacion en nuevos campos, entre las
cuales se destaca los sistemas buco-
adhesivos para atacar enfermedades
periodontales como las existentes con la
utilizacion de protesis dentales parciales o
totales. Ademés, estas formas de
dosificacion son auto-administrables vy

econodmicas.

MATERIALES Y METODOS

Para todas la experiencias se empled
Metronidazol 99,9 % puro, gentilmente
cedido por Valmorca C.A, Saliva
Artificial preparada por el departamento
de Farmacia Galénica, Laboratorio de
formulas  magistrales, Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad

de Los Andes (composicion : sorbitol 3%,
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cloruro de potasio 0,012%, cloruro de
magnesio 0,005%, carboximetilcelulosa
0,5%). Quitosano Guinama grado de
desacetilacion
87,97+0,01%, masa
(viscosimetria): 1,41x105 + 0,01KDa
Solubilidad: Acido acético; 99 % 1%.

Todas las soluciones fueron preparadas

(termogravimetria):

molecular

con agua ultrapura de 18 MQ.cm™

CELDAS Y ELECTRODOS

Se utilizd una celda de un solo
compartimiento  termostatizada  con
camisa de reflujo y un un sistema de tres
electrodos; como electrodo de trabajo un
disco de carbdn vitreo de area geométrica
0,0594 cm? para los estudios cualitativos
y otro de 0,0445 cm? para los estudios
cuantitativos. Ambos fueron
cuidadosamente pulidos con alimina de
0,3y 0,05 pum, sometido a ultrasonido por
5 minutos y lavado con agua ultrapura,

finalmente éste fue ciclado en una
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solucion de H,SO4 0,1M en una ventana
de -0,2 a 0,8V, hasta obtener un
voltagrama ciclico estable. Se empled un
electrodo de Ag/AgCl saturado en KCI
como electrodo de referencia y como
electrodo secundario, un electrodo de

platino.

INSTRUMENTACION

Todos los experimentos de voltametria
ciclicay de pulso diferencial se realizaron
con un
Autolab PGSTAT 30, acoplado a una

computadora equipada con el software

potenciostato-galvanostato

adecuado para la adquisicion vy
manipulacion de datos.

Se utiliz6 un termostato Thomas
Scientific para mantener la saliva
artificial a una temperatura de 37 °C.

Los estudios espectroscépicos por IR se
realizaron utilizando un
espectrofotometro Perkin Elmer System

2000. Todas las medidas de pH se
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realizaron con un pH-metro (Thomas
Scientific ts625).

PREPARACION DE PELICULAS DE
QUITOSANO

Para la preparacion de las peliculas de
quitosano, se utiliz6 el método de
evaporacion del solvente. Primero se
(250mL) de

quitosano (Quitosan, Guinama, 87,97%

prepar6 una solucion
de grado de desacetilacion) disolviendo
59 de quitosano en 250mL de una
soluciéon 4acida constituida por é&cido
acetico glacial, la cual debe agitarse
durante 12 horas, hasta la obtencion de un
hidrogel de quitosano &cido. El volumen
total de la solucién fue doblemente
filtrado con papel whatman #1 y luego
con papel whatman #0,45mm, para la
eliminacién de impurezas,
microorganismos o  formacion  de
microésferas de quitosano. Luego, se

prepararon distintas peliculas de diferente
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espesor, incorporandole un solo tipo de

formulacion  farmacéutica  (genérico
ELTER) en forma de tabletas. Las
tabletas fueron trituradas, y se afiadieron
las cantidades necesarias de metronidazol
en volimenes crecientes de solucién de
quitosano (ver tabla 1), agitando hasta

obtener una solucién homogénea.

Tabla I.- Preparacion de las peliculas

Volumen Cantidad Espesor

Pelicula Quitosano de MTZ (mm)
2%pl/v (9)
(mL)
#1 20 0,4 0,043
#2 30 0,6 0,45
#3 40 0.8 0,56
#4 50 1 0,63

Cada solucién fue vertida en placas de
petri y se colocaron en un horno a 50°C
durante 24 horas para eliminar los rastros
de agua. Las peliculas secas fueron

sumergidas en una soluciéon de NaOH

-80-
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0,5% hasta que se desprenden por si
solas, luego fueron enjuagadas con
abundante agua destilada, se les da forma
en un recipiente y se dejaron secar a

temperatura ambiente (Figura 1).

.! 4 ”
/ L 4

¥ “, g 4
Sl o —

-

-

Figura 1. Peliculas de quitosano, obtenidas por el

método de evaporacion

Para el estudio voltamétrico del
metronidazol incorporado en las peliculas
de quitosano, una cantidad dada de la
pelicula, fue sumergido en 3mL de saliva
artificial termostatizada a 37°C y se

registro un voltagrama cada cierto
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tiempo. El contenido de metronidazol fue

obtenido  midiéndose  mediante la
ecuacion de regresion lineal de la curva
de calibracion sencilla. Las peliculas de
quitosano fueron caracterizadas mediante
espectroscopia infrarroja (IR) sin y con la
incorporacion de MTZ, con la finalidad
de comprobar que el MTZ incorporado en
el quitosano, mantiene su estructura
quimica y por ende sus propiedades
farmacéuticas.

Todos los experimentos se realizaron a
37°C. El software del origin-pro 8 fue
utilizado para procesar los datos y para el

analisis de la regresion lineal Ip vs. C.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de  espectroscopia
infrarroja, mostraron que la estructura del
Metronidazol se mantiene intacta, luego
de ser incorporado y sometido al
procedimiento experimental empleado

para formar las peliculas.
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ESTUDIO DE LA REDUCCION
ELECTROQUIMICA DEL MTZ EN
SALIVA ARTIFICIAL

El estudio preliminar de reduccion del
MTZ, se llev0 a cabo mediante

voltametria  ciclica, sumergiendc

electrodo de carbon vitreo en ..
1x10°M de MTZ patrén

(caracterizado por IR) en saliva artificial

solucion

pH 4,8 como electrolito soporte, en una
ventana de potencial de 0,0 a -1,2 V a
25mv/s.

0,5+
4_—-—"_-7

0,0 e

—~~

~N_ .05
=

&)

~ -1,0-

<
3 A
= -1,51

-2,0 T T v T T T T
-2 10 -08 -06 -04 -02 0,0

E vs Ag/AgCI (V)

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

Blanco (saliva artificial)

20+

i(uA/cm?)

-80- B

-100

42 10 -08 06 -04 -02 00
E vs Ag/AgClI (V)

Figura 2: Figura 2: Respuesta voltamétrica del
electrodo de carbén vitreo (0,06cm?) en saliva
artificial (A) y (B) en 0,01 M de MTZ a 25 mv/s 'y
saliva artificial pH= 4,8 como electrolito soporte a
37°C.

En la figura 2A, se muestra el voltagrama
ciclico obtenido en saliva artificial usada
como blanco, lo cual muestra que la
misma puede ser utilizada como
electrolito soporte ya que presenta buena
conductividad eléctrica y la ausencia de
procesos de reduccion en la ventana de
trabajo, indica que no existe interferencia

con la respuesta electroquimica del MTZ.
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En el voltagrama de la figura 2B, muestra
una sefial de reduccidon que presenta un
pico a -0,75V durante el primer barrido
catddico. La ausencia de picos de
oxidacion en el barrido inverso incluso a
distintas velocidades de barrido (25 a 100
mv/s), indica la naturaleza totalmente
irreversible de la reduccién del MTZ (13).
Este pico de reduccion es atribuido a la
reduccion de cuatro electrones para
transformar el grupo nitro en un derivado
de hidroxilamina, acorde al mecanismo
aceptado para la electroreduccion de
compuestos ~ aromaticos y  nitro

compuestos heteroaromaticos (14).

R-NO; + 4¢ + 4H" —» R-NHOH + H,0

Obtenida la ventana de potencial por
Voltametria ciclica, se procedi6 a realizar
la determinacion electroquimica de MTZ,
utilizando la técnica de Voltametria de

pulso diferencial, ya que la misma es

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

mucho mas sensible y tiene menores
limites de deteccion. El electrodo de
carbon vitreo fue sumergido en
soluciones patron de MTZ a diferentes
concentraciones, las cuales se variaron
entre 0,3 y 8 mM disueltos en saliva
artificial pH 4,8 como electrolito soporte,
para cada solucion se obtuvo la respuesta
voltamétrica en una ventana de 0,0 a -1,2
V a 10mv/s como se muestra en la Figura
3.

04 __Conc. (M)

; ~4x10*

-100- ~6x10™

NA 4

£ 8x10

19 -200 210"

| a5 ~4x10°

a 6x10°

4004 8x10°
-500

42 10 08 06 04 02 00
E vs Ag/AgCI(V)

Figura 3. Voltagrama de pulso diferencial de
MTZ patrdn a diferentes concentraciones en saliva
artificial pH 4,8 a 37°C. Amplitud= 100mv, ancho
de pulso 25ms, velocidad de barrido= 10mvi/s.
Area del electrodo: 0,0445cm?.
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Se prepararon cuatro peliculas de
quitosano con el mismo contenido de
MTZ (2%) pero de distinto espesor
(Tabla 1), con el fin de wver el
comportamiento de liberacién del MTZ
variando este parametro. Una cantidad
dada de cada una, fue sumergida en 3 mL
de saliva artificial, simulando las
condiciones bucales como son
temperatura  (37°C) y pH 5-7. El
contenido de metronidazol que fue
liberado “in situ”, fue medido con el
electrodo de carbon vitreo el cual era
sumergido en el tiempo preciso en el cual
se requeria realizar la medida, la cual se
realizd en intervalos de 30 minutos y de
24 horas. Utilizando la técnica de
voltametria de pulso diferencial (cuyos
parametros ya fueron optimizados) se
realizd la reduccion electroquimica cuyos

voltagramas se observan en la figura 4.

Tabla Il. Espesor de las membranas

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

Pelicula Volumen de Espesor (mm)
hidrogel
de quitosano (ml)
#1 20 0,043
#2 30 0,45
#3 40 0,56
#4 50 0,63

En la figura 4, se observan los
voltagramas de pulso diferencial tipicos
de las distintas peliculas de quitosano que
contenian el MTZ de origen farmacéutico.
Para la primera pelicula se realizaron
medidas de cada media hora y de cada 24
horas, el resto de las peliculas so6lo se le
hicieron medidas de cada media hora. Las
medidas fueron realizadas por triplicado
en momentos distintos, esto se realiz6 en
una ventana de potencial de 0,0a-1,2V a
10mv/s. A partir de los voltagramas se
observa que hay un aumento gradual de la
corriente de pico catddico, lo que indica
que en efecto el metronidazol se esta
liberando desde la matriz del quitosano
hacia el seno de la solucién. También se

aprecia que el quitosano no presenta
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actividad redox en la ventana de trabajo

lo cual facilita el estudio y la
determinacion electroquimica del
farmaco.

-100+

-200

ip(nA)

-300

-12 10 -08 -06 -04 -02 00

E vs Ag/AgCI(V)

Figura 4. Figura 4. Reduccidn electroquimica de
MTZ liberado en el tiempo desde una pelicula de
quitosano, en 3mL de saliva artificial pH 4,8 a
37°C; para todas las peliculas la forma de la
respuesta voltamétrica fue similar.

La corriente de pico catdédico obtenida

para cada muestra problema, fue

promediada e interpolada en una curva de

calibracidn sencilla.

Tabla I11. Desprendimiento del MTZ, en el tiempo

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

Pelicula t (min) p conc masa % MTZ
(HA) (mM) liberada liberado
(mg)

#1 30 187,6 4,13 2,12 0,309
m= 13,7 60 202,6 4,54 2,33 0,340
mg 90 225,3 5,15 2,64 0,380

120 249,0 5,79 2,97 0,430
150 275,0 6,49 3,33 0,480
180 2846 6,76 3,47 0,506

#1 24 261 6,12 3,14 0,450
m= 138 48 326 7,87 4,04 0,580
mg 72 419 10,4 5,34 0,770

96 11,9 6,11 0,880

Como se observa en la tabla Ill, para la
pelicula #1, el desprendimiento del
metronidazol en el tiempo es sostenido y
controlado hasta 96 horas (4 dias), ya que
la concentracion en el seno de la solucion
aumenta  gradualmente,  liberandose
aproximadamente la misma cantidad de

farmaco por unidad de tiempo.

Tabla I'V. Efecto del espesor de la membrana en la
velocidad de liberacion del MTZ
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Pelicula t p conc masa %
(min) (HA) (mM) liberada MTZ
(mg)
#2 30 324 0,065 0,033 0,005
m= 60 115 16 08 012
13,63mg
9 180 3,6 19 0,27
120 235 5,24 27 0,39
150 277 6,53 34 0,49
180 349 8,73 45 0,65
30 % 0,93 0,47 0,07
#3 60 125 1.87 0,96 0,14
m= 90 194 3,98 2,0 0,31
13,4mg
120 235 5,24 27 0,40
150 264 6,14 31 0,47
180 290 9,93 3,56 0,53
#4 30 10,7
m= 60 275
13,8mg 90 82,9 0,58 0,30 0,04
120 135 2,2 11 0,16
150 205 43 2.2 0,32
180 259 5,9 31 0,44

Este tipo de liberacion, presentan una
cinética de orden cero, y es el mecanismo
de liberacion ideal cuando se quiere
conseguir una accion farmacoldgica
prolongada. Este comportamiento de
liberacion se puede describir mediante la

siguiente ecuacion:

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

Q: = Qo+ Kot

Donde Qt es la cantidad de farmaco
liberado en el tiempo t, QO es la cantidad
de farmaco inicial de farmaco en
solucion, que generalmente es cero y KO
es la constante de velocidad en la cinética
de orden cero, de esta forma una gréfica
de la cantidad de farmaco liberado en
funcién del tiempo para cada pelicula sera
lineal si cumple con las condiciones antes
mencionadas como se observa en la
Figura 5.

En la tabla 111, también se observa que en
tan solo 30 minutos se alcanza una
concentracion de 2,12x10° M de MTZ
liberado, lo que es igual a 2,12 mg en
3ml de saliva artificial, y la cantidad
minima para inhibir bacterias anaerobias
esta entre 0,25 a 4 pg/mL (14), por lo que
la cantidad liberada en 30 minutos esta
por encima del valor minimo para una
dosis terapéutica y por debajo del valor

toxico, esto garantiza que el MTZ

-86-



ACTA BIOCLINICA
Trabajo de Investigacion

B. Arias y Col

Volumen 2, N°3, Enero-Junio 2012

Depodsito Legal: PP1201102ME3815

ISSN: 2244-8136

Copyright: © ULA 2012

desprendido va a actuar de manera eficaz
hacia este tipo de bacterias en el
tratamiento  local de enfermedades
bucales.

Se estudié el efecto del espesor de las
peliculas sobre liberacion del
metronidazol, variando los volimenes de
quitosano. Los valores obtenidos son
resumidos en la tabla 1V, donde se
observar como efectivamente las peliculas
medicamento en

liberan el menor

proporcion,  evidenciandose en la
disminucion de las corrientes de pico
catddico en las primeras tres medidas para
las tres peliculas debido a la mayor
distancia que debe recorrer el farmaco
para atravesar la matriz de quitosano (13,
14). Sin embargo, un comportamiento
anomalo de liberacion ocurre de la misma
forma en las tres peliculas después de
transcurrir los primeros 120 minutos, y
cuya explicacion se dara a continuacion

observando los perfiles de liberacion de

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

cada pelicula utilizando la ecuacion 1
(Figura 5).

Tomando de la tabla Il y IV la
concentracion de farmaco liberado en
funcion del tiempo, la velocidad de
liberacion del metronidazol dada por la
pendiente de cada curva de la figura 4.12
y al multiplicar por el peso molecular del
MTZ y el volumen de la solucidn, se
obtiene la masa liberada en el tiempo.
Estos resultados son resumidos en la tabla

V que se muestra a continuacion.

7,04
6,5 -
6,04

5,5

(a)

[MTZ] mM

4,0

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t (min)
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Figura 5. Perfiles de liberacion de las membranas.
En a) Liberacion de metronidazol de la membrana
la, en b) liberacion de metronidazol de la
membrana 1b y en c) Comparacion de la
Liberacion de metronidazol de las membranas 2,3

y 4.

Tabla V. Velocidad de liberacién de las membranas de

quitosano
Pelicula Velocidad de Masa
liberacion Liberada

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

(n.L.Ymin™).10° (mg.min™)
#1 (cada %2 h) 0,01870 0,0096
#1 (Cada 24h) 0,08720 0,045
#2 0,06104 0,031
#3 0,04596 0,024
#4 0,05691 0,029

Como se observa en la tabla V, las
velocidades de liberacion obtenidas para
las peliculas 2,3 y 4 no fue el esperado, ya
que lo esperado era, una disminucién
continua de la velocidad de liberacion
debido al aumento en el espesor de las
peliculas. Este comportamiento puede
deberse a factores que afectan
enormemente la liberacion de principios
activos en polimeros como son; la
hidratacion y la hidrofilicidad del
polimero, el cual viene dado por el grado
de hinchamiento y que a su vez viene
dada por la incorporacién del liquido en
el interior de la matriz, producto de la
diferencia de potencial quimico del
disolvente dentro y fuera de ella, que

provoca una dilatacion de la misma, el
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cual se le opone una fuerza eléstica-
retractil a la penetracién del solvente, esto
puede ser la causa por el cual al principio
las corrientes obtenidas para estas tres
peliculas son mas pequefias, y una vez
que las cadenas poliméricas son relajadas
por la penetracion del solvente y pierden
sus propiedades mecanicas de elasticidad,
el farmaco se libera de forma incontrolada
(efecto estallido) y a mayor velocidad,
por ello las velocidades de liberacion se
asemejan, ya que, cuando se alcanza el
equilibrio de hinchamiento se igualan la
fuerza de hinchamiento y la fuerza
elastica-retractil y el farmaco se libera
aproximadamente en la misma proporcion
(13, 14). Este supuesto, puede verificarse
utilizando dos modelos matematicos;
modelo de Higuchi y el modelo de
Kormsmeyer Peppas (12, 13, 14).

El primer modelo describe la liberacion
del farmaco como un proceso de difusion

a través de la matriz de polimero basado

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

en la ley de Fick, y viene descrita por la

siguiente ecuacion:

Q=KH t?

Donde Q es la cantidad de farmaco
liberado y KH es la constante de
disolucion de Higuchi.

El segundo modelo es especialmente (til
cuando se desconoce el mecanismo de
liberacion o cuando ésta ocurre por mas
de un mecanismo, y viene descrita por la

siguiente ecuacion:

Log Mt/Meco= Log K+ n Log t

Donde Mt es cantidad de farmaco
liberado a tiempo t, Mo es la cantidad de
farmaco que se liberaria a tiempo infinito
(por tanto, Mi/Mw es la fraccion de
farmaco liberado a tiempo t), K es la
constante del sistema y n es el exponente

difusional. Segun los valores que tome n
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se pueden definir distintos mecanismos de
transporte.

Utilizando estos dos modelos, para definir
cual es el mecanismo que siguid cada
pelicula para la liberacion del farmaco y
utilizando los valores de las tablas IV y
V, se obtuvieron los siguientes resultados

resumidos en la tabla VI.

Tabla VI. Cinética de disolucion/liberacion de las
peliculas de quitosano de distinto espesor

Pelicula de Higuchi Korsmeyer - Peppas
quitosano
2%p/V Ky R? Ku R? n
#1 0,18 0,9857 0,23 0,9898 04
#2 0,55 09748 0,0004 09738 15
#3 0,41 09755 0,0025 09904 1,2
#4 0,72 09923 32x10° 10,9892 34

La tabla VI muestra para el modelo
Higuchi, valores altos de correlacion, lo
que indica que las cuatros peliculas
siguen un mecanismo de difusion para la
liberacion del principio activo. Para el

tipo de difusién, el modelo de

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

Korsmeyer-Peppas muestra los valores
del coeficiente difusional (n) que indican
que en efecto, las tres dltimas peliculas
presentaron diferentes comportamientos,
respecto a la difusion Fickiana que
presento la pelicula #1 con n=0,4. En la
tabla VII, se resumen los tipos de difusion
de cada pelicula segin los valores del
coeficiente de difusion obtenidos (14).

Tabla VII. Tipo de difusién de las membranas de
distinto espesor

Pelicula n Tipo de difusion

#1 0,4 Difusién Fickiana, el principio
activo se libera de manera
constante desde la matriz del
polimero.

#2 1,5 Difusién no Fickiana, denominado

#3 1,2 “transporte caso II”. Este tipo de
difusion estd controlada por el
hinchamiento y la relajacion de las
cadenas del polimero

#4 3,4  Esunadifusion con tiempos de

liberacién muy elevados y a este
tipo de transporte lo denominan

“transporte Supercaso 11”

Como se observa en la tabla VII, los datos

cuantitativos indican que la liberacion del
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farmaco en las peliculas 2, 3 y 4 se
asocian a un mecanismo de difusion
anomalo (no Fickiano) por efecto de
relajacion de las cadenas del polimero y
pérdida de las propiedades mecanicas del
mismo, obteniéndose asi, una liberacion
sostenida en el tiempo s6lo para la
pelicula de menor espesor (0,043mm),
liberando el farmaco a una velocidad de
0,0096 mg.min™,

CONCLUSIONES

1.- El uso de la técnica de voltametria
ciclica como estudio preliminar, demostro
que la saliva artificial es un buen medio
electrolitico para llevar a cabo la
reduccion del metronidazol en una
ventana de potencial de 0,0 a -1,2 V vs
Ag/AgCl y que el sistema se comporta de
forma irreversible en estas condiciones.
2.- La determinacion de metronidazol
(MTZ) mediante la técnica de voltametria

de pulso diferencial, permitié calcular de

Recibido: 13-11-2011

Aceptado: 17-2-2012

manera sencilla los pardmetros de calidad,
obteniéndose un rango lineal entre 0,3y 8
mM, con un limite de deteccion de
1,22x10*M y un limite de cuantificacién
de 4,07x10™. Estos resultados permiten
proponer el uso de ésta técnica para la
determinacion de MTZ a nivel de
farmacos.

3.- Para una pelicula de 0,043 mm de
espesor, y ajustando el perfil de liberacién
a las ecuaciones sencillas de Higuchi y
Korsmeyer Peppas, el principio activo fue
liberado siguiendo un mecanismo de
difusién (cinética de orden cero) a través
de la pelicula de quitosano. Este resultado
resulta conveniente en la odontologia para
atacar uniones estrechas que se
encuentran en el epitelio de la cavidad
bucal y que son de dificil acceso.

4.- Los perfiles de liberacion ajustadas a
las ecuaciones simplificadas de Higuchi y
Korsmeyer Peppas para peliculas de

quitosano de mayor espesor, mostraron
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una liberacion anomala del principio
activo dada por una difusién no Fickiana
y relajacion de las cadenas poliméricas.

5.- La velocidad de liberacion del
metronidazol desde una pelicula de
quitosano  puede ser  determinada

utilizando técnicas electroquimicas.
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