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Resumen
La candidiasis orofaringea es la enfermedad flungica mas prevalente en el mundo. Las
formulaciones de nistatina utilizadas para su tratamiento tienen varias desventajas, incluyendo un
tiempo de residencia bajo y baja biodisponibilidad en el sitio de la infeccion. El objetivo de este
trabajo fue preparar y caracterizar peliculas de polielectrolitos de quitosano-goma arébiga y
quitosano-4cido poligalacturonico cargadas con nistatina mediante la técnica "Solvent-Casting",
para lograr un sistema mucoadhesivo de liberacion sostenida para la cavidad oral. Las peliculas
obtenidas fueron caracterizadas para determinar la interaccion entre los polimeros, sus
caracteristicas morfoldgicas, capacidad mucoadhesiva y cinética de liberacion del farmaco. La
morfologia de las peliculas fue determinada por microscopia electrénica de barrido, y la
interaccion entre los polimeros fue evaluada mediante espectroscopia infrarroja de transformada
de Fourier, calorimetria de escaneo diferencial y andlisis termogravimétrico. Ademas, su
actividad antimicrobiana de la pelicula fue probada contra tres cepas de dos especies de Candida
y la capacidad de mucoadhesion fue determinada en un modelo in vitro. Las peliculas obtenidas
mostraron capacidad de mucoadhesion y una liberacién sostenida explicada por el modelo
Korsemeyer-Peppas. Ademas, se encontrd una actividad antimicrobiana significativa. Estos
hallazgos indican que las peliculas basadas en complejos polielectrolitos son un sistema plausible

de liberacién de nistatina para la cavidad oral.



Abstract
Oropharyngeal candidiasis is the most prevalent fungal disease in the world. The formulations of
nystatin used for its treatment have several disadvantages, including a low residence time and
low bioavailability at the infection site. This study aimed to prepare and characterize
polyelectrolyte films of chitosan-gum Arabic and chitosan-polygalacturonic acid by the
“Solvent-Casting” technique loaded with nystatin to achieve a mucoadhesive and sustained
release system for the oral cavity. The obtained films were characterized to determine the
interaction between the polymers, their morphological characteristics, mucoadhesive capacity,
and release kinetics of the drug. The films’ morphology was determined by scanning electron
microscopy, and the interaction between the polymers was evaluated by infrared spectroscopy,
differential scanning calorimetry, and thermogravimetric analysis. Additionally, the film’s
antimicrobial activity was tested against three strains of two Candida species. The obtained films
showed mucoadhesion capacity and a sustained release of the drug explained by the
Korsemeyer-Peppas model. Also, significant antimicrobial activity was found. These findings
indicate that polyelectrolyte complex-based films are a plausible nystatin release system for the

oral cavity.



CAPITULO I: INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la candidiasis orofaringea
(CO) es la infeccion fungica més prevalente en el mundo (WHO, 2014). Esta ocurre cuando la
levadura causal se adhiere y penetra en el tejido de la mucosa oral (Carmello et al., 2016). A
pesar de que existen diversas especies de Candida que pueden ocasionar este padecimiento tales
como C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. kefyr, C. parapsilosis, C. stellatoidea, and C.
tropicalis que han sido aisladas de pacientes con CO (Hellstein & Marek, 2019), méas del 80% de
los casos diagnosticados son causados por Candida albicans debido a su capacidad de

adherencia y mecanismos de patogenicidad (Millsop & Fazel, 2016).

Existen diversos factores que pueden predisponer al desarrollo de CO como el uso de
dentaduras, inhaladores de corticoesteroides, leucemia, desnutricion, diabetes, quimioterapias,
radioterapias y el uso de fAirmacos inmunomoduladores, anticolinérgicos, antibiéticos de amplio
espectro y estados de inmunosupresion como el causado por el Virus de la Inmunodeficiencia

Humana (VIH) (Bedair et al., 2012).

Los pacientes VIH positivos son de particular relevancia ya que cuentan con diversos
factores de riesgo para el desarrollo de este padecimiento como un conteo bajo de linfocitos
TCD*, carga viral y factores locales como xerostomia. Debido a estos factores se estima que
cerca del 50% de los pacientes VIH positivos son portadores de especies de Candida (De Araljo
et al., 2018; Goulart et al., 2018) y entre el 80 y 90% de ellos desarrollan CO en alguna etapa de

la enfermedad (Vazquez, 2010).



Un estudio reciente identifico la prevalencia y factores asociados a la colonizacion de
Candida y candidiasis bucofaringea en nifios y adolescentes VIH positivos Se encontr6 una alta
prevalencia para la colonizacion en mas del 50% de los pacientes. Los factores que se asociaron
con la colonizacion fueron: sexo masculino, alta carga viral, bajo conteo de linfocitos TCD** y
tener menos de tres afios en terapia antirretroviral de gran actividad (Castillo-Martinez et al.,

2018).

La nistatina (NIS) es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la CO, es obtenida a
partir de Streptomyces noursei y tiene un efecto fungicida contra Candida spp.; el tratamiento
con NIS ha probado ser efectivo para disminuir o prevenir la adherencia de la levadura a las
células epiteliales, evitando la colonizacion y por lo tanto el riesgo de infeccion (Flattery et al.,
1996). Debido a que este farmaco no se absorbe en el tracto gastrointestinal, y a que su
administracion parenteral es considerablemente toxica (Reis et al., 2016), su uso clinico esta
restringido a aplicaciones locales en infecciones superficiales. La mayoria de los pacientes son
tratados con suspensiones, trociscos o tabletas orales, estas formulaciones requieren de varias
aplicaciones al dia debido al corto tiempo de residencia en la mucosa y una baja
biodisponibilidad por la dilucion con la saliva; otras desventajas incluyen un sabor desagradable,

consistencia viscosa y baja solubilidad (Scheibler et al., 2017)

Datos sin publicar de un estudio de seguimiento de Castillo-Martinez et al. en 2018
revelaron que se han utilizado 6vulos vaginales de manera empirica para el tratamiento de la CO
en pacientes VIH positivos, obteniendo mejores resultados que con las formulaciones
convencionales. Sin embargo, las propiedades organolépticas de los vulos vaginales no son

adecuadas para la administracion bucal. Por lo que es necesaria una formulacién que sea retenida



en el sitio de la infeccion y libere NIS de forma sostenida, con mejores propiedades

organolépticas de manera que sea comoda para los pacientes.

Una de las mayores preocupaciones en el tratamiento de infecciones en la actualidad es la
resistencia a antibidticos, que ha obligado a la busqueda de estrategias que aseguren el
mantenimiento de niveles adecuados del farmaco in situ, logrando un mejor efecto
antimicrobiano. Una de estas ha sido el desarrollo de formas farmacéuticas bioadhesivas basadas

en polimeros naturales (Hearnden et al., 2012).

Los polimeros naturales son aquellos derivados de fuentes renovables y estan formados
de polisacaridos, proteinas, lipidos, polifenoles, entre otros (A. George et al., 2019).
Recientemente han tomado relevancia en el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos
debido a su disponibilidad, compatibilidad y degradacién en condiciones naturales y fisioldgicas,
permitiendo que sean utilizados en aplicaciones bioadhesivas (Bierhalz et al., 2012; Inamdar et

al., 2014).

El fendmeno de mucoadhesion ha sido estudiado extensamente en las décadas recientes.
Esta propiedad ha sido incorporada a formas farmacéuticas para incrementar el tiempo de
residencia en el sitio de absorcién, mejorando la efectividad del farmaco. Una de las estrategias
utilizadas para lograr estas caracteristicas es el uso de complejos de polielectrolitos (PEC)

(Bourganis et al., 2017; Kilicarslan et al., 2018a; Wu et al., 2020)

Los PEC son redes con estructura no permanente resultante de la mezcla de dos
polimeros (polielectrolitos) con cargas eléctricas opuestas (polication y polianion) en una
solucion. Esta mezcla genera una asociacion espontanea debido a interacciones electrostéticas,

fuertes pero reversibles. La formacion y estabilidad de los PEC depende de varios factores tales



como el grado de ionizacion de cada polielectrolito, la densidad de cargas, concentracion de los
polielectrolitos y la naturaleza de los distintos grupos idnicos (Bhattarai et al., 2010; M. George

& Abraham, 2006).

El quitosano (QUI) es el polication principal utilizado para generar estos complejos; es
un derivado desacetilado de la quitina que puede obtenerse en diversos pesos moleculares y
grados de desacetilacion. Este posee grupos cationicos amino que pueden interactuar
electrostaticamente con los grupos anidnicos de otros polimeros para formar PEC. Algunos de
los polianiones mas utilizados incluyen al alginato de sodio, carragenina, carboximetil celulosa,
pectina, acido poligalacturénico (APG) y goma arabiga (GA). Estos han sido utilizados
recientemente para desarrollar sistemas de liberacion de farmacos diversos dependiendo de las

propiedades requeridas (Mirti¢ et al., 2020).



1.1 Antecedentes

Desde inicios de la década de 1980, ha existido interés en el desarrollo y uso de formas
farmacéuticas que se adhieran a una superficie biologica (bioadhesivas) que permitan prolongar
el tiempo de contacto en las diversas partes de las mucosas durante la administracién de un

farmaco mejorando la absorcién del mismo (J W Lee, J H Park, 2000).

El concepto de mucoadhesion fue propuesto por el profesor Joseph R. Robinson de la
universidad de Wisconsin en 1986 como una estrategia para prolongar el tiempo de permanencia
de un farmaco en la superficie del ojo, sin embargo, estudios posteriores demostraron su utilidad
para la administracién de principios activos en otras mucosas (Bernkop-Schniirch, 2005;

Salamat-Miller et al., 2005).

La primer formulacién mucoadhesiva de la que se tiene registro fue desarrollada por
Nagai en 1984 para el tratamiento del cancer cérvico uterino y estaba hecha a base de
Hidroxipropil celulosa y carbopol 934, posteriormente demostré un aumento en la
biodisponibilidad de la insulina en pruebas con una forma mucoadhesiva nasal en perros (Tsuneji

Nagai, 1985; Tsuneji Nagai et al., 1984).

Estos primeros trabajos en la administracion de farmacos a base de bioadhesivos
utilizaban “una plataforma no especifica” de polimeros considerados seguros por las agencias
reguladoras, sin embargo, carecian de la capacidad de adhesion y no poseian propiedades

fisicoquimicas ideales para la liberacion controlada de farmacos (Salamat-Miller et al., 2005)

Esto llevo a la realizacion de estudios referentes a las propiedades de los polimeros que

por su seguridad pueden ser utilizados para la formulacién de mucoadhesivos, donde se



determind que existen diversos factores que afectan la mucoadhesividad, como el pH del medio

y grosor de la capa de mucinas (Needleman & Smales, 1995).

En afos recientes se ha buscado desarrollar formas mucoadhesivas mediante el uso de
polimeros que permitan controlar la liberacion de farmacos y de esta manera obtener formas de

liberacion prolongada o controlada (J W Lee, J H Park, 2000)

Ameye y colaboradores describieron los beneficios del uso de una formulacion
bioadhesiva bucal de nistatina, mediante el uso de tabletas mucoadhesivas determinaron que la
liberacion sostenida de nistatina en la cavidad oral por la erosidn de las tabletas en un periodo de
8h era significativamente mas efectiva en la prevencién de colonizacion microbiana (Ameye et

al., 2005)

En 2015 Vea y colaboradores del Laboratorio de Biofarmacia de la Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja California desarrollaron
formulaciones de tabletas bioadhesivas a base del polimero bioadhesivo (Policarbofil) y el
polimero hinchable (HPMC), para la liberacién de dexametasona para prevenir y combatir la
inflamacion en los tejidos afectados después de una intervencién quirurgica odontolégica. Su
formulacién 6ptima logré liberar cerca del 100% del farmaco a las 12 horas y present6 un tiempo

de bioadhesion in-vitro de 5 horas (Vea, 2015).

Estudios previos han demostrado las ventajas del uso de Quitosano como un polimero
base para la formulacion de sistemas de liberacion bucales, en 2016 Lena y Alyona compararon
las propiedades de matrices formadas por diversos materiales para la liberacion de

antimicrobianos en la cavidad bucal. Se encontré que el Quitosano cuenta con excelentes



propiedades fisicas y osmoticas que lo hacen ideal para la formacion de peliculas para liberacion

de antimicrobianos (Lena & Alyona, 2016).

El uso de complejos de polielectrolitos para la formulacion de peliculas bioadhesivas ha
sido estudiado previamente en aplicaciones odontoldgicas, Kassem et al. en 2013 desarrolld
peliculas de quitosano-alginato y quitosano-pectina cargados de tetraciclina para su aplicacion en
cavidades bucales de pacientes con infecciones severas; determinaron que mediante el uso de
estas peliculas se prolongo la actividad antibacterial a lo largo de un periodo de 21 dias
acelerando significativamente la recuperacion del paciente, sin embargo estas formulaciones

carecieron de propiedades mucoadhesivas (Kassem et al., 2015b).



1.2 Justificacion

En todos los casos de infecciones es deseable lograr una liberacion del farmaco de
manera sostenida para mantener concentraciones por encima de la minima inhibitoria de manera
prolongada, logrando de esta forma la eliminacion del microorganismo patdgeno. Este principio

aplica especialmente a las infecciones en la cavidad bucal.

La candidiasis orofaringea es un padecimiento con alta prevalencia que afecta en especial
a los pacientes VIH positivos, las formas farmacéuticas disponibles actualmente para el
tratamiento de este padecimiento tienen limitaciones importantes respecto al tiempo de
residencia en el sitio de la infeccion, propiedades organolépticas y biodisponibilidad del farmaco,
por lo que el desarrollar sistemas mucoadhesivos para la liberacion sostenida de nistatina en la
cavidad bucal representaria una alternativa que podria auxiliar en el tratamiento de esta infeccion
micotica.
1.3 Hipodtesis

Las peliculas de PEC de QUI-APG y QUI-GA liberan de forma sostenida NIS en
condiciones similares a las bucales y presentan caracteristicas de mucoadhesion superiores a las

formulaciones convencionales.

1.4 Objetivo General
Disefar, preparar y caracterizar sistemas de complejos de polielectrolitos a base de los
biopolimeros quitosano, goma arabiga y acido poligalacturonico para la liberacion sostenida de

nistatina en la cavidad bucal.



1.5 Objetivos Especificos.

1.

Sintetizar films con los polimeros quitosano, goma arabiga y acido poligalacturénico
cargando in situ nistatina mediante la técnica “Solvent-Casting”.

Caracterizar los films obtenidos mediante Espectroscopia Infrarroja de Transformada de
Fourier (FTIR).

Caracterizar los films obtenidos por Calorimetria de Escaneo Diferencial y
Termogravimetria (DSC-TGA).

Determinar la morfologia y tamafio de los films obtenidos, por Microscopia electronica de
barrido (SEM).

Determinar el grado de hinchamiento de los films mediante la técnica de peso.

Realizar estudios de mucoadhesion de los films utilizando mucosa de intestino de conejo.
Determinar la cinética de liberacion de nistatina en ambas formulaciones desarrolladas.
Realizar estudios in vitro de inhibicion microbiana de los films con diversas cepas de

Candida.



CAPITULO II: TEORIA GENERAL
1.1. Candidiasis Orofaringea
Las candidiasis son infecciones oportunistas causadas por levaduras del género Candida.
Estas se producen comunmente como una infeccion secundaria en individuos
inmunocomprometidos. Las levaduras forman parte de la microbiota normal de la cavidad oral,
el tracto gastrointestinal, el pene, vagina y otras partes del cuerpo, sin embargo, pueden volverse

patogenas cuando se dan condiciones favorables (Spampinato & Leonardi, 2013).

La candidiasis orofaringea es la infeccién micética mas frecuente del mundo en la
actualidad, se manifiesta como manchas blancas en la lengua, garganta y otras zonas de la boca y
se ve acompariada de sintomas como odinofagia y disfagia. Su clasificacién incluye la
pseudomembranosa, eritematosa y cronica hiperplasica. La pseudomembranosa es frecuente en
pacientes cronicos y lactantes. Se presenta en forma de placas blancas, blandas y ligeramente
elevadas, con mayor frecuencia en la lengua y la mucosa bucal. Las placas consisten en masas
enmarafiadas de hifas fangicas con epitelio descamado entremezclado, restos necroticos,
queratina, leucocitos, fibrina y bacterias. Esta placa blanca, al limpiarse, deja una zona

eritematosa (Holmstrup & Axéll, 1990).

La candidiasis eritematosa se produce como consecuencia del uso de antibioticos de
amplio espectro o de corticosteroides. Las lesiones se presentan como areas eritematosas
constantemente dolorosas junto con atrofia papilar central de la lengua. También se conoce como
lesion del beso cuando el paladar esta implicado y presenta eritema debido al contacto con la

lengua (Patil et al., 2015).

La candidiasis hiperplasica cronica, también conocida como leucoplasia candidiésica, se

caracteriza por que las personas presentan placas blancas firmes y persistentes en labios, lengua



y mucosa bucal. Estas placas pueden ser homogéneas o nodulares y persistir durante afios.
Cuentan con un potencial premaligno que frecuentemente se convierten en lesiones cancerigenas

(Shah et al., 2017).

Alrededor del 80% de estas infecciones son causadas por Candida albicans, aungue las
infecciones por Candida no albicans (Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei,

Candida dubliniensis) son cada vez mas frecuentes (Ghaddar et al., 2020).

1.1.1. Candida albicans
Candida albicans es una levadura dimdrfica con caracteristicas de adhesion y virulencia
superiores a otros miembros del mismo género. Es un microorganismo patdégeno ubicuo que se
encuentra frecuentemente en la piel y mucosas de personas sanas. A pesar de que las infecciones
comunes por C. albicans son facilmente tratables, las infecciones sistémicas, frecuentemente de
caracter nosocomial, tienen una elevada tasa de mortalidad. El farmaco de eleccion para el
tratamiento de las infecciones por C. albicans en piel y mucosas es la nistatina (Mayer et al.,

2013).

1.1.2. Nistatina

La nistatina fue el primer antimicotico especifico disponible para uso humano, fue
descubierto en 1949 por Hazen y Brown en el Laboratorio de Salud del Estado de Nueva York,
de ahi el nombre de nistatina (Nystatin en inglés) (Hazen & Brown, 1951). La nistatina es un
antibidtico polieno producido por Streptomyces noursei y Streptomyces albidus. Se trata de un
antibidtico tetraeno con una fraccion de dieno conjugado y otra de tetraeno conjugado en la
molécula (Figura 9). También contiene una fraccion de azucar, la micosamina, en su
composicion. Tiene una estructura y mecanismo de accion similares a los de la anfotericina B,

pero su toxicidad sistémica asociada ha limitado el uso de la nistatina a aplicaciones topicas. Es



insoluble en agua y no se absorbe a través de la piel, mucosas o el tracto gastrointestinal

(Getzsche & Johansen, 2014).

Figura 1. Estructura de la Nistatina.

La nistatina es un agente antifingico con actividad fungistética y fungicida in vitro.
Actla uniéndose de forma irreversible a los esteroles de la membrana de las especies
susceptibles de Céandida, lo que provoca un cambio en la permeabilidad de la membrana y la

consiguiente fuga de componentes intracelulares esenciales (N.-H. Park et al., 2017).

Las formulaciones disponibles de este farmaco incluyen suspensiones, colutorios y
trociscos, estas tienen un tiempo de residencia limitado en el sitio de la infeccidn, por lo que es
dificil mantener niveles por arriba de la concentracion minima inhibitoria. Esta problematica ha
obligado a la busqueda de estrategias que faciliten el cumplimiento terapéutico por parte de los
pacientes y garanticen niveles adecuados de nistatina en la cavidad oral (Pérez-Sayans et al.,

2021).



2.1. Caracteristicas de la Mucosa Oral

La cavidad oral se encuentra recubierta por una membrana mucosa que consiste de dos
capas: un epitelio y tejido conectivo subyacente (la lamina propia). Esta mucosa es nombrada e
identificada de acuerdo a su localizacién y son descritas actualmente tres tipos: masticatoria, de
revestimiento y mucosa especializada.
La mucosa masticatoria tiene un grosor de 100 a 200 pm, es aproximadamente el 25% del total y
se encuentra en el paladar duro y encias, esta se encuentra unida estrechamente por la [amina
propia al hueso y su epitelio se encuentra queratinizado para resistir la friccién con la comida
durante la masticacion. La mucosa de revestimiento (60%) cubre la parte interior de los labios,
carrillos, paladar blando, el suelo de la boca y la parte inferior de la lengua, tiene un espesor de
500 a 800 um, su epitelio no se encuentra queratinizado y su lamina propia esté estructurada para
la movilidad por lo que esta unida de una forma mas laxa a las estructuras inferiores. Por su parte
la mucosa especializada (15%) se encuentra en la superficie de la lengua y es la responsable de la
captacion de sabores. El término "bucal”, se refiere a la mucosa de la mejilla y los labios superior
e inferior, que representan un tercio de la superficie mucosa oral total (Akintoye & Mupparapu,

2020).

2.1.1. Epitelio Bucal.

El epitelio bucal se compone de multiples capas de células en diferentes etapas de
maduracion entre las células mas profundas y las superficiales (Figura 1). Las células basales son
capaces de dividirse y mantener una poblacion epitelial constante debido a que migran hacia la
superficie conforme avanzan en su estado de maduracion. La homeostasis del tejido depende de
la diferenciacion seguido por la migracion y la descamacion de las células superficiales (Jose et

al., 2021). Las células de la capa intermedia (espinosas) acumulan lipidos y citoqueratinas de



bajo peso molecular que no les permiten agregarse para formar filamentos. Una porcion
intracelular de lipidos se envasa en pequefios organulos llamados recubrimiento, granulos de
membrana o granulos laminares. Estos granulos migran a la superficie apical de la célula donde
se fusionan con su membrana, la membrana celular y el contenido de lipidos se excreta al

espacio extracelular (Nanci, 2013).

Epitelio

= Lamina
propia

— Submucosa

Figura 2. Principales tejidos componentes de la mucosa oral.



2.1.2. Moco

El epitelio bucal a su vez se encuentra cubierto por moco, que es una secrecion viscosa y
adherente sintetizada por células especializadas llamadas caliciformes. Las funciones del moco
incluyen la lubricacion de las mucosas para el paso de objetos, mantener el epitelio hidratado,
funcionar como barrera principal contra agentes patdgenos o sustancias nocivas y formar una
capa de gel permeable que permita el intercambio de gases y nutrientes hacia el epitelio
subyacente (Singh et al., 2002). La composicion principal del moco es agua (>95%) y
glucoproteinas de muy alto peso molecular (2-14x10° g/mol) llamadas mucinas, también se
encuentran en menor proporcién proteinas, lipidos y mucopolisacaridos como IgA, lisozima,
lactoferrina, lipidos, polisacaridos y iones, los cuales componen menos del 1% (Kebouchi et al.,

2020).

2.1.3. Saliva

Por su parte, dentro de la cavidad oral esta presente la saliva, esta se compone
principalmente de agua (99.5%), ademas de enzimas como lisozima, a-amilasa, proteinas,
glicoproteinas y electrolitos. Normalmente su pH se encuentra entre 5.6-7. Una de las proteinas
que contiene es una mucina de alto peso molecular nombrada MG1 que puede unirse a la
superficie de la mucosa oral con el fin de mantener la hidratacion, proporcionar lubricacion,
concentrar anticuerpos y prevenir la fijacién de microorganismos (Roblegg et al., 2019). La
saliva humedece la boca, inicia la digestion y protege los dientes contra las caries ya que controla
el crecimiento de la microbiota bacteriana de la cavidad oral y juega un papel importante en la
remineralizacion de los dientes debido a que es alta en calcio y fosfato. Protege los dientes
formando una "pelicula protectora™. Esto significa una capa de proteina en la saliva los dientes,

que contiene compuestos antibacterianos (Cross & Ruhl, 2018).



2.2. Entrega Local de FArmacos en la Cavidad Oral
Existen dos tipos de estrategias principales de entrega de farmacos en la cavidad oral, a

través de la mucosa queratinizada o de la mucosa no queratinizada. La seleccién de una de estas
depende de las diferencias anatomicas y de permeabilidad que existe entre estos sitios. La
mucosa queratinizada tal como las encias o el paladar duro no es considerada util para la
administracion sistémica de farmacos, por lo que unicamente son utilizados para aplicacion local
en el tratamiento de enfermedades localizadas en estas regiones anatémicas (Harris & Robinson,
1992). Esto se debe a que el entregar el farmaco directamente en el sitio requerido sin una
absorcidn sistémica se asocian con una menor incidencia de efectos adversos e interacciones con

otros medicamentos (Klinge & Sawyer, 2013).

La entrega de farmacos a través de la mucosa no queratinizada a su vez puede
subdividirse en dos: sublingual (la administracién de farmacos a través de la mucosa del piso de
la boca) y la bucal (la entrega de fa&rmacos a través de la mucosa del interior de las mejillas para
aplicacion sistémica o local). La mucosa sublingual es mucho mas permeable y delgada que la
mucosa bucal, su capacidad de absorcion permite alcanzar niveles terapéuticos rapidamente en
sangre, por lo que esta via es utilizada para aplicaciones sistémicas en el tratamiento de
padecimientos agudos (Takx et al., 2015). La mucosa bucal es considerablemente menos
permeable que la sublingual y no permite el mismo grado de absorcién, por lo tanto, la mucosa
bucal es una ruta preferida para el tratamiento de padecimientos crénicos cuando se requiere una
liberacion sostenida ya que asi se pueden superar las desventajas de una administracion sistémica

convencional (Rogawski & Heller, 2019).

La aplicacion local de farmacos representa una estrategia mas eficiente que la sistémica

para el tratamiento de padecimientos orales. Un alto porcentaje de las patologias de la boca son



cronicas y por lo tanto requieren un tratamiento prolongado y en su mayoria pueden ser tratadas
de manera local sin necesidad de una aplicacion sistémica. Por lo tanto, la entrega local de
farmacos es mucho mas efectiva ya que una menor cantidad del principio activo puede ser
efectiva para tratar el padecimiento, reduciendo los efectos adversos. Sin embargo, una limitante
a considerar es la limitada &rea superficial y tiempo de exposicién de la mucosa bucal (Madhav

et al., 2009).

Ademas, las propiedades organolépticas de los farmacos o sistemas de liberacion como el
sabor o consistencia pueden ser un obstaculo en tratamientos prolongados, por lo que esta
aplicacion es considerada apropiada para principios activos con alto potencial terapéutico, ya que

solo una pequefia cantidad del mismo puede ser entregada (Kaminsky et al., 2015).

2.3. Formulaciones Mucoadhesivas

Las formas farmacéuticas convencionales existentes no tienen la capacidad de liberar el
principio activo a un ritmo constante en el sitio de accion. Su principal desventaja es una baja
biodisponibilidad que depende de los mecanismos fisiologicos de eliminacién de la cavidad oral
como el efecto de dilucién por parte de la saliva y el estrés mecanico. Al ser constantemente
eliminadas estas tienen un tiempo de residencia insuficiente, distribucion impredecible y una
gran liberacién inicial seguida de una rapida disminucion en las concentraciones por debajo de
las terapéuticas (Ranade, 1991). Por estas razones se han desarrollado recientemente sistemas de
liberacion adhesivos que tienen diversas ventajas sobre los convencionales incluyendo: contacto
directo entre el farmaco y la mucosa, un mayor tiempo de residencia sin interferir con las
actividades fisiol6gicas como comer, hablar o beber y una liberacién constante en el sitio de

accion (Ways et al., 2018).



Las formas farmacéuticas mucoadhesivas son un nuevo tipo de formulaciones que
presentan las propiedades antes mencionadas. En la década de 1980 Ishida y colaboradores
fueron unos de los primeros investigadores en desarrollar un sistema mucoadhesivo para la

administracion de insulina a través de la mucosa bucal en perros (Ishida et al., 1981).

3.4, Mecanismos de Bioadhesion
Los mecanismos de bioadhesion y métodos para evaluar esta propiedad han sido
estudiados y compilados por Peppas y Buri. Existen cuatro teorias clasicas que explican este

fendmeno.

3.4.1. Teoria Electrénica.

Esta se basa en que el moco y el polimero muestran diferentes caracteristicas adhesivas
electronicas (Figura 2). Cuando entran en contacto, se forma una doble capa de cargas eléctricas
en la interfaz, por lo que la adherencia se debe a la fuerza de atraccion de la transferencia de

electrones a través de esta doble capa (Dodou et al., 2005).

8_ 6_ Cadenas de Polimero adhesivo 8'

Figura 3. Teoria electronica de adhesion.



3.4.2. Teoria de Adsorcion.

Describe la union de un polimero bioadhesivo a la superficie del moco basandose en los
puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals que se generan entre los mismos (Figura 3). Se
ha propuesto que estas fuerzas son las que méas contribuyen a la interaccion adhesiva. Una
subseccion de ésta, la teoria de la quimisorcion, supone que se produce una interaccion a traves
de la interfaz como resultado de un enlace covalente fuerte. (Jiménez-castellanos et al., 1993;

Kinloch, 1980; Smart, 2005).

Cadenas de Polimero adhesivo

Fuerzas de Van der Waals

Mucosa

Figura 4. Teoria de adsorcion

3.4.3. Teoria Humectante.

La teoria de la humectacion es quiza la mas antigua de las teorias de adhesion. Esta aplica
especialmente a bioadhesivos liquidos o de baja viscosidad. Explica la adhesién como un
proceso de incrustacion, mediante este, los polimeros adhesivos penetran en las irregularidades

de la superficie de la mucosa produciendo anclajes adhesivos (Shaikh et al., 2011).



3.4.4. Teoria de Difusion.

La teoria de la difusidn describe que las cadenas poliméricas del bioadhesivo se
interpenetran en las cadenas de glucoproteinas de mucina alcanzando una profundidad suficiente
dentro de la matriz opuesta para permitir la formacién de una unién semipermanente (Figura 4).
La tasa de penetracion depende en los coeficientes de difusion, tanto de la interaccion de
polimeros y el coeficiente de difusion se sabe que dependera del peso molecular y el grado de
entrecruzamiento. La profundidad exacta necesaria para lograr una buena unién bioadhesiva no
se ha determinado, pero se estima que se encuentra en el rango de 0,2-0,5 um (Duchéne et al.,

1988; Jiménez-castellanos et al., 1993).

Polimero mucoadhesivo i ?
Mucosa

Figura 5. Teoria de difusion.

3.5.  Polimeros Bioadhesivos.

Park y Robinson analizaron diversos polimeros para determinar su capacidad bioadhesiva
y obtener informacion relevante sobre los requerimientos estructurales de la bioadhesion. La
dependencia de la mucoadhesion del pH y de la densidad del grupo carboxilo sugiere que la
mucoadhesion se produce mediante puentes de hidrégeno. Por otra parte, la densidad del agente

entrecruzante afecta significativamente este fendomeno. Con el fin de aumentar las propiedades



mucoadhesivas intrinsecas de un polimero, las nuevas formulaciones para aplicacion bucal
pueden emplear dos 0 méas polimeros o copolimeros que complementen sus propiedades en lugar

de desarrollar sistemas poliméricos individuales (K. Park & Robinson, 1984).

En general, los polimeros adhesivos pueden clasificarse en sintéticos y naturales, solubles
e insolubles en agua y cargados o no cargados. En la categoria de polimeros sintéticos, el poli
(&cido acrilico), los derivados de ésteres de celulosa y los derivados de polimetacrilato son los
mas utilizados actualmente. Por su parte, el quitosano y varios tipos de gomas, como la arabiga y
la karaya, se clasifican como polimeros bioadhesivos seminaturales o naturales. El poli (acido
acrilico) y el policarbofilo, representan polimeros solubles y no solubles en agua,
respectivamente. Los polimeros cargados se dividen en polimeros catidénicos y aniénicos, como
el quitosano y el policarbofilo, mientras que la hidroxipropilcelulosa es un ejemplo de polimeros

bioadhesivos no cargados (T Nagai & Machida, 1985).

3.5.1. Polimeros Bioadhesivos Naturales.

Los polimeros naturales han atraido recientemente la atencién de la comunidad cientifica
debido a las ventajas que ofrecen sobre los materiales tradicionales y el desarrollo de compuestos
de polimeros naturales ha sido un tema de creciente interés. Los polimeros naturales con baja
densidad y caracteristicas altamente especificas son de bajo costo, se encuentran ampliamente
disponibles y sus caracteristicas son comparables a las de los polimeros sintéticos (Mudgil &

Barak, 2020).

Los polimeros naturales derivados de plantas pueden utilizarse como desintegrantes,
emulsificantes, agentes de dispersion y aglutinantes en la administracion de farmacos. En su
mayoria, son polimeros de carbohidratos hidrofilicos de alto peso molecular. Estos son

preferibles a los polimeros sintéticos porque son mas seguros, biocompatibles y biodegradables



(Saha et al., 2018). Ademas, la presencia o inclusion de grupos carboxilo, hidroxilo y amino en
estos polimeros les permite crear interacciones no covalentes con otros polimeros o las

moléculas de mucina.

3.6.  Polielectrolitos

Los polielectrolitos son polimeros que cuentan con grupos quimicos cargados
eléctricamente o que pueden adquirir una carga eléctrica bajo ciertas condiciones (e.g. pH). Los
polielectrolitos homogéneos sblo tienen un tipo de grupo cargado, por ejemplo, sélo grupos
carboxilicos. Considerando esta caracteristica se denominan policationes a aquellos que tienen
carga neta positiva y polianiones si tienen carga negativa. Existe ademas un pequefio grupo de
moléculas que presentan grupos con ambas cargas eléctricas y son denominados polianfolitos

(Bourganis et al., 2017).

En comparacidn con polimeros no cargados, los polielectrolitos tienen cualidades Unicas
como una alta solubilidad en agua, la capacidad de expandirse y tomar grandes cantidades de
agua, y capacidad de interactuar fuertemente con superficies y macromoléculas de carga opuesta.
Estas propiedades tipicas de los polielectrolitos estan intrinsecamente ligadas a las fuertes
interacciones electrostaticas en las soluciones de polielectrolitos y, debido a esto, son sensibles al

pH de la solucion, asi como a la cantidad y el tipo de electrolitos presentes.

3.6.1. Quitosano.

El quitosano es un derivado biocompatible y biodegradable de la quitina (Figura 6). Se
puede obtener en varios pesos moleculares (3800-20.000 Da) y se caracteriza por sus diferentes
grados de acetilacion. En muchos casos, ha sido el polimero de eleccion para la liberacion
controlada de farmacos. Esto es debido a que el quitosano retrasa la liberacion del farmaco

mediante mecanismos de interaccion ionica similares a los de muchos otros polimeros, por



ejemplo, el alginato, la carboximetilcelulosa sddica, entre otros. Las propiedades ionicas del
polimero lo hacen adecuado para su uso en formulaciones de liberacion controlada (Zaboon et

al., 2021).
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Figura 6. Formacion de quitosano por desacetilacion de quitina.

El quitosano es soluble en un medio acuoso &cido, su solubilidad depende de la densidad
de carga de las moléculas y es sensible a los cambios de pH del medio. Se sabe que es soluble a
un pH bajo e insoluble a valores neutros y/o altos de pH. Por otra parte, este polimero forma

soluciones viscosas en el disolvente acuoso acidificado (Pardo-Castaiio & Bolafios, 2019).

Un ligero aumento de la cantidad de quitosano aumenta significativamente la viscosidad.
El caracter ionico del quitosano se aprovecha para sintetizar diversos complejos utilizados para

la administracion de farmacos en forma de comprimidos de matriz, microparticulas,



nanoparticulas, etc. Su naturaleza catidnica da lugar a la formacion de complejos de

polielectrolitos con diversos polimeros poliidnicos (Jayasuriya, 2017).

Una de las propiedades més investigadas del quitosano es su efecto antimicrobiano, que
abarca desde las aplicaciones biomédicas, cosméticas, alimentarias entre otras. Esto ha llevado al
disefio de una amplia gama de productos que contienen quitosano como perlas, peliculas, fibras,
membranas e hidrogeles que se destinan a diversos usos. Esta propiedad se ha investigado contra
una amplia gama de microorganismos en experimentos in vivo e in vitro con quitosano en

diferentes formas (soluciones, peliculas y materiales compuestos) (Perinelli et al., 2018).

A pesar de que no se conoce aun del todo el mecanismo exacto de su actividad
antibacteriana, se ha propuesto que la union del polimero a la pared celular bacteriana cargada
negativamente provoca la ruptura de la célula. Esto ocasiona la alteracion de la permeabilidad de
la membrana, seguida de la union al ADN, la inhibicion de su replicacion y, finalmente, la
muerte de la célula (Nagy et al., 2011). Otro mecanismo planteado, es que el quitosano actua
como un agente quelante que se une selectivamente a los oligoelementos metalicos provocando

la produccion de toxinas e inhibiendo el crecimiento microbiano (Divya et al., 2017).

3.6.2. Goma Aréabiga

La goma arabiga es un exudado gomoso, comestible y desecado, procedente de los tallos
y ramas de Acacia senegal y A. seyalth, rico en fibra soluble no viscosa. La GA tiene diversos
usos industriales como estabilizador, agente espesante y emulsionante, principalmente en la
industria alimentaria (por ejemplo, en el jarabe de los refrescos, los caramelos de goma'y los
malvaviscos), pero también en las industrias textil, ceramica, litografica, cosmética y

farmacéutica (Verbeken et al., 2003).



La GA (Figura 7) es un polisacéarido complejo de cadena ramificada, neutro o ligeramente
acido, se encuentra como una sal mixta de calcio, magnesio y potasio de un &cido polisacérido
(&cido arébico). Su columna principal se compone de unidades de b-D-galactopiranosil unidas
por enlaces 1-3. Las cadenas laterales se componen de entre dos y cinco unidades de b-D-
galactopiranosil enlazadas, unidas a la cadena principal por enlaces 1-6. Tanto las cadenas
principales como las laterales contienen unidades de a-L-arabinofuranosil, a-L-rhamnopir-anosil,
b-D-glucuronopiranosil y 4-O-metil-b-D-glucurono-piranosil, las dos ultimas principalmente

como unidades finales (Islam et al., 1997).

COOH

OH o
o o °
| OH
CH; “oH HaC, OH
OH HO o}
o}
OH OH
HO 5 o
Gal—o0 -
- -0 HO
o}
CH, o} o
OH | TT——¢n, HO
o} S OH
o HO
Gal—__ 0
~ on o}
OH \
H,C o CH;
o |
P o

Figura 7. Estructura de la Goma arabiga.

Este hidrocoloide de origen vegetal es conocido por sus propiedades terapéuticas en
enfermedades como la diabetes mellitus, ictus y la hipertension. Su gran capacidad antioxidante
es el efecto mas documentado. Debido a su gran disponibilidad y naturaleza no toxica y
biodegradable la GA ha sido utilizada en una amplia gama de industrias, como la alimentaria, la

de pinturas, la textil, la de impresion, la farmacéutica y la biomédica. Entre los diversos usos de



los materiales basados en la goma arabiga, destacan la liberacion controlada de farmacos y sus

aplicaciones biomédicas mejoradas (Hassani et al., 2020).

3.6.3. Acido Poligalacturénico

El &cido poligalacturonico (APG), es un polisacarido aniénico, componente principal de
la pectina en las plantas, esta formado por unidades de acido d-galacturonico con enlaces a-1-4-
glicosidicos y tiene un peso molecular medio que oscila entre 50.000 y 150.000 Da (Figura 8).
Se ha utilizado para la liberacion de farmacos oftalmicos y antialérgicos. Ademas, el oligo(acido
galacturonico) puede utilizarse como inhibidor de la agregacion plaquetaria y como agente
antitrombotico. EI APG, afiadido en productos farmacéuticos, impide que los patdgenos entren
en contacto con las células humanas y es capaz de combatir las infecciones gastrointestinales,

respiratorias, urinarias y del aparato reproductivo (Peng et al., 2011).
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Figura 8. Estructura del &cido poligalacturénico.

3.7. Complejos de Polielectrolitos.
Los polielectrolitos tienden a formar complejos con uno 0 mas iones de carga opuesta
formando complejos de polielectrolitos. Un complejo de polielectrolitos se forma a través de

interacciones electrostaticas, que son predominantes, entre los policationes y los polianiones al



mezclar soluciones acuosas de polielectrolitos con cargas opuestas, esto conduce a la formacion

de una fase densa que se separa del disolvente (Jha et al., 2014).

En la formacidn de complejos de polielectrolitos, también participan fuerzas
intermacromoleculares, como los puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones
hidrofobicas y dipolares. Estas interacciones entre las cadenas poliméricas conducen a la
formacion de redes no permanentes sin la necesidad de utilizar entrecruzantes quimicos (Figura
5). En general, los complejos de polielectrolitos son bien tolerados, biocompatibles y sensibles a
los cambios en las condiciones ambientales, por lo que presentan claras ventajas en aplicaciones

bioldgicas, por ejemplo, para controlar la liberacidn de farmacos (Bawa et al., 2011).

Polianién Polication Complejo de Polielectrolitos

Figura 9. Formacion de complejos de polielectrolitos.

La formacion y la estabilidad de los complejos de polielectrolitos dependen de muchos
factores, como el grado de ionizacidn de cada uno de los polimeros, la distribucién de la carga en
las cadenas, las concentraciones y proporciones de los polielectrolitos, la naturaleza y la posicion
de los grupos iénicos, el peso molecular de los PE, la flexibilidad de la cadena polimérica, asi

como la temperatura, la fuerza idnica y el pH del medio de reaccién (Schatz et al., 2004).



Los PEC tienen propiedades unicas en comparacion con otros polimeros. No son solubles
en los disolventes mas comunes. Su elasticidad varia en funcion del grado de humedad. Al estar
hidratados, los PEC tienen una consistencia suave, mientras que al estar secos son rigidos y
quebradizos. Los PEC son permeables a todos los electrolitos; sin embargo, resultan

impermeables a las macroparticulas (Antipov et al., 2002).

La mayoria de los polisacaridos naturales son neutros o estan cargados negativamente,
dentro de estos se encuentra el alginato, pectina, goma xantana, goma arabiga, carragenina, acido
hialuronico y &cido poligalacturénico. Por otro lado, de los polisacaridos naturales de
importancia industrial, el quitosano es el Unico polielectrolito catidnico de alto peso molecular

que se encuentra en el mercado (Postnova et al., 2018).

3.8.  Parchesy Peliculas Adhesivas

Los parches y peliculas laminadas son las formas de dosificacion mas recientes para la
administracién bucal. Estos sistemas de administracion de farmacos tienen diversas aplicaciones
entre las que destaca la liberacidn de farmacos. Para el desarrollo de estas formas de dosificacion
es necesario seleccionar y caracterizar un polimero (o combinacion de polimeros) con
propiedades bioadhesivas adecuadas y control de la liberacidn del farmaco, para obtener ambas

propiedades (Madhavi B et al., 2013).

Los parches y las peliculas bioadhesivas son laminados que constan de una capa
polimérica cargada de farmaco, componentes mucoadhesivos con o sin retardadores de la
liberacion y aditivos, como potenciadores de la penetracion o inhibidores enzimaticos. En
algunas formulaciones se incluye ademas una capa posterior impermeable para promover la

liberacion unidireccional del farmaco (Govindasamy et al., 2013).



Las caracteristicas de los parches y peliculas orales los convierten en una forma de
dosificacion adecuada para el tratamiento directo de enfermedades orales localizadas y difusas
leves. Estos tienen una gran flexibilidad, lo que facilita un tiempo de residencia/retencion
prolongado, ademas de un alto nivel de cumplimiento y comodidad para el paciente. Ademas,
proporcionan una dosificacion més precisa del farmaco, en comparacion con otras formas de

dosificacion, como los colutorios, suspensiones, geles y aerosoles (Seema et al., 2020).

Estas formas de dosificacion adhesivas, gracias a su flexibilidad y buen tiempo de
retencion, protegen los tejidos dafiados subyacentes, reduciendo asi el dolor y aumentando la
eficacia del tratamiento. Ademas, las laminas orales pueden ser Gtiles en el tratamiento de
enfermedades orales difusas leves o graves, en particular las enfermedades orales cronicas en las
que a menudo se requieren regimenes farmacoldgicos a largo plazo, debido a su elevado tiempo

de retencién y a la mayor comodidad del paciente (Rohani Shirvan et al., 2019).



CAPITULO I1I: EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

Quitosano de bajo peso molecular (50-190KDa) 75-85% desacetilacion (Sigma-Aldrich), goma
arabiga (Spectrum), &cido poligalacturénico (Sigma-Aldrich), Hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) (Methocel ™ 4000 DuPont), nistatina +85% (Acros Organics BVBA), fosfato de potasio
monobasico (Fermont), fosfato de potasio dibasico (Mallinckrodt), agar Muller-Hinton (BBL);

Candida albicans ATCC 14053, ATCC 90028 y Candida krusei aislada de una muestra clinica.

3.2 Sintesis de los Films de Polielectrolitos

Los Films de PEC fueron preparados utilizando la técnica “Solvent-Casting” (Kilicarslan et al.,
2018b). Se prepard una solucion de QUI al 5% afiadiendo lentamente 750mg del polimero a 15
mL de una solucion de acido acético al 0.1% en agitacidn continua hasta disolverlo por
completo; por otra parte, para generar la solucion del polianion, una cantidad equivalente de GA
0 APG se disolvio en 15mL de agua desionizada en agitacion continua.

Los PEC placebo fueron obtenidos por la adicion gradual de la solucién del polianion a la
solucion de QUI en agitacion utilizando un homogeneizador 5000 rpm por 10 minutos. En el
caso de los films cargados con NIS, después de la adicién de la solucion del polianion, se afiadid
una solucion de NIS (25 mg en 20mL de etanol) y se mantuvo en agitacién a 5000 rpm por 10
minutos.

Las mezclas obtenidas fueron transferidas a placas de vidrio silanizado de 10x10 cm, y se
colocaron en un horno a 40°C por 48h. Los films obtenidos fueron retirados cuidadosamente de
las placas y se inspeccionaron visualmente en busca de imperfecciones o burbujas de aire. Los

films se almacenaron a temperatura ambiente hasta el momento de su posterior analisis.



3.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las caracteristicas morfoldgicas de los films de PEC fueron determinadas utilizando un
microscopio electronico de barrido (JIB-4500, Jeol, Japdn). Los films fueron colocados en un
porta muestras metalico utilizando cinta adhesiva doble y se cubrieron con una capa de oro para
poder ser observados al microscopio (Wang et al., 2001). Se tomaron iméagenes de los films
placebo y cargados de NIS de ambas formulaciones en una vista de la superficie y de canto para

determinar la variacion en el grosor de los films.

3.4 Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR)

Con el propdsito de determinar la presencia de los grupos funcionales caracteristicos, se
obtuvieron los espectros de FT-IR para los polimeros, el farmaco, los films placebo y films
cargados con NIS (FT-IR Nicolet™ iS™ 5, 650-4000 cm ™2, 16 escaneos) todas las muestras se

evaluaron en estado solido.

3.5 Calorimetria de Escaneo Diferencial y Analisis Termogravimétrico

Para confirmar la formacion de los PEC, se llevaron a cabo estudios de calorimetria de escaneo
diferencial (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA) (SDT Q600, TA Instruments, EUA). Se
pesaron entre 1.5y 3 mg de los polimeros, sus mezclas fisicas, NIS, los films placebo y los films
cargados de NIS. Las muestras se colocaron en celdas de aluminio y fueron calentadas a 10

°C/min de 20 a 400 °C en atmosfera de nitrégeno.

3.6 Grado de Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de los films de PEC fue por el método de pesado. Se obtuvieron
secciones de 2x2cm de las peliculas placebo y cargadas con NIS. Tres cuadrados de cada
pelicula se pesaron individualmente y se les permitio hincharse en una solucién amortiguadora

de fosfatos pH 6.75 a 37 °C. El peso de las peliculas se determino a diferentes intervalos de



tiempo (0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5y 6 h). La captacién de agua se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion:

Ecuacién 1. Grado de hinchamiento
Py — Py

Q= P

donde Q es la capacidad de absorcion de agua dela pelicula, Pt es el peso dela muestra hinchado

después del tiempo t y P es el peso original.

3.7 Contenido de Farmaco

Se tomaron secciones de los films de 2x2cm de diferentes areas. Los cortes se disolvieron en 100
ml de solucion tampdn de fosfatos pH 6.75 hasta desintegrarse por completo, la solucion fue
filtrada y se determind el contenido de NIS espectrofotométricamente. Las muestras obtenidas se
analizaron para determinar su contenido de NIS a una longitud de onda de 406 nm basada en la
literatura (Llabot et al., 2007) y confirmada con un barrido en un espectrofotdmetro UV-Vis. La
concentracion del farmaco se calculd en funcidn de la curva de calibracion adecuada construida

en la misma solucion.

3.7.1. Construccion de Curva de Calibracion
Para la construccion de la curva de calibracion para la determinacion de farmaco en los films, se
prepararon soluciones de NIS a concentraciones conocidas (25, 12.5, 6.25 y 3.125 ug/mL) en
solucion amortiguadora de fosfatos. Utilizando el software Origin 2018 se realizé una prueba de
regresion lineal para determinar el ajuste de los datos a una linea recta (R?) y la ecuacion que

explica la misma. Utilizando la ecuacion obtenida es posible calcular el contenido de NIS.



3.8 Determinacion de la Cinética de Liberacion in Vitro de NIS

Se tomaron secciones de los films cargados de NIS de 2x2cm de diferentes areas, cada cuadrado
fue pesado y colocado en un vaso de precipitados que contenia 400 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos pH 6.75, previamente calentado a 37 °C. En diferentes intervalos de
tiempo (5 min, 10min, 15min, 0.5, 1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20 y 24 h) se tomd una
muestra de 5 mL del medio de liberacién y se reemplaz6 por un volumen igual de solucién
tampdn fresco. Las muestras fueron probadas para el contenido de NIS espectrofotométricamente

como se describid anteriormente.

La fraccion de farmaco liberada fue determinada mediante la siguiente formula

Ecuacién 2. Fraccion liberada

Donde M; =Cantidad de farmaco liberado a un tiempo y M.=Cantidad total de farmaco liberado.

3.9 Modelaje de la Cinética de Liberacion
El modelamiento de la cinética de liberacion se llevé a cabo mediante el programa Origin pro
2018, se probaron los modelos cinéticos de Higuchi y Korsemeyer-Peppas para determinar la

ecuacion que mostro un mejor ajuste al perfil obtenido en las pruebas in vitro.

3.10 Determinacion in Vitro de la Actividad Antimicrobiana

Se probd la actividad antibacteriana de las peliculas placebo y conteniendo NIS utilizando placas
de Agar Muller-Hinton adicionado con 2% de glucosa y 0.5mg/ml de azul de metileno (Sims et
al., 2006) inoculadas con Candida albicans y Candida krusei de la siguiente manera: se

utilizaron tres circulos de 7mm de diametro para cada formulacion que fueron transferidos a la



superficie de cada placa de agar inoculado y fueron incubadas a 37 °C. Se midieron los

didmetros de la zona de inhibicion a las 72h.

3.11 Propiedades de Mucoadhesion de las Peliculas

La determinacion de las propiedades mucoadhesivas se realizé mediante un texturometro (CT3,
Brookfield, Canadd). La adherencia de cada film se obtuvo midiendo la fuerza necesaria para
separar cada formulacion de un disco de mucosa intestinal de conejo recién extirpada. Un
fragmento de cada pelicula de 1 cm de diametro se adhirié al extremo de una sonda cilindrica
con ayuda de cinta adhesiva doble y se colocaron discos de mucosa de conejo previamente
hidratadas por 5 min en solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.75 directamente debajo

utilizando el accesorio adecuado.

El tiempo de contacto entre los films y la mucosa fue de 1s y luego la sonda se retiré a una
velocidad de 1.0 mm/s. La fuerza necesaria para separar la pelicula de la superficie dela mucosa
se encontrd a través del analisis de la fuerza méaxima (Fmax; N), y el trabajo de adhesion (Wad; (N-

mm) se calculé a partir del area bajo la curva (Tejada et al., 2017).

Adicionalmente la capacidad de mucoadhesion de los films fue comparada con datos obtenidos
en la misma prueba con tabletas de Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) ya que este compuesto

es un polimero conocido por su capacidad de mucoadhesion.

3.12  Andlisis Estadistico
Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. Los resultados se expresaron como media +
DE. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando el software Graphpad Prism 8 y Origin 2018, para

determinar la significancia estadistica de los estudios se considero una P < 0.05.



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion de los Films de Polielectrolitos
4.1.1 Caracteristicas Fisicas de los Films
Los films placebo de QUI-APG fueron de color amarillo, con una superficie aspera y una textura
rigida y quebradiza (Fig.1a), los films de QUI-APG cargados con NIS, tuvieron caracteristicas

similares, con una textura mas irregular y un color amarillo mas intenso (Fig.1b).

En cuanto a los films de QUI-GA obtenidos por la misma técnica, estos mostraron un color mas
claro, una superficie lisa y una textura mas flexible (Fig.1c), finalmente los films de QUI-GA
cargados con NIS (Fig.1d), fueron muy similares a los placebo, con una apariencia mas opaca y

un color mas intenso.

Figura 10. Morfologia macroscopica de los films
a. QUI-APG placebo, b. QUI-APG cargado con NIS, c. QUI-GA placebo, d. QUI-GA cargado con NIS.

Estudios previos han reportado resultados similares en cuanto a coloracion y textura de los films
(Abruzzo et al., 2013; Castro-Ruiz, 2014; Kaur & Kaur, 2012). Respecto a la textura de los films,

la flexibilidad y apariencia homogénea de los films es atribuida a residuos de polimeros que no



reaccionaron para formar PEC (Kassem et al., 2015b), estas caracteristicas son deseables para
una aplicacion bucal, ya que la formulacion debe ser capaz de adaptarse a las diferentes
estructuras bucales sin romperse. En este caso los films QUI-GA presentaron una mayor

flexibilidad que la formulacion de QUI-APG.

4.1.2. Morfologia Microscopica de los Films
La morfologia microscopica de todos los films obtenidos fue evaluada mediante SEM, las
micrografias de la superficie y de canto se muestran en la figura 2. Los films placebo QUI-APG
mostraron una superficie irregular y un grosor variable, en el caso de los films placebo QUI-GA,
estos tuvieron una superficie lisa, sin poros aparentes y un grosor homogéneo, en el caso de
ambas formulaciones cargadas con NIS, fue posible observar en la superficie de los films

cristales del farmaco.

15KV x5,000 2140 SEM_SE| 15KV x500 50pm 20 40 SEM_SEI

15kV x500 50um

Figura 11. Micrografias electronicas de los films
a. QUI-APG placebo, b. QUI-APG cargado con NIS, ¢. QUI-GA placebo, d. QUI-GA cargado con NIS. Las flechas indicant

cristales de farmaco precipitado.



4.1.3. Espectroscopia FT-IR
En las figuras 3 y 4 se pueden observar los espectros para los polimeros, el farmaco y los films.
Las sefiales principales de NIS fueron a 1701.1 cm™ corresponde a las vibraciones de
estiramiento del enlace C=0 de un grupo éster, la banda amplia encontrada a 3353 cm™ es
debido al solapamiento de los grupos —OH y —NH (Mohammadi et al., 2017). Las bandas del
Quitosano a 1644 cm™ y 1577 cm™* corresponden a los grupos —NH de amida | y amida Il
respectivamente (Yang et al., 2018). Las sefiales a 1602 cm™y 1412.4 cm™ corresponden a las
vibraciones de estiramiento de los grupos —C- y —COOH de la goma arabiga, y la banda a 1730

cm™ corresponde a la vibracion de grupos C=0 no ionizados del 4cido poligalacturénico.

En el caso de los films QUI-APG, la banda a 1730 cm™ del APG cambid a 1541 cm™, yen el
caso de los films QUI-GA las sefiales a 1644 cm™ y 1579.99 cm™ del QUI se superpusieron,
mientras que los picos a 1601.28 cm™y 1412.4 cm™ de GA se ensancharon y cambiaron a

1555.41 cm™ y 1412.4 cm™ respectivamente.
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Figura 12. Espectros FT-IR de NIS, QUI, APG, QUI-APG y QUI-APG-NIS.



—— QUI-GA-NIS
—— QUI-GA
—GA
——QuI
——NIS

N

2916CM™

1547CM*  1412CM

~

2916CM* RN %
1547CM? 1412C

A
3296CM™

.©
o
c
[
=
£ Y
g | ) 2930CM™
3307CM"
g oM 1602CM™*
X
3353CM™
2872CM™
1644CM™ " 15770M
\ |
3353CM™* 2030CM™ |
1701CcM*  1577CM*
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda cm-1

Figura 13. Espectros FT-IR de NIS, QUI, GA, QUI-GA 'y QUI-GA-NIS.

Las deformaciones simétricas y asimétricas de los grupos N-H pueden ser una explicacion a los
cambios en la longitud de onda y amplitud de las bandas en aminas protonadas, las vibraciones
de estiramientos asimétricos de amidas | y Il y iones carboxilato después de la formacion del
complejo (Gierszewska et al., 2018). Los cambios en las sefiales correspondientes a los grupos —
COOH indican la formacién del complejo. De acuerdo a la literatura (Mirti¢ et al., 2018), las
bandas que corresponden a los estiramientos asimétricos de C-O pueden cambiar a valores mas
altos en la presencia de iones divalentes. La banda a 1419 cm™ también cambi6 de posicion

indicando una interaccion entre los polimeros.

4.1.4. Analisis Termogravimétrico y Calorimetria de Escaneo Diferencial
Las figuras 5 - 8 muestran los termogramas de QUI, APG, GA, NIS, su mezcla fisica y los films
obtenidos. Todos los materiales mostraron un proceso endotérmico inicial con pérdida de peso

correspondiente a la evaporacién de agua presente en las muestras. QUI y GA mostraron eventos



térmicos cercanos a los 300 °C mientras que el APG se degrad6 a 240 °C y la NIS mostr6 dos
picos endotérmicos a 164 y 435 °C. En la mezcla fisica de los polimeros QUI y APG, se pueden
observar los picos de ambos compuestos, este fendmeno no se observé en la mezcla de QUI y
GA debido al comportamiento térmico similar de ambos polimeros. Los films de PEC mostraron
el mismo nimero de picos que las mezclas fisicas, sin embargo, aparecieron reducidos en

intensidad y a una temperatura menor.
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Figura 14. Termograma DSC de QUI, APG, NIS, sus mezclas fisicas (MF) y films.
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Figura 15. Termograma DSC de QUI, GA, NIS, sus mezclas fisicas (MF) y films.
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Figura 17. Termograma TGA de QUI, GA, NIS, sus mezclas fisicas (MF) y films.

El cambio de la temperatura de degradacion a una mas baja indica una pérdida de organizacion
en la estructura de los compuestos, esto debido a la interaccion entre el QUI y los polianiones
utilizados, siendo esta una de las evidencias principales de la formacion de un complejo entre los

polimeros (Leclercq et al., 2012). La ausencia del pico de degradacion de NIS, tanto en las



mezclas fisicas como en los films, demuestra que el farmaco se encuentra en una proporcion
suficientemente pequefia para no afectar los resultados de la prueba ya que esta disperso en los

materiales.

4.15. Contenido de Farmaco de los Films

Utilizando las absorbancias de las soluciones de concentracion conocida se construyo la

siguiente curva de calibracién en Origin 2018:

Tabla 1. Curva de calibracion NIS

Concentracion de Absorbancia
NIS (ng/mL) (406 nm)
10 0.196 = 0.0028
5 0.087 £ 0.0067
2.5 0.045 £+ 0.0153
1.25 0.027+0.0118
0.625 0.010+0.0109
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o
o
c
@®©
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S
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Qo y=a+b*x | y=19.49x0.00254
< ﬁ |Absorbancia Promedio
Pearson's r 0.99765
R2 Ajustado 0.99374
0.05 Intercepto -0.00254 + 0.00399
. / Pendiente 19.49462 + 0.77285
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0.000 0.005 0.010

Concentracion (mg/ml)

Figura 18. Curva de calibracion NIS



La curva resultante mostré un buen ajuste con una R? ajustada de 0.9937, por lo que la ecuacion
para calcular la concentracion de NIS fue:

Ecuacién 3. Concentracion de NIS en solucién.

_ ABS +0.00254
NIs = 19.49

Donde Cnis es la concentracion de NIS en la solucion amortiguadora de fosfatos y ABS es la

absorbancia registrada por el espectrofotometro a 406 nm.

Utilizando esta ecuacién fue calculado el contenido de farmaco de los films (Tabla 2), donde no

se encontrd una diferencia significativa entre las formulaciones (P=0.251).

Tabla 2. Contenido de farmaco de los films de PEC determinado experimentalmente.

. QUI-APG  QUI-GA QUI-APG-
Formulacion placebo placebo NIS QUI-GA-NIS p
Contenido de farmaco ) i 0.2484 + 0.2510 + 0.251
(mg/cm?) 0.0030 0.0015 '

4.1.6. Grado de Hinchamiento de los Films

Mediante la técnica de pesado se determinaron los siguientes grados de hinchamiento para los

films (Tabla 3, Figura 10).

Tabla 3. Grado de hinchamiento (Q) de los films

. UI-APG- UI-GA-

Tiempo (h) QUI-APG QUI-GA Q NIS Q NIS
0 0.00 0.00 0.00 0.00

0.25 544+0.10 534+0.18 384+0.03 3.35%0.08

0.50 6.06+024 57+x001 392+0.04 3.70%0.19

1 6.31+0.15 579+001 3.74+0.33 3.81%0.37

2 6.48+045 5.09+008 379+x04 3.76+x0.34

3 6.17+0.87 537+047 389+0.78 3.86%0.091

4 6.57+0.64 595+085 3.97+053 4.15%0.55

5 7.06+0.89 557+112 392+058 4.25+0.94

6 6.28+1.31 565+135 444+036 4.56=%0.70
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Figura 19. Grado de hinchamiento (Q) de los films.

Ambas formulaciones de films mostraron una gran capacidad de captacion de agua durante el
periodo evaluado, la absorcién de agua fue rapida durante la primera hora del estudio seguida de

un aumento lento.

Pasada la marca de 6h, los films de QUI-GA comenzaron a degradarse mientras que los de QUI-
APG no perdieron su integridad. Estos resultados pueden ser explicados por la diferencia en la
resistencia al movimiento de las moléculas de agua por parte de las matrices de polielectrolitos
(Panomsuk et al., 1996). Se ha reportado que una fuerte interaccién entre los polielectrolitos
causa un estrechamiento de la matriz resultando en una capacidad de hinchamiento reducida

(Macleod et al., 1999).



4.1.7. Estudios de Liberacién in Vitro de NIS
Se observé una liberacion inicial rapida de NIS de ambas formulaciones (Figura 11), esto puede
deberse a la presencia del farmaco en la superficie de los films ya que las micrografias SEM
confirmaron que la NIS se encontraba dispersa en la superficie de los films. Posterior a esta

liberacion ambas formulaciones mostraron un perfil de liberacion moderado.
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Figura 20. Perfiles de liberacién de NIS de los films PEC.

Este comportamiento podria ser beneficioso para la aplicacion bucal ya que una liberacién rapida
inicial podria ayudar a alcanzar niveles terapéuticos del farmaco mientras que la segunda etapa
de la liberacion permitiria mantener los niveles por encima de la concentracion minima
inhibitoria. Ambas formulaciones mostraron un perfil similar de liberacion, cerca del 55% del
farmaco se encontro presente en las muestras de la segunda hora y aproximadamente el 84%

habia sido liberado a las 24 horas. Kassem et al., en 2015 observ6 resultados similares en el



perfil de liberacion de tetraciclina de films de PEC para aplicacion periodontal. Los autores

atribuyeron estos resultados a la disolucion del antibidtico de la superficie del film en agua.

4.1.8. Modelaje de la Cinética de Liberacion de NIS

Los datos obtenidos de los perfiles de liberacion del farmaco fueron probados con la ecuacion de

1
Higuchi (F = Kytz) y el modelo de Korsemeyer-Peppas (F = kx_pt™) y Se compararon algunos
parametros cinéticos como la constante de liberacion (k), coeficiente de determinacion (R?),
exponente de liberacion (n) y suma de cuadrados residuales (RSS) (Tabla 4). Un valor mayor de

R? y uno menor de RSS indicaron un mejor ajuste de los datos al modelo tedrico.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion cuadrados (R?) y coeficientes obtenidos mediante la regresion de los datos de liberacion

utilizando los modelos matematicos de Higuchi y Korsemeyer-Peppas.

Modelo QUI-APG QUI-GA

Higuchi K 0.2325 0.2354
R? Ajustada 0.5143 0.4291
RSS 0.4671 0.5016

Korsemeyer-Peppas K 0.4491 0.4713
n 0.2166 0.1998
R? Ajustada 0.9608 0.9815
RSS 0.0354 0.0152

En las Figuras 12 — 15 se pueden observar los perfiles de liberacion de cada formulacion
ajustados a cada modelo matematico, se muestra el intervalo de confianza (IC) al 95% para la

prediccién de la curva.
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Figura 21. Cinética de liberacion de NIS de films QUI-APG-NIS ajustada al modelo de Higuchi
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Figura 22. Cinética de liberacidn de NIS de films QUI-APG-NIS ajustada al modelo de Korsemeyer-Peppas
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Figura 23. Cinética de liberacion de NIS de films QUI-GA-NIS ajustada al modelo de Higuchi
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Figura 24. cinética de liberacion de NIS de films QUI-APG-NIS ajustada al modelo de Korsemeyer-Peppas



El modelo de Higuchi describe una proporcionalidad directa entre la fraccion acumulada del
farmaco liberado contra el tiempo en un estado pseudo estacionario. Por lo tanto se considera a la
liberacion como una transferencia de masa del sistema de liberacion al medio (Paul, 2011); por
otro lado el modelo de Korsemeyer-Peppas se basa en la ley de Fick, y es Gtil cuando el
mecanismo de liberacion es controlado adicionalmente por la relajacion de las cadenas de los
polimeros y por lo tanto es aplicado frecuentemente a perfiles de liberacion de sistemas
poliméricos (Korsmeyer et al., 1983). De acuerdo al modelo Korsmeyer-Peppas, el valor de la
constante “n” indica el mecanismo especifico de liberacion, valores menores a 0.5 pueden
deberse a la difusion del fa&rmaco parcialmente a través de una matriz hinchada y poros
hidratados, como lo observado en esta formulacion.
De acuerdo a lo observado en los ajustes de los perfiles de liberacién a ambos modelos, el de
Korsmeyer-Peppas fue el que mostrd un mejor ajuste en ambos casos, con una R?de 0.96 y 0.98
para la formulacién QUI-APG y QUI-GA respectivamente. Este ajuste indica que la liberacion
de NIS no depende tnicamente de la difusion del farmaco al medio, sino también de la
hidrofilicidad de los polielectrolitos.

4.1.9. Determinacion in Vitro de Actividad Antimicrobiana
La actividad antimicrobiana de los films fue monitoreada durante un periodo de 72h (Tabla 5).
Ambos films cargados con NIS mostraron un efecto inhibitorio en las tres cepas utilizadas, a
pesar de que los films de QUI-GA mostraron una zona de inhibicion mayor que la de los films de
QUI-APG no se encontrd una diferencia significativa al compararlas, esto se correlaciona con la
similitud en los perfiles de liberacion de ambos films. Por su parte se observo también un efecto

inhibitorio por parte de los films placebo de QUI-GA, pero no en los de QUI-APG.



Tabla 5. Actividad antimicrobiana de los films.

QUI-APG  QUI-GA P QUI-APG-NIS  QUI-GA-NIS P

C. albicans ATCC 14053 0 10+1.0  0.000 35+25 38+2.0 0.1799
C. albicans ATCC 90028 0 9+15  0.000 38+1.0 41+20 0.1401
C. krusei 0 9+1.0  0.000 18 +2.0 1605 0.1682

Diametro de las zonas de inhibicion (mm) observadas a las 72h

La actividad antimicrobiana de GA y QUI ha sido descrita previamente por otros autores (Baien
et al., 2020; Goy et al., 2016), sin embargo, unicamente para el QUI se ha propuesto un
mecanismo de accidn para tal efecto. Los autores refieren que la principal causa de la lisis celular
ocasionada por QUI son las interacciones electrostaticas entre sus grupos amino con carga
positiva (R-NH3") y las cargas negativas de las membranas microbianas (Goy et al., 2009; Rabea

et al., 2003).

4.1.10. Capacidad de Adhesion de los Films
A partir de la inspeccion visual, los films mostraron capacidad mucoadhesiva en el modelo
probado (Figura 16). No se encontrd una diferencia significativa para Fmaxy Wad entre los films
placebo o cargados con NIS. Cuando fueron probados contra tabletas de HPMC, se encontr6 un
Fmax Similar entre los films placebo o cargados con NIS y las tabletas, sin embargo, los films
QUI-GA y QUI-GA-NIS mostraron un Waq significativamente mayor que el resto de las

muestras (Tabla 6, Figura 16).



Tabla 6. Parametros de adhesion de los films y tabletas de HPMC.

Formulacion Fmax (N) Wag (mJ)
QUI-APG 3.78 £ 0.0351 142 + 74
QUI-APG-NIS 3.66 £ 0.0416 140 + 39
QUI-GA 3.79 £ 0.3066 205 + 68
QUI-GA-NIS 3.64 +0.1266 196 + 22
Tabletas HPMC 3.75+2.0377 38.4+13
*
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Figura 25. Fuerza méaxima (Fmax) Y trabajo de adhesion (Wag) de los films, comparados con tabletas de HPMC.
*indica p <0.5

La capacidad de adhesién de los films podria deberse a las cargas positivas de los grupos amino
del QUI, ya que estas pueden interactuar con las cargas negativas de los residuos de acido sialico
y sulfato de mucina de las mucosas (Smart, 2005). La capacidad de captacion de agua de los

films permite que las cadenas de los polimeros tengan una mayor movilidad, esto facilita su



interdifusion a la capa mucosa; siendo este uno de los mecanismos conocidos responsables de la
mucoadhesion (Peppas & Sahlin, 1996). En general, una mayor capacidad de hinchamiento de la
formulacién se correlaciona con su capacidad de mucoadhesion ya que esto promueve la rapida
expulsion de agua por el tejido y la apertura de las cadenas de polimeros para la interpenetracion
(Kharenko et al., 2008). En este caso, no se encontrd una diferencia significativa en la Fmax entre
las formulaciones de Films, lo cual coincide con el grado de hinchamiento, adicionalmente se
observo que la adicion del farmaco a la formulacion no redujo de manera significativa la

capacidad de adhesion.



CAPITULO V: CONCLUSIONES
En la presente investigacion se desarrollaron y caracterizaron dos sistemas en forma de films a
base de complejos de polielectrolitos de QUI, APG y GA para la liberacién de NIS, los films
presentaron caracteristicas de mucoadhesion y liberacion sostenida en condiciones similares a las

bucales.

La formacion de los complejos de polielectrolitos fue estudiada y evidenciada mediante las
pruebas de FT-IR y DSC-TGA, donde respecto al FT-IR el cambio en el nimero de onda de las
sefiales de grupos funcionales caracteristicos de los polimeros y la reduccién de los picos
correspondientes a la degradacion de los mismos en los termogramas DSC-TGA fueron

consideradas las pruebas principales de la interaccion de los polielectrolitos.

Los films obtenidos mostraron una liberacién sostenida en dos etapas explicada por el modelo de
Korsemeyer-Peppas donde existié una liberacion rapida inicial del farmaco seguida de una
velocidad menor. Esta cinética de liberacion podria ser benéfica para la aplicacién oral ya que es
similar a la administracion de una dosis de carga que rapidamente alcance concentraciones
terapéuticas seguido del uso de dosis de mantenimiento para mantener el firmaco por encima de

la concentracion minima inhibitoria.

Las formulaciones cargadas con NIS mostraron actividad antimicrobiana contra las tres cepas de
Céndida utilizadas; adicionalmente se observo un efecto inhibitorio menor de los films placebo

de QUI-GA que no fue visto en la formulacion placebo QUI-APG.

Ambos films mostraron una capacidad de mucoadhesion similar a las tabletas de HPMC respecto
a Su Fmax pero superior respecto a su Waq, donde esta propiedad no fue modificada

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

Palabras clave: Quitosano, Acido Poligalacturonico, Policlectrolitos, Nistatina, Peliculas, Mucoadhesivos, Candidiasis
Orofaringea, Liberacion Sostenida.

Abstract. - Oropharyngeal candidiasis is the most prevalent fungal disease in the world. The formulations
of the drug of choice for its treatment have a low residence time and bioavailability at the site of infection.
The aim of this study was to prepare and characterize mucoadhesive films of chitosan and
polygalacturonic acid by the “Solvent-Casting” technique loaded with nystatin as a sustained release
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Abstract: According to the World Health Organization, one of the most prevalent fungal diseases
globally is oropharyngeal candidiasis. The formulations of nystatin used for its treatment have several
disadvantages, including a low residence time at the infection site. This study aimed to prepare and
characterize polyelectrolyte films of chitosan-gum-arabic and chitosan-polygalacturonic acid using the
"Solvent-Casting" technique, loaded with nystatin, to achieve a mucoadhesive and sustained release
system intended for the oral cavity. The obtained films were characterized to determine the interaction
between the polymers, their morphological characteristics, mucoadhesive capacity, and drug release
kinetics. Scanning electron microscopy was used to determine the films' morphology, while infrared
spectroscopy, differential scanning calorimetry, and thermogravimetric analysis demonstrated the
interaction between the polymers. Additionally, the films' antifungal activity was tested against three
strains of two Candida species. The films of both formulations showed mucoadhesive capacity and a
nystatin release profile explained by the Korsmeyer-Peppas model. Also, significant antifungal activity
was found. These findings indicate that polyelectrolyte complex-based films are a plausible nystatin

release system for oral application.

Keywords: polyelectrolyte films; mucoadhesive; chitosan; nystatin; candidiasis.
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1. Introduction

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is one of the most prevalent fungal infections in the
world [1]. OPC occurs when the yeast adheres and penetrates the oral tissue [2]. Even though
many Candida species such as C. dubliniensis, C. glabrata, Pichia kudriavzevii (C. krusei), C.
kefyr, C. parapsilosis, C. stellatoidea, and C. tropicalis have been isolated from patients with
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