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ABSTRACT

Cyclodextrins are oligosaccharides well known as pharmaceutical solubilizers which are
able to enhance aqueous solubility of poorly soluble drugs, as ciprofloxacin or B-estradiol,
by forming inclusion complexes where no covalent bonds are formed. The effect of
hidroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) and hidroxypropyl-y-cyclodextrin (HPyCD) on the
solubility of ciprofloxacin and B-estradiol respectively was evaluated. The results showed
that it is possible to enhance aqueous solubility of both drugs with cyclodextrins and a
linear correlation between cyclodextrin concentration and drug solubility was found.

The stability constant of the complex was only calculated for ciprofloxacin since the
estimation of B-estradiol intrinsic solubility was not feasible. In both cases, the
complexation efficiency of the drugs was low, although higher for the b-estradiol with
HPYCD (17%) than for the ciprofloxacin with HPBCD (0,22%). Chitosan based delivery
system was prepared by cross-linking with tripolyphosphate (TPP). The B-estradiol was
incorporate in a chitosan hydrogel (2%) completely solubilised in 10% HPyCD aqueous
solution or only partially solubilised in 2,5% HPyCD. Due to the way that the drug was
incorporated (partially or totally solubilised), differences in loading efficiency were
observed. A higher loading efficiency (70%) was obtained when p-estradiol was
incorporated only partially solubilised (in 2,5% HPyCD). In vitro release assay of the two
B-estradiol formulations was carried out at 37°C and sink conditions for 24 days. A
similar release profile was obtained from both formulations that was characterised by a
fast release in the first 24 hours with no significant further release until the end of assay.
A lower percentage was released from the formulation where the B-estradiol was
incorporated completely solubilised that could be due to a higher interaction or a better
dispersion of drug-HPyCD complex in the chitosan solid matrix. Further studies are
required to optimise drug loading yield and release profile from the developed B-estradiol
delivery system.

1. INTRODUCCION

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos compuestos por unidades de o-D-glucosa
unidas por enlaces a - (1,4) que adoptan estructura troncoconica. Dicha estructura se
caracteriza por poseer una cavidad interior de caracter hidrofébico y un exterior
hidrofilico. Es esta estructura la que permite a las ciclodextrinas incluir
farmacos/sustancias poco solubles/insolubles en agua en su cavidad hidrofobica y asi
formar complejos de inclusién. Por ello, las ciclodextrinas se utilizan como excipientes
funcionales persiguiendo diferentes fines, dentro de los cuales el mas inmediato es la
solubilizacion de farmacos insolubles en agua, pero también se utilizan con el fin de
modificar la liberacion de farmacos, enmascarar caracteres organolépticos
desagradables, aumentar la estabilidad del farmaco, etc.

Podemos distinguir entre las ciclodextrinas de origen natural, o, B y y ciclodextrinas,
compuestas por 6, 7 y 8 unidades de glucosa respectivamente, y sus derivados sintéticos
(metil, hidroxipropil y sulfobutileter ciclodextrinas). Estas ultimas han sido desarrolladas
fundamentalmente con el fin de aumentar la solubilidad acuosa y disminuir la toxicidad
por via parenteral de las ciclodextrinas de origen natural (1,2,3,4,5).



N° unidades glucosa 6 7 8
Diametro cavidad interior (nm) 0,47 0,60 0,75
Altura cavidad interior (nm) 0,79 0,79 0,79

Figura 1. Estructura y dimensiones de las ciclodextrinas naturales.

El B—estradiol es un estrogeno practicamente insoluble en agua. Por ello, es un candidato
para formar complejos de inclusion con ciclodextrinas con el fin de aumentar su
solubilidad acuosa.

El chitosano (CHT) es un polisacarido de origen natural, lineal, compuesto por unidades
de glucosamina que presenta interesantes propiedades desde el punto de vista
farmacéutico, como su capacidad antiséptica ademas de ser biocompatible vy
biodegradable. Por otro lado, su carga positiva permite, mediante el método de
gelificacion idnica, entrecruzar facilmente las cadenas de dicho polimero utilizando
tripolifosfato (TPP) ya que este ultimo aporta residuos anidnicos capaces de interaccionar
con los residuos cationicos del polimero (6).
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Figura 2. Entrecruzamiento iénico entre Chitosano con tripolifosfato

El objetivo de este trabajo es la incorporacion de PB-estradiol utilizando una
ciclodextrina, concretamente la hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPyCD), en un hidrogel de
chitosano. Desde dicho gel, tras su entrecruzamiento, se persigue una liberacion
controlada del farmaco.

Se estudiard, por tanto, el efecto de la concentracién de ciclodextrina en la solubilidad
del farmaco, la incorporacién del mismo al gel de chitosano y el perfil de liberacién del B-
estradiol desde el hidrogel entrecruzado.



Este sistema de liberacion sostenida de B-estradiol podria ser Gtil como inyectable para
la regeneracion del hueso osteopordtico, dado que la carencia de dicho estrogeno es un
factor clave en el desarrollo de la enfermedad.

El ciprofloxacino, antibidtico perteneciente al grupo de las fluorquinolonas, también es
poco soluble en agua. De hecho, en este trabajo se comienza probando la metodologia
con el ciprofloxacino, como modelo de farmaco de reducida solubilidad acuosa, en
HPBCD, para posteriormente estudiar la solubilizacién del B-estradiol con HPyCD.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Materiales

Las ciclodextrinas, hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) (CAVASOL® W7 HP) e
hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPyCD) (CAVASOL® W8 HP) fueron donadas por WACKER
(Alemania). El ciprofloxacino (peso molecular 331,347 g/mol) y B-estradiol (peso
molecular 272,388 g/mol) asi como el tripolifosfato fueron suministrados por Sigma-
Aldrich. El Chitosano (Protasan® UP CL 213) con un grado de deacetilacién del 86% y una
viscosidad de 150 mPa:-s (disolucidon 1% en agua) fue proporcionado por NovaMatrix,
Noruega).

2.2. Métodos analiticos

La determinacion de las concentraciones de ciprofloxacino y B-estradiol se realizé
mediante espectrofotometria UV (Ultrospect 3300 plus). La longitud de onda de maxima
absorcion que presentan ambos farmacos se verificd realizando un barrido en el intervalo
de longitudes de onda de 200-400 nm, siendo a 271 nm para el ciprofloxacino y a 280
para el B-estradiol.

En el caso del ciprofloxacino, se disolvieron 40 mg de farmaco en HCl 0,1M obteniendo
una disolucion de concentraciéon 0,4 mg/mL. A partir de ella, se prepararon disoluciones
de concentracion comprendida entre 2-12 pg/mL por dilucion con tampodn fosfato a pH
7,4. Este proceso se realizd por triplicado.

Para el p-estradiol, se disolvieron 5 mg de farmaco en metanol obteniendo una disolucién
de concentracion 5 mg/mL. A partir de la cual se prepararon disoluciones de
concentracion comprendida entre 10-100 ug/mL por dilucién con una mezcla de
Metanol:Agua en proporcion 70:30. Este proceso se realizdé por quintuplicado.

2.3. Estudios de solubilidad

Se estudid la solubilizacion del ciprofloxacino y del p-estradiol mediante el uso de HPBCD
e HPyCD respectivamente.

Para ello se afadié un exceso de ciprofloxacino (aproximadamente 3 mg) o de B-
estradiol (6 mg aproximadamente) a disoluciones (2 mL) de HPBCD (0-30% p/p; O-
214,3 mM) en tampoén fosfato pH 7,4 y disoluciones acuosas de HPyCD (0-10% p/p; O-
63,5 mM) respectivamente.



Las suspensiones se mantuvieron en agitacion magnética, a temperatura ambiente y
protegidas de la luz durante 24h. Tras ese periodo de tiempo, se filtraron utilizando
filtros de jeringa de 25 mm de didametro y 0,45 pm de tamaifio de poro (CHROMAFIL®
PET) y se recogid el filtrado en tubos de ensayo.

Las muestras se diluyeron convenientemente con tampén fosfato (pH 7,4) en el caso del
ciprofloxacino y con metanol hasta una proporcién MeOH:Agua (70:30) en el caso del B-
estradiol y se midié su absorbancia a 271 y 280 nm respectivamente.

Evaluacién del complejo farmaco-ciclodextrina

Los complejos que ambos farmacos forman con las correspondientes ciclodextrinas se
caracterizaron utilizando el diagrama de solubilidad de fases de Higuchi y Connors (7).

Suponiendo la formacién de un complejo de estequiometria 1:1 y centrdndonos en un
perfil tipo A, donde existe una relacién lineal entre la solubilidad del farmaco y la
concentracion de ciclodextrina, la formacién del complejo farmaco-ciclodextrina se puede

representar mediante la expresion:
1:1

[F] + [CD] « [F-CD] (ec. 1)

Donde [F] es la concentracion de farmaco libre, [CD] la concentracion de ciclodextrina
libre y [F-CD] la concentracion de complejo farmaco-ciclodextrina.

El perfil de solubilidad viene definido por la expresion lineal:

K1:1-So

S =5
total 0 + 1+K1.1-So

[CD] = by + by [CD] (ec. 2)

Siendo Sia la solubilidad que el farmaco presenta para una cierta concentracién de
ciclodextrina, Sy la solubilidad intrinseca del farmaco, b, la pendiente de la recta y by la
ordenada en el origen.

La formacion del complejo estd determinada por la constante de asociaciéon del mismo
(Ki:1):

K = = (ec. 3)

La eficacia de complejacion (EC) se puede estimar a partir de la pendiente del diagrama
de fases (e independientemente de la solubilidad intrinseca del farmaco):
[SL]

EC= mzso'Km:

by
(1-b1)

(ec. 4)

2.4. Inclusion del B-estradiol en chitosano

Se prepararon geles de chitosano al 2% p/p conteniendo p-estradiol (2 mg/mL) e HPyCD
al 2,5% y 10% p/p. Para ello se partié de disoluciones de B-estradiol (4 mg/mL) en
HPyCD al 5% y 20% respectivamente, que se mantuvieron en agitacidon durante 24 h y
finalmente se anadié un volumen equivalente de chitosano al 4% p/p.

Para entrecruzar los geles preparados, con ayuda de una jeringa, se depositaron
alicuotas de 100 uL de gel sobre 1 mL de tripolifosfato (TPP) al 5% p/v y se mantuvo en
agitacion orbital suave (100 rpm, agitador Grant bio POS-300) durante 30 min.
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Transcurrido ese tiempo, se retird el TPP y se lavd la matriz resultante dos veces con
agua (alicuotas de 1 mL). Finalmente, se determindé mediante espectrofotometria a 280
nm el B-estradiol que no se incorpord y quedd en la disolucién de TPP y en el agua de
lavado.

El rendimiento de incorporacién del fadrmaco en el sistema final se calculé por diferencia
entre la cantidad tedrica de farmaco incluida en el gel y la cantidad de farmaco presente
en el TPP y los lavados.

2.5. Ensayo de liberacion

A 200 pL de cada uno de los geles (conteniendo un 2,5% &6 10% de HPyCD)
entrecruzados y lavados, se afiadieron 2 ml de medio de cesion (MeOH:Agua, 70:30) vy
se incubd en estufa a 37°C. A determinados intervalos de tiempo (1, 4, 10 y 24 dias) se
tomaron alicuotas del medio (0,5 mL) y se determinaron espectrofotométricamente (280
nm) las concentraciones de B-estradiol. Cada una de las alicuotas extraidas se devuelve
al vial de partida para continuar el ensayo. El ensayo se realiza por cuatriplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Validacion de los métodos analiticos

En la figura 3 se recoge la recta de calibrado de ciprofloxacino en tampodn fosfato
(pH=7,4), asi como el analisis de la varianza correspondiente en la tabla 1.

Ciprofloxacino (PB pH 7,4)
1,6 -
~~
€ 14 - y = 0,1065x + 0,034
c R2 = 0,9967
- 1,2 -
N
8 1
8 0,8 -
e
& 06 -
':2 0,4 -
2 02 -
<
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracién (ug/mL)

Figura 3. Recta de calibrado de ciprofloxacino en tampoén fosfato, pH=7,4.



Origen de Suma de Grados de Cuadrados

variacion cuadrados libertad medios F calculadas
TOTAL 2,3916 17
REGRESION 2,3836 1 2,3836 4781,0148
RESIDUAL 0,0080 16 0,0005
D.L. 0,0001 4 0,0000 0,0505
ERROR 0,0078 12 0,0007

Tabla 1. Analisis de la varianza de la regresion lineal (ciprofloxacino)

Comprobacién de hipdtesis (a=0.05)

Ho: b0= 0

) tcal = 2,8294 ttab = 2,1199 Se rechaza la hipétesis nula (Hg)
Hl- boi 0
:0 51:00 Fcal = 4781,0148 F tab = 4,4940 Se rechaza la hipotesis nula (Ho)
1- 1
Ho: No existe DL _ _ S
H,: Existe DL Fcal = 0,0505 F tab = 3,2592 Se acepta la hipdtesis nula (Hy)

Coeficiente de variacion del método (CV) = 2,86%

En la figura 4 se recoge la recta de calibrado de B-estradiol en Metanol:agua (70:30) y en
la tabla 2 el andlisis de la varianza correspondiente.

00 B-estradiol - MetOH:Agua (70:30)

T 08 |v= 0,0074x - 0,0089 .

§ 0,7 - R2 = 0,994

® 0,6 -

& 0,5 -

Y 04 -

3 03 -

2 0,2 -

< 01 -

0 T . .
0 50 100 150
Concentracion (ug/mL)

Figura 4. Recta de calibrado de p-estradiol en Metanol:agua (70:30)



Origen de Suma de Grados de Cuadrados

variacion cuadrados libertad medios F calculadas
TOTAL 1,6575 29
REGRESION 1,6476 1 1,6476 4642,5240
RESIDUAL 0,0099 28 0,0004
D.L. 0,0004 4 0,0001 0,2523
ERROR 0,0095 24 0,0004

Tabla 2. Analisis de la varianza de la regresion lineal (B-estradiol)

Comprobacién de hipdtesis (a=0.05)

HOE bo =0 tcal = -1,3618 ttab = 2,0484 Se acepta la hipétesis nula (Ho)

Hl. bo?ﬁ 0

o Efc? Fcal = 4642,5240 Ftab = 4,1960 Se rechaza la hipétesis nula (Ho)
1- 1

Ho: No existe DL _ _ S

H,: Existe DL Fcal = 0,2523 Ftab = 2,7763 Se acepta la hipotesis nula (Hp)

Coeficiente de variacidon del método (CV) = 5,07%

3.2. Complejo farmaco-ciclodextrina

Son varias las razones por las que se eligieron los hidroxipropil derivados de B y y-
ciclodextrinas para llevar a cabo los ensayos de solubilizacién de los farmacos propuestos
y, mas concretamente, para el B-estradiol. En primer lugar, los hidroxipropil derivados
presentan una mayor solubilidad acuosa (4) y una menor toxicidad para su
administracion por via parenteral (8) comparado con las correspondientes B y vy
ciclodextrinas. Por otro lado, tanto el ciprofloxacino como el B-estradiol son farmacos de
estructura policiclica y voluminosa que requeririan de una ciclodextrina de dimensiones
apropiadas (B o y) en la que la molécula del farmaco pueda ser incluida (1). Tras una
revisidn bibliografica se encontré un estudio de solubilizacidon de ciprofloxacino utilizando
HP-B-CD (9). Se repitid este estudio para comparar los resultados y a la vista de los
mismos se decidié usar la HP-y-CD (cavidad interna con mayores dimensiones) para
realizar el estudio con el B-estradiol.

Los diagramas de fase obtenidos tanto para el ciprofloxacino (figura 5) como para el B-
estradiol (figura 6) muestran un perfil de tipo A, es decir, existe una correlacion lineal
entre la solubilidad del farmaco y la concentracion de ciclodextrina (ec. 2). Dado que, en
ambos casos, la pendiente de la recta de regresion es inferior a la unidad, se asume que
cualquiera de los dos farmacos forma con la correspondiente ciclodextrina un complejo
de estequiometria 1:1 (1).



Ciprofloxacino
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Figura 5. Diagrama de solubilidad de fases del ciprofloxacino con hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD).

Inferior  Superior

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad 950 95%
Intercepcién 0,2972 0,0279 10,6401 0,0087 0,1770 0,4174
Variable X 1 0,0022 0,0002 10,6759 0,0087 0,0013 0,0031

Tabla 3. Coeficientes de regresion estimados y su error estandar del diagrama de
solubilidad de fases ciprofloxacino-HPBCD. a=0.05.

B - estradiol

12
~ 10 +—Y =0,1492x - 0,1917
= R2 = 0,9956
S 6
° /
©
s 4
7]
] /
1 2
(<o} ./
0 . : : .
0 20 40 60 80
HPyCD (mM)

Figura 6. Diagrama de solubilidad de fases del p-estradiol con hidroxipropil-y-
ciclodextrina (HPyCD).
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Coeficientes Error tipico  Estadisticot Probabilidad e SUEer

95% 95%
Intercepcién -0,1917 0,2237 -0,8571 0,4544 -0,9037 0,5202
Variable X 1 0,1492 0,0057 25,9901 0,0001 0,1310 0,1675

Tabla 4. Coeficientes de regresion estimados y su error estandar del diagrama de
solubilidad de fases B-estradiol-HPyCD. a=0.05.

La constante de asociacién del complejo ciprofloxacino-HPBCD determinada (ec. 3) fue
7,63 Mty 7,42 M! seglin se utilizase la solubilidad intrinseca del farmaco determinada
experimentalmente, 95,78 pg/mL (0,2891 mM) o bien el valor de la ordenada en el
origen de la recta del perfil de solubilizacién, 98,49 pg/mL (0,2972 mM) (figura 5)
respectivamente. En cualquiera de los casos, el valor de la constante de asociacion
obtenido difiere de forma importante con el recogido en el estudio citado (9), que
aportan un valor de 83 ML, La principal causa de esta discrepancia creemos que se debe
al valor de solubilidad intrinseca usada por estos autores (2,93 pg/mL) y que no se
corresponde con el valor de ordenada en el origen del perfil de solubilidad de fases que
presentan.

En el caso del B-estradiol, no se pudo estimar la constante de asociaciéon con la HPyCD ya
que no se disponia de la solubilidad intrinseca del mismo. Experimentalmente, los niveles
de B-estradiol en agua (sin HPyCD) quedaron por debajo del limite de deteccion del
método, por lo que no se pudieron medir. Tampoco se pudo estimar la solubilidad
intrinseca del B-estradiol a partir de la ordenada en el origen de la recta de regresién del
perfil de solubilizacién, ya que como se puede comprobar (figura 6) presenta un valor
negativo (estadisticamente igual a cero (tabla 4)).

Por ello, para caracterizar la union de farmaco-ciclodextrina se ha utilizado la estimacion
de la eficacia de complejacion (EC). La EC nos da una medida de la proporciéon de
moléculas de ciclodextrina complejadas con respecto al total. Este parametro es
independiente de la solubilidad intrinseca del farmaco, la cual estd sometida a error en su
determinacion, especialmente en el caso de farmacos cuya solubilidad intrinseca (Sy) sea
inferior a 1 mg/mL (3).

La EC del ciprofloxacino con HP-B-CD resulté ser muy baja, del 0,22%. En el caso del -
estradiol, la EC con HPyCD fue del 17,25%.

3.3. Preparacion de gel de chitosano conteniendo p-estradiol y entrecruzado

A partir de los datos de solubilizacion del B-estradiol con HPyCD, se preparan dos
formulaciones de geles de chitosano 2% conteniendo un 0,2% p/v de B-estradiol. Segun
la formulacién, el B-estradiol (2 mg/mL) se incorpor6 en una disolucién de HPyCD al 10%
p/p, con lo que estaba totalmente disuelto, o bien en una disolucion de HPyCD al 2,5%
p/p, en la que se encontraba soélo parcialmente disuelto. De cada una de las
formulaciones descritas se preparan 4 lotes, cada uno de ellos obtenido a partir del
entrecruzamiento de dos alicuotas de 100 pL de gel. Los rendimientos de incorporacion
de B-estradiol obtenidos para cada formulacion se recogen en la tabla 5.
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Media Desviacion
(%) estandar

LOTE 1 2 3 4

26,48 25,27 25,00 25,54

Gel CHT 2% conteniendo
B-estradiol 0,2%/ HPyCD 69,23 70,72 69,91 68,80 69,57 0,83
2,5%

Tabla 5. Rendimiento de incorporacién de p-estradiol con HPYCD (10% y 2,5%) a
Chitosano 2% (CHT) entrecruzado con tripolifosfato.

Durante el proceso de entrecruzado del Chitosano se produce una pérdida del farmaco
que varia dependiendo de la forma en la que se haya incorporado en el gel. El
rendimiento de incorporacion es mayor (70%) cuando el B-estradiol se incorpora solo
parcialmente disuelto que cuando estda totalmente disuelto (25%) en la solucion de
ciclodextrina. Es importante destacar que la uniformidad en la incorporacién del pB-
estradiol y por tanto su dispersion previa en el gel, es buena, aun cuando no se
encuentre totalmente disuelto en el mismo.

3.4. Liberacion del B-estradiol desde Chitosano.

El perfil de liberacién que presentan el B-estradiol desde las dos formulaciones
elaboradas es similar (figura 7), una liberacidn inicial importante (entre el 50% y 80%)
durante el primer dia, sin que se observe una liberacidn posterior en los siguientes 24
dias de ensayo.

El porcentaje liberado es mayor, alrededor del 80%, desde la formulacion en la que el B-
estradiol se incorporé en forma parcialmente dispersa (en HPyCD al 2,5%), en
comparacion con el 55% liberado desde la formulacion en la que se incorpord totalmente
disuelto (HPyCD al 10%) (figura 7). En este caso, el mayor porcentaje de farmaco
retenido cuando se incorpora disuelto, podria ser debido a una mayor interaccion o
dispersion mas homogénea del complejo del farmaco-CD dentro de la matriz sdlida de
guitosano, lo que favoreceria el atrapamiento en la misma.

100 -
90 -
80 7 gt & o
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

ee==HPCD 10%
HPCD 2,5%

% B - estradiol liberado

0 5 10 15 20 25
tiempo (dias)

Figura 7. Perfil de liberacion del p-estradiol incorporado en HPyCD al 2,5% y 10 %, desde
el gel de CHT al 2% entrecruzado con TPP. En MetOH:agua (70:30) a 37°C. n=4.
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Este es un estudio preliminar en el que fundamentalmente nos hemos centrado en la
solubilizacion del B-estradiol mediante la formacién de un complejo con HPyCD. En cuanto
al sistema de liberacién elaborado a base de chitosano, éste no presenta las
caracteristicas adecuadas para una liberacion sostenida del B-estradiol por tiempo
prolongado para su usado en regeneracion 6sea en osteoporosis. Seria necesario estudiar
el efecto de otras variables como, por ejemplo, la concentracidon de quitosano, su grado
de deacetilacién, la concentracidon de agente entrecruzante, etc, que permitan optimizar
el rendimiento de incorporacion y posterior perfil de liberacion del B-estradiol. Como
alternativa, también se podrian usar otros polimeros de tipo hidrogel con los que se
pudiese modular mas facilmente el grado de entrecruzamiento y con ello la consistencia
del gel y liberacién del farmaco, manteniendo al mismo tiempo su inyectabilidad.

4. CONCLUSIONES

- La HPyCD permite una solubilizaciéon del B-estradiol con un perfil lineal (de tipo A.)
mediante formacion de complejos de estequiometria 1:1, con una eficacia de
complejacion del 17%.

- El rendimiento de la incorporacion del farmaco al chitosano varia segun se incluya
disperso o disuelto, siendo mayor en el primer caso.

- La liberacion del farmaco desde ambos sistemas es rapida aunque incompleta. En
ambos casos queda un remanente de farmaco incluido en la matriz de chitosano que no
se libera, in vitro, en el periodo de tiempo ensayado.
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