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Dedicatoria

Le dedico esta unidad de investigacion Il a todos los estudiantes foraneos que dejan a
sus familias, amigos y comodidades para perseguir un suefio, un objetivo, y un mejor
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el dia para abarcar todas las responsabilidades.
Sé muy bien como te sientes y si yo lo logré, tu también.

Solo recuerda, hazlo todo con amor y los suefios que tengas se van a cumplir. Confia

en ti y no dejes que tus miedos te aparten de tus objetivos.

Camila Alejandra Galdavini.
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Resumen

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica es una patologia que compromete la
funcionalidad de los pulmones y la salud del paciente. Una de las caracteristicas mas
relevantes de esta enfermedad es el desarrollo de exacerbaciones que ocasionan
inflamacién del tejido y que pueden ser de origen infeccioso. La doxiciclina es un
antibiético que ha demostrado tener potencial como agente antiinflamatorio; por ende,
es una opcién viable para abordar las exacerbaciones de origen infeccioso. Sin
embargo, su eficacia se ve limitada por su absorcion sistémica y distribucién en el
cuerpo. Para mejorar el tratamiento, se planteé el desarrollo de una dispersion sélida
amorfa de doxiciclina usando gelatina como matriz dispersable para administrar el
activo a través de un inhalador, esto permitiria una concentraciéon pulmonar mas alta y
menos efectos adversos sistémicos. La gelatina, un polimero biodegradable, tiene la
ventaja de que estad aprobada para ser utilizada en productos de inhalacion. Las
microesferas inhalables fueron elaboradas mediante secado por atomizacion y se
caracterizé su desempeno aerodinamico, disolucién in vitro, estabilidad quimica,
eficiencia de encapsulacién y la eficacia antimicrobiana de las formulaciones. Las
microesferas de doxiciclina-gelatina fueron aerodinamicamente dispersables vy
mostraron velocidad de disolucién y solubilidad. En base a estas propiedades, las
microesferas tienen el potencial de entregar y retener el antibidtico en las zonas mas
profundas del pulmén y de aumentar la eficacia del tratamiento al mejorar la tasa de
disolucion de doxiciclina. ElI uso de gelatina y la formacion de microesferas
corresponden a una plataforma prometedora para mejorar la liberacion pulmonar de
principios activos, administrados por la via inhalatoria para el tratamiento de afecciones

pulmonares cronicas.



DESIGN AND CHARACTERIZATION OF AMORPHOUS SOLID DISPERSION OF
DOXYCYCLINE IN GELATIN MICROSPHERES TO IMPROVE DRUG SOLUBILITY AT
PULMONARY LEVEL

Abstract

Chronic Obstructive Pulmonary Disease is a pathology that compromises the
functionality of the lungs and the patient's health. One of the most relevant
characteristics of this disease is the development of exacerbations that cause tissue
inflammation and may be of infectious origin. Doxycycline is an antibiotic that has shown
potential as an anti-inflammatory agent; therefore, it is a viable option to address
exacerbations of infectious origin. However, its efficacy is limited by its systemic
absorption and distribution in the body. To improve treatment, the development of an
amorphous solid dispersion of doxycycline using gelatin as a dispersible matrix to
deliver the active via an inhaler was proposed, which would allow a higher pulmonary
concentration and fewer systemic adverse effects. Gelatin, a biodegradable polymer,
has the advantage of being approved for use in inhalation products. Inhalable
microspheres were prepared by spray drying and their aerodynamic performance, in
vitro dissolution, chemical stability, encapsulation efficiency and the antimicrobial
efficacy of the formulations were characterized. The doxycycline-gelatin microspheres
were aerodynamically dispersible and showed enhanced dissolution rate and solubility.
Based on these properties, microspheres have the potential to deliver and retain the
antibiotic deeper into the lung and to increase treatment efficacy by improving the
dissolution rate of doxycycline. The use of gelatin and the formation of microspheres
correspond to a promising platform to improve the pulmonary release of active
ingredients, administered by the inhalation route for the treatment of chronic pulmonary

conditions.
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Glosario

1.

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica: Patologia pulmonar progresiva
caracterizada por la obstruccion crénica del flujo de aire, generalmente causada
por la exposicion prolongada a gases irritantes o particulas. Los sintomas
incluyen disnea, tos, esputo y sibilancias.

Dispersion Sélida Amorfa: Técnica de formulacion farmacéutica donde un
farmaco de baja solubilidad se dispersa en forma amorfa dentro de una matriz
polimérica que retarda su reordenamiento y cristalizacién, mejorando asi la
solubilidad y biodisponibilidad del activo.

Secado por atomizacion: Método para producir un polvo seco a partir de una
soluciéon o suspension al secarlo rapidamente con un gas caliente, utilizado
frecuentemente para crear particulas finas y uniformes.

Exacerbacion de EPOC: Empeoramiento agudo de los sintomas respiratorios,
como el aumento de la disnea, tos y la produccion de esputo, que requiere una
terapia urgente e incluso hospitalizacién del paciente.

Aerosolizacién: Proceso que convierte una sustancia soélida en particulas finas
con un diametro inferior a 5 micras, se utiliza a menudo para administrar
farmacos por inhalacion hacia las zonas mas profundas del pulmén.
Microesferas: Pequefias particulas esféricas hechas de polimeros con un
farmaco disperso en su interior. Se utilizan en sistemas de liberacién para
controlar la tasa de disolucion de un farmaco.

Impactaciéon en cascada: Técnica que permite conocer la distribucion del
tamafio de particulas de un aerosol. Las particulas se separan segun su
diametro aerodinamico al pasar por una serie de etapas con puntos de corte de

tamafio decreciente.



Abreviaciones

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

DOX: Doxiciclina

pKa: Constante de disociacién acida

ASD: Dispersion solida amorfa

GA: Gelatina

SD: Secado por atomizacion (Spray Drying)

DPI: Inhalador de polvo seco

MMAD: Diametro aerodinamico medio de masa

FPF: Fraccion de particulas finas

GSD: Desviacion geométrica estandar

RF: Fraccion respirable

EE: Eficiencia de encapsulacion

kn: Constante de disolucién de Higuchi

NGI: Next Generation Impactor

DSC: Calorimetria diferencial de barrido
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Introduccién

Las enfermedades pulmonares de origen infeccioso son abordadas con antimicrobianos
indicados segun el tipo de agente que esté generando la infeccion. Sin embargo, estos
tratamientos son administrados por via oral, se absorben a nivel gastrointestinal y se
distribuyen a través de la sangre hacia los pulmones, lo que conlleva al desarrollo de tres
problematicas importantes: 1) baja concentracion del farmaco a nivel pulmonar, 2)
reacciones adversas a nivel sistémico, y 3) destruccion de la microbiota intestinal del
paciente. Por ende, el desafio cuando se trata de infecciones pulmonares es disenar
tecnologias para administrar los antibiéticos a través de inhaladores y para mejorar
la solubilidad de éstos en el tejido pulmonar, alcanzando asi una mayor eficacia del
tratamiento con menos complicaciones en el resto de los tejidos.

Un sector de la poblacion que se veria beneficiado con el desarrollo de formulaciones
inhalables de antibidticos son los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), ya que suelen presentar exacerbaciones de origen infeccioso 2-3 veces al afo que
son dificiles de abordar debido a la misma complejidad de la patologia, y que pueden ser
ocasionadas por un solo microorganismo que vuelve a colonizar el pulmoén a pesar de ser
abordado con anterioridad". Es aqui donde el médico tratante debe recurrir a otros
algoritmos de tratamiento para erradicar la infeccion y preservar la escasa funcionalidad
pulmonar del paciente, que ya se encuentra comprometida por la enfermedad de base.

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se caracteriza por una inflamacién de
las vias respiratorias que provoca un aumento de la resistencia al flujo aéreo y sintomas
sistémicos notables. A medida que la enfermedad progresa, afecta a los musculos
esqueléticos, al sistema cardiovascular y al sistema nervioso por los bajos niveles crénicos
de oxigeno; lo que repercute gravemente en la calidad de vida. Por lo tanto, es crucial
evaluar y tratar estas complicaciones desde el principio para enfrentar de mejor manera el
avance de la patologia®. Asimismo, las exacerbaciones son la causa mas frecuente de
hospitalizacién y fallecimiento de los pacientes con EPOC. Estas se definen como un
acontecimiento que incrementa los sintomas de la enfermedad como la disnea, la tos y/o
expectoracion; dentro de los posibles desencadenantes se encuentran las infecciones
bacterianas®.

El algoritmo de tratamiento de la infeccidon dependera del agente infeccioso, del grado de
agudizacion y de los antibidticos disponibles en el mercado; dentro de los cuales se
encuentran los betalactamicos, las fluoroquinolonas y los macrélidos. Segun la orientacion
técnica para el uso de antibiéticos entregada por el Ministerio de Salud de Chile (MINSAL),
la primera linea de tratamiento es amoxiciclina + &cido clavulanico o
azitromicina/claritomicina en caso de alergia a los betalactamicos, de ser necesario se
pueden prescribir cefalosporinas, como ceftriaxona y ceftazidima, o fluoroquinolonas como
levofloxacino y ciprofloxacino®. Sin embargo, la terapia antimicrobiana solo tiene como
objetivo erradicar la infeccién de forma oportuna y eficaz, no considera la inflamacién
subyacente ni la funcionalidad comprometida del pulmén, lo que deriva en el requisito de
afiadir otros farmacos al tratamiento como hidrocortisona, prednisona, salbutamol, entre
otros®.

Es aqui donde nace la necesidad de disefar alguna alternativa farmacoldgica que permita
combatir la infeccidn, reducir la inflamacion y disminuir el nimero de exacerbaciones al afio
en los pacientes. En base a esta premisa, diversos miembros de la comunidad cientifica
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han volcado su interés en la doxiciclina, un antibiético de la familia de las tetraciclinas que
ha demostrado tener actividad antiinflamatoria sobre el tejido pulmonar (Tabla 1), ya que
logra disminuir los niveles séricos de marcadores proinflamatorios y de enzimas
proteoliticas (metaloproteinasas de matriz) que participan en la destruccion de la membrana
interalveolar, lo que conduce al desarrollo de enfisema e inflamacion pulmonar®7),
consiguiente, en base a la evidencia disponible, la doxiciclina es un buen coadyuvante para
ser utilizado en las exacerbaciones de EPOC por su potencial como agente antiinflamatorio
y sus propiedades antimicrobianas.

Tabla 1. Estudios cientificos que evaluan el efecto antiinflamatorio de doxiciclina a nivel
pulmonar, en el contexto de enfermedad obstructiva crénica.

Resultados

Mejoria a los 6 y 12 meses en los
parametros de funcién pulmonar:
FEV1 y FVC. Reduccién global en un
26,69% de las exacerbaciones.
Disminucién de los niveles séricos de
MMP-9, MMP-2 y hs-CRP a los 3
meses.

Doxiciclina disminuyo la expresion de

Autores
Bhattacharyya
et al. (2021)®

Metodologia
Dos grupos: pacientes con
EPOC con y sin 200 mg/dia
de doxiciclina afiadida al
tratamiento por 3, 6,9y 12
meses.

Hadzic et al. | 4 grupos de ratones adultos:

estandar y el otro con 200
mg/dia de doxiciclina mas la

(2021)® expuestos al aire ambiente, MMP-2, MMP-9 vy de citoquinas
expuestos al aire ambiente proinflamatorias como TNF-a e IL-1b.
con doxiciclina, expuesto al
humo de cigarrillo por 8 Sin embargo, no mejoré los sintomas
meses, y expuestos al humo | de enfisema e hipertension pulmonar
de cigarrillo con tratamiento ocasionada por el humo de cigarrillo.
de doxiciclina por 3 meses.

Singh et al. | Dos grupos de pacientes con | Grupo con doxiciclina reflejd6 un

(2019)™ EPOC, uno con el tratamiento | descenso en los niveles de citoquinas

proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IL.8) y
en la expresion de MMP-2 y MMP-9.

Se evidencio una reduccion
significativa en los marcadores de
estrés oxidativo, tales como: LHP,
TOS, NOx y peroxinitrato.

terapia base, por 3 meses.

FEV1: Volumen espiratorio forzado en 1 segundo. FVC: Capacidad vital forzada. MMP-2 y MMP-9:
Metaloproteinasas de matriz. hs-CRP: Proteina C reactiva de alta sensibilidad. TNF-a: Factor de necrosis
tumoral alfa. IL-1b, IL-6, IL-8: Interleucinas 1b, 6 y 8. LHP: Hidroperoxidos lipidicos. TOS: Estado oxidante total.
NOx: Nitrito y nitrato.

La doxiciclina (DOX) es un antibidtico bacteriostatico que presenta una amplia actividad
antimicrobiana sobre diversos microorganismos grampositivos y gramnegativos como, por
ejemplo: Streptococcus pyogenes, Escherichia coliy Neisseria meningitidis. Es un farmaco
altamente lipofilico, lo que facilita su distribucion en los tejidos y fluidos corporales,
incluyendo los fluidos pleurales y las secreciones bronquiales®. Se absorbe casi por
completo a nivel duodenal y presenta una biodisponibilidad que oscila entre 80 y 95%, una
vida media entre 16-18 h, una unién a proteinas plasmaticas entre 80-90%, y un volumen
de distribucién de 0,7 + 0,1 L/Kg®.
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Dentro de los parametros fisicoquimicos del farmaco se destacan sus valores de constante
de disociacion acida (pKa), equivalentes a 3,02, 7,97 y 9,15; los cuales determinan que su
solubilidad sea pH-dependiente('” (Figura 1). Entonces, cuando el medicamento se
encuentra en un ambiente a pH inferior a tres, sus grupos funcionales estan protonados y
le otorgan carga positiva, favoreciendo asi su maxima solubilidad. Cuando el rango de pH
se encuentra entre 5,5 y 8,6, que corresponden a los puntos isoeléctricos de la molécula,
la solubilidad disminuye considerablemente ya que las cargas se neutralizan y el
medicamento existe como zwitterion. Asimismo, cuando el rango de pH se encuentra sobre
nueve, el medicamento adquiere carga negativa y vuelve a ser soluble('®. Por ende, a pH
gastrointestinal, la doxiciclina tendria una alta solubilidad y alcanzaria su maxima absorcién
a nivel duodenal. Sin embargo, aunque estos atributos son una ventaja para su
administracion oral pues favorecen altas concentraciones plasmaticas, no dan una solucién
eficiente cuando la infeccion e inflamacion ocurren a nivel pulmonar.

OH O O OH OH
R T ]

F
~

Illlll-
it

6H

ZIIII-

~

Figura 1. Estructura quimica de doxiciclina con sus respectivos valores de pKa.

De esta manera, la desventaja de usar doxiciclina es que actua a nivel sistémico y tiene
una amplia distribucion entre los tejidos del organismo, lo que limita su concentracion a nivel
respiratorio. Esto ultimo conlleva a la necesidad de evaluar un incremento en la dosis de
doxiciclina para alcanzar el objetivo terapéutico a nivel pulmonar, con el riesgo de aumentar
las probabilidades de que el paciente presente alteracién de la microbiota intestinal y/o una
reaccion adversa al medicamento; tales como: nauseas, vomitos, diarrea, fotosensibilidad,
entre otros®. De aqui surge el desafio de este proyecto de disefiar formulaciones inhalables
que aseguren una mayor concentracion del principio activo en los pulmones, aumentando
la eficacia del tratamiento, disminuyendo los efectos laterales y reduciendo la dosis
necesaria para alcanzar el éxito terapéutico.

El desarrollo de una formulacion de doxiciclina apta para ser aplicada a través de un
inhalador permitiria tener un mayor control de la inflamacion subyacente en pacientes con
EPOC, ademas de ayudar a erradicar la infeccién. Sin embargo, esta estrategia
farmacéutica presenta una limitacion que esta asociada a las propiedades fisiologicas del
tejido pulmonar, ya que se ha establecido que el pulmdn posee un pH entre 7,35 a 7,45;
rango que facilita el predominio de la forma no ionizada del medicamento alterando su
solubilidad). Por ende, es necesario disefiar una formulacion que permita mejorar la
biodisponibilidad de la doxiciclina a nivel pulmonar, ya sea anadiendo un coadyuvante a la
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formulacién o generando un vehiculo para mejorar la disolucion del farmaco. Un buen
candidato para alcanzar este objetivo es la gelatina, ya que existe evidencia de permitir la
formacion de dispersiones solidas amorfas (ASD) en nuestro laboratorio cuando se usa
como polimero de dispersion junto con ciprofloxacino('2).

La gelatina (GA) es un polimero natural biodegradable y biocompatible que deriva de la
hidrélisis de colageno. Existen dos tipos de gelatina: tipo A que se produce por hidrolisis
acida, y tipo B que se obtiene por hidrdlisis alcalina. Ha sido ampliamente utilizada por la
industria farmacéutica para la elaboracion de formulaciones de liberacion prolongada, y ha
demostrado ser un vehiculo viable para la formulacion de dispersiones sélidas amorfas('®
415 Las ASD son una estrategia valiosa para aumentar la solubilidad y biodisponibilidad
de medicamentos poco solubles, mejorando asi su velocidad y grado de disolucion.
Consiste en un sistema binario compuesto por un principio activo disperso en un portador
polimérico soluble, cuyo objetivo es desordenar las particulas del farmaco cambiando sus
caracteristicas para mejorar su humectabilidad, y con ello aumentar su solubilidad cuando
el activo se seca y reestructura como un sélido amorfo. Asimismo, el proceso de formacion
de una ASD por secado por atomizacién reduce el tamafo de particula y aumenta el area
superficial, 1o que se traduce en una mayor velocidad de disolucién del farmaco. Los
métodos de fabricacion mas comunes son el secado por atomizacion (Spray Drying) y la
extrusion por fusion en caliente('¢-19),

La técnica de Spray Drying (SD) o secado por atomizacion se utiliza para producir
dispersiones sélidas amorfas y como proceso de microencapsulacion para generar
microparticulas respirables. Su funcion es transformar una solucién del activo en polvo seco
mediante un procesamiento continuo de particulas en un solo paso®® 2", Cabe mencionar
que esta técnica presenta dificultades vinculadas con las variables de la operacion, las
cuales deben ser controladas para eludir inconvenientes como un bajo rendimiento,
porcentaje parcial de amorfizacion o un alto contenido de humedad en el producto final; por
ende, para optimizar el proceso de SD se deben evaluar las caracteristicas tanto del
atomizador como de la formulacién de alimentacion®®22. E| principal proposito del disefio
de polvos secos por atomizacion es lograr un tamafno de particula que permita su
administracion a través de un inhalador de polvo seco (DPI); es decir, el objetivo es obtener
un diametro aerodinamico medio de masa (MMAD) menor a 5 micras para garantizar una
llegada eficiente a las regiones bronquiales o alveolares del pulmén® 24 Ademas, se ha
demostrado que el SD es capaz de generar microparticulas con una fraccion de particulas
finas (FPF) entre 40-75%, lo que facilita la llegada del principio activo a las zonas mas
profundas del pulmén y una mejor solubilidad®@®.

El proceso de microencapsulaciéon a través de SD puede dar origen a dos tipos de
particulas: microcapsulas y microesferas. Se utiliza el término microcapsulas cuando el
nucleo que contiene el principio activo esta circundado por una capa polimeérica continua,
con o sin poros. En cambio, se define como microesferas cuando el principio activo esta
disperso en una matriz polimérica que facilita una liberacién mas prolongada de la droga‘®).
Tanto las microcapsulas como las microesferas pueden ser administradas a través de un
inhalador de polvo seco, que corresponde a un dispositivo que permite la aerosolizacion y
entrega de medicamentos a través de la via respiratoria, sin necesidad de propelentes®@”).
Los DPI se pueden clasificar segun su mecanismo de fluidificacion en dos categorias:
activos o pasivos. Los activos requieren una fuente externa de energia como aire
comprimido o una bateria para la administracion del medicamento; sin embargo, no estan
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA). En cambio, los pasivos dependen
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del flujo de inspiracion del paciente y de su capacidad pulmonar para administrar el
farmaco®@’- 28,

A la fecha, se han reportado estudios que aplican la técnica de SD para generar particulas
inhalables a través de DPI, como la investigacion realizada por Sham et al. (2004) que utilizd
gelatina como matriz polimérica®®). A su vez, existen estudios que han expuesto el uso de
polvos amorfos para administrar farmacos a través de la via inhalatoria, como Chen et al.
(2016) que propusieron la elaboracién de una dispersion solida amorfa aplicando la técnica
de SD para ser administrada a través de un DPI®®. Para terminar, también existe un estudio
elaborado por Douafer et al. (2021), que planted un disefio experimental para mejorar el
efecto de la doxiciclina sobre una cepa resistente de Pseudomonas aeruginosa al incorporar
un adyuvante (derivado poliaminoisoprenilo NV716). El objetivo era elaborar un polvo seco
para inhalacion a través de un DPI. Utilizaron liofilizacién para producir los polvos de los
dos principios activos, y particulas portadoras inhalables de lactosa para mejorar su
aerosolizacién. Finalmente, en base a los valores obtenidos para las propiedades
aerodinamicas (MMAD y FPF), los autores concluyen que la estrategia planteada es viable
para conseguir la concentracion requerida de doxiciclina a nivel pulmonar®®,

En base a la informacion recopilada, el disefio de microesferas de gelatina para transportar
doxiciclina hacia el tejido pulmonar podria disminuir la inflamacién caracteristica de las
exacerbaciones en EPOC y colaborar para erradicar de forma eficiente la infeccion.
Igualmente, la técnica de secado por atomizacion es idénea para obtener un polvo seco
que cumpla con las propiedades aerodinamicas adecuadas para ser administrado de forma
local a través de un inhalador DPI, reduciendo asi la incidencia de efectos adversos y la
destruccidn de la microbiota intestinal del paciente.
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Objetivos
General:

Desarrollar una formulacion en base a polvos amorfos para mejorar la solubilidad de
doxiciclina utilizando gelatina como matriz polimérica.

Especificos:

1. Preparar una dispersion sélida amorfa de doxiciclina y gelatina utilizando la técnica
de Spray Drying, optimizando las condiciones del proceso.

2. Determinar la capacidad de microencapsulacion de la matriz de gelatina.

3. Evaluar la velocidad de difusién de la doxiciclina desde las microesferas de gelatina
en condiciones simuladas del tracto respiratorio.

4. Evaluar las propiedades aerodinamicas y las caracteristicas morfolégicas del polvo
seco obtenido.



Metodologia

Materiales
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Se uso doxiciclina como monohidrato de doxiciclina (DOX H20) y gelatina de tipo A (300g
Bloom). Se usé agua destilada, acido clorhidrico (HCI), fosfato monopotasico (KH2PO4),
hidroxido de sodio (NaOH); capsulas de gelatina n°3 (Capsugel Lonza), placas de 96
pocillos, placas de 12 pocillos y filtros 0,45 um de nitrocelulosa.
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Figura 2. Resumen de la metodologia a utilizar en la investigacion.

Métodos

1. Producciéon de microesferas de doxiciclina-gelatina mediante la técnica de SD.

1.1. Preparacién de solucion de alimentacion para el Spray Drying: Las particulas
de tamano aerodinamico deseado (>0,1um y <5um), se elaboraron basadas en una
solucion de alimentacion al 0,5% en peso de soélidos. Para mejorar la solubilidad
del principio activo y asegurar que tanto la DOX como la GA se encuentren
disueltos, se usé como solvente una solucién acuosa de acido clorhidrico a pH 2,0,
preparada a partir de agua destilada mas acido clorhidrico 1M. La solucién de
alimentacion se mezclé constantemente hasta alcanzar una solucion real y se
mantuvo a una temperatura de 40°C para asegurar la solubilidad en el medio, y asi
lograr la microencapsulacion de la DOX al finalizar el proceso de secado en la
camara de secado del SD®" (Figura 3).



1.2,

16

——p Termémetro

(n}mluu
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Agitador magnético

Figura 3. Elaboracion de solucion de alimentaciéon DOX-GA para SD.

Evidencia de fotosensibilidad: Durante el ensayo de curva de calibrado, se
encontré evidencia de fotodegradacién. Esto significd que todas las muestras
fueran protegidas de la luz, natural y artificial, para no afectar los ensayos de
cuantificacion posteriores. Se utilizé material de vidrio ambar y cubiertas de plastico
impresas en 3D para cubrir los equipos.

Proceso de atomizacion mediante SD: La solucion de alimentacion fue
atomizada a 3 mL/min a una temperatura a 40°C para evitar alteraciones en la
viscosidad de la solucién. Parametros como la velocidad de la bomba de suministro,
el flujo de atomizacion y la temperatura de entrada fueron establecidos segun la
labor previa en el laboratorio realizada para optimizar el FPF de las microesferas
de gelatina. La temperatura de entrada y la presion de atomizacion se regularon a
130°C y 60 mmHg, respectivamente (Figura 4). Una vez concluido el proceso de
atomizacion, se aguardd hasta que disminuyese la temperatura residual del equipo
para facilitar la recoleccién de las particulas.
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Figura 4. Mini Spray Dryer B-290 (Buchi) disponible en el laboratorio utilizado para
producir microesferas DOX-GA.

1.3. Conservacion de muestras: Posterior a la recoleccion de las muestras desde el
vaso colector, éstas fueron rapidamente pesadas para evaluar el rendimiento del
proceso de SD; las muestras se guardaron en un desecador con el objetivo de
minimizar la absorcién de peso en agua e hinchamiento de las microesferas.

Evaluar la eficiencia de encapsulaciéon fisica de las matrices de gelatina: La
capacidad de encapsulacién de las matrices de gelatina se establecié mediante la
prueba de eficiencia de encapsulacion (EE), para la cual se mas6 una cantidad conocida
de muestra y se disolvid en una solucion acida a pH 2,0. Para asegurar la completa
salida de DOX tras el hinchamiento de la matriz de gelatina, se dej6 el aforo con la
muestra en 50 mL a 40°C durante 2 h, utilizando matraces de ambar. Posteriormente,
se tomdé una muestra y se determind la concentracion de DOX al comparar su
absorbancia con la de la curva de calibrado de DOX-H,O. Para medir la absorbancia se
utilizé espectrofotometria UV a A = 400nm con un espectrofotometro Synergy H1M
(Biotek Instruments, Santa Clara, CA, US). Utilizando los valores obtenidos, se calculd
la eficiencia de encapsulacion a través de la siguiente formula:

Eficiencia d lacié Masa experimental de DOX en la muestra < 100
iciencia de encapsulacion =
f p Masa tedrica de DOX en la formulacion
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3. Evaluar el perfil de liberacion de doxiciclina desde las microesferas

3.1. Test de disoluciéon en celdas de Franz: En esta investigacion, se usaron las
celdas de difusién de Franz para determinar la velocidad de disolucién de DOX
desde su matriz de gelatina, ya que su sistema de armado permite simular la
disolucién de particulas a nivel del epitelio alveolar®? (Figura 5.A). En este ensayo,
se maso una cantidad de formulacion sobre membranas de nitrocelulosa de 0,45
Mm, las cuales fueron cerradas mediante la compresién del compartimiento superior
sobre el compartimiento inferior. Se empleé un buffer fosfato a pH 7,4 como medio
de disolucion en el compartimento receptor y se mantuvo a 37°C a través del
sistema de control de temperatura de las celdas de Franz. Una vez posicionada la
membrana sobre el compartimento receptor y sellada con la tapa superior, se cubrié
el sistema proteger la solucion de la luz artificial y natural (Figura 5.B). Se
recolectaron muestras del compartimento receptor a los 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 180
minutos. En el ultimo intervalo de tiempo, se realizo el retiro del filtro y se lavé con
una solucién acida a pH 2,0 para disolver cualquier sustancia activa que no se
hubiese disuelto durante la prueba. Se calculé el porcentaje de droga liberada de
la matriz en el tiempo en base al porcentaje de droga disuelta acumulado. Se utilizd
el modelo de cinética de liberacién Higuchi para las formulaciones DOX-GA, ya que
se ha establecido que es el ideal para sistemas matriciales®®. Este se basa en el
supuesto de que la liberacioén del principio activo ocurre por difusién. El parametro
Tgo ¥ la constante de disolucion de Higuchi (k4) se determinacién en base a la
prediccion del modelo utilizando DDsolver. El Tgo describe el tiempo que tarda en
liberarse el 80% de la droga desde la matriz; mientras que la constante de
disolucion indica la tasa de liberacion del activo®®),

B)

Figura 5. Celdas de difusion de Franz. A) Sistema ensamblado de celdas de Franz
con camara de recubrimiento térmico montado en LATEFAR. B) Cubierta de
plastico impresa en 3D para prevenir exposicion a la luz natural y artificial.
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3.2. Evaluar la solubilidad de las formulaciones con mejor perfil de liberaciéon: Con
el objetivo de determinar si la solubilidad de DOX aumento, se procedioé a diluir una
cantidad conocida de cada lote en buffer fosfato a pH 7,4 bajo las siguientes
condiciones: matraz de 10 mL cubierto con papel aluminio, 50 rpm de agitacién por
17 h y una temperatura de 40°C. La cantidad masada de cada formulacién se
calculd con la premisa de que la solucién de DOX pura al 0,5 mg/mL es insoluble.
Por lo tanto, en cada solucidn se busco alcanzar esa misma concentraciéon de DOX.

Evaluacion de las propiedades aerodinamicas y del estado sélido del principio
activo luego del proceso de SD.

4.1. Evaluaciéon de propiedades aerodinamicas: EI MMAD, FPF, la desviacion
geomeétrica estandar (GSD) y la fraccion respirable (RF) se determinaron mediante
impactacién en cascada en el equipo Next Generation Impactor (NGI) (Figura 6).
Antes de cada ensayo, la bomba de vacio fue ajustada para generar un diferencial
de presion igual a 4 kPas. Posteriormente, se cuantificd el flujo con un flujbmetro
electronico para ajustar la valvula solenoide de dos direcciones, y se establecié un
intervalo de tiempo para mantener la bomba de vacio activada y asi simular una
inhalacién de 4L de aire. Por cada replicado de este ensayo se evalué 1 capsula
cargada con una masa conocida de formulacién, cercana a los 20 mg. Para todos
los replicados se utilizd el mismo dispositivo de DPI (High-Resistance RS01
Monodose DPI, Plastiape, Berry) y la recoleccion de muestra en los platillos se hizo
con una solucion acida a pH 2,0 para facilitar la disolucién y el desprendimiento de
la matriz de gelatina. En acto seguido, se midi6 la absorbancia de una muestra de
cada platillo para ser comparada con la curva de calibrado disefiada previamente,
asi se determiné la concentracién de DOX por medio de interpolacion sobre la
ecuacion de la recta de dicha curva.
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Figura 6. llustracion del equipo Next Generation Impactor (NGI). A) Configuracion
cerrada con el puerto de induccién y el pre-separador. B) Interior del NGI con 7
etapas de boquillas, los platillos correspondientes y el colector MOC.

Caracterizacion de estado soélido de la formulacion con Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC): El objetivo del estudio es encontrar evidencia de
amorfizacién desde el estado cristalino de DOX pura al estado amorfo de las
microesferas DOX-GA. DSC es una técnica termoanalitica utilizada para medir el
flujo de calor necesario para cambiar las propiedades de estado soélido de un
material cuando se calienta o se enfria®). El DSC se utiliza ampliamente para
caracterizar dispersiones solidas, proporcionando datos precisos sobre puntos de
fusion, temperaturas de transicion vitrea y cambios de energia durante transiciones
de fase como la cristalizacion y la fusion.®% 30) E| analisis se llevo a cabo en un
calorimetro DSC131 (SETARAM Inc., Cranbury, NJ, EE.UU.). Primero se pesaron
entre 3 a 5 mg de cada formulaciéon, de DOX y de GA en crisoles de aluminio
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sellados. Después se procedio con la lectura en el calorimetro con un intervalo de
temperatura de 0 a 250°C a una velocidad constante de calentamiento de 10°C/min.
Finalmente, se compararon los termogramas obtenidos y se registraron parametros
claves como temperaturas maximas, cambios de entalpia y eventos de transicion.

5. Analisis estadisticos de datos: Todos los resultados estan representados como el
valor promedio +/- la desviacion estandar de al menos tres replicados. Las diferencias
significativas han sido evaluadas por analisis de varianza aplicando ANOVA one way,
con un estudio post-hoc de Tukey HSD p<0,05. Los analisis fueron realizados con el
software GraphPad Prism versién 9.1.
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Resultados

Para un mejor entendimiento de los resultados expuestos en esta seccion, se define X%
DOX-GA como una formulaciéon que contiene X% de doxiciclina monohidrato dispersa en
una matriz de gelatina tipo A.

1. Confirmacion de fotosensibilidad de doxiciclina en buffer fosfato a pH 7,4 en
presencia de luz de laboratorio.

Al preparar una solucion de DOX en buffer fosfato a pH 7,4 y dejarla sobre el meson
expuesta a la luz, se observé un cambio de color que no se evidencié al disolver la droga
en solucién acida a pH 2,0. Debido a esta observacion, se planifico un experimento para
corroborar si DOX era o no fotosensible. De esta manera, se repitié el procedimiento con
diferentes concentraciones de DOX expuestas intencionalmente a la luz de dia dentro del
laboratorio, y en todas las circunstancias se evidencio el cambio de tonalidad, pasando de
amarillo tenue a un rojo cada vez mas intenso (Figura 7). Sin embargo, al utilizar un matraz
ambar y repetir las condiciones de disolucién, se observé que DOX era capaz de disolverse
en buffer fosfato manteniendo el mismo tono amarillo que al disolverse en solucion acida
(Figura 7).

0,4 mg/mL DOX 0,4 mg/mL DOX 0,4 mg/mL DOX 0,4 mg/mL DOX 0,4 mg/mL DOX
pH2,0 pH74 pHT7.4 pH7.4 pHT7.4
Ominalaluz 30 min alaluz 60 min a la luz 120 min ala luz Matraz ambar

Figura 7. Estudio de fotosensibilidad de doxiciclina en solucién a buffer fosfato pH 7,4 y
solucion acida pH 2,0 expuesta a la luz solar o protegida en matraz ambar.

2. Las matrices de GA presentaron una alta eficiencia de encapsulacion de DOX.

Todas las formulaciones presentaron una EE mayor o igual al 80%, lo que refleja una alta
eficiencia en el proceso de SD para formar las microesferas de DOX-GA (Figura 8). Los
resultados de la EE reportados a continuacion, fueron utilizados para hacer el ajuste de
masa correspondiente en experimentos posteriores.
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Figura 8. Eficiencia de encapsulacion de las matrices de DOX-GA. Todas las formulaciones
alcanzaron valores entre el 80 y 90% de eficiencia de encapsulacion. No hubo diferencias
significativas.

3. Microesferas de DOX-GA producidas por SD aumentaron la velocidad de disolucion
y solubilidad de DOX.

Las formulaciones de DOX-GA demostraron un mejor perfil de disolucién en comparacién
a DOX pura (Figura 9). Las proporciones que lograron una mejor disolucion de DOX a la
hora fueron: la formulacién con 64%DOX-GA que liber6 el 101% del farmaco y la
formulacién con 32%DOX-GA que por su parte liberé el 91% de la droga. En tercer lugar,
quedo el preparado con 80%DOX-GA que presentd una liberacion del 75% a la hora y, en
cuarto lugar, la formulacion con 16%DOX-GA que mostrd una disolucién similar a la de DOX
pura con tan solo 5% disuelto a la hora (Figura 9). La constante de disolucion de Higuchi
de 32%, 64% y 80%DOX-GA fueron significativamente mayores que DOX pura (Figura
10.A). El Tgo calculado para 32% y 64%DOX-GA fue aproximadamente de 1,2 y 0,8 h,

respectivamente; si hubo una diferencia significativa entre ambas formulaciones (Figura
10.B).
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Figura 9. Perfil de disolucion de las microesferas de DOX-GA a varias concentraciones del
principio activo comparado con DOX pura, a través del test de disolucion en celdas de
Franz.
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Figura 10. Cinética de liberacién de DOX desde las microesferas de GA. A) Constantes de
disoluciéon obtenidas a través del modelo Higuchi. Las formulaciones 32%DOX-GA y
64%DOX-GA presentaron valores de ky mas altas en comparacion con el resto de las
formulaciones y con DOX pura. (****p<0,0001). B) Tgo de las formulaciones 32%DOX-GAy
64%DOX-GA. La prediccion del tiempo necesario para alcanzar el 80% del farmaco liberado
para las formulaciones fue de 1,2 y 0,8 h, respectivamente. (*p<0,5).
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Asimismo, se encontré que los preparados 32%DOX-GA y 64%DOX-GA mejoraron
visiblemente la solubilidad de la droga en comparacion a una muestra de DOX pura (Figura
11). La muestra 100%DOX (0,5 mg/mL) presenté una notoria dispersion de la luz laser
debido a la presencia de sélidos de droga no soluble. Mientras que, las formulaciones con
32%DOX-GA (0,6 mg/mL) y 64%DOX-GA (0,6 mg/mL) presentaron visualmente dispersion
de la luz sin presencia de particulas, solo evidenciando el efecto Tyndall. El cual ocurre
cuando se hace visible la trayectoria del haz de luz a través de una suspension coloidal, ya
que ésta se dispersa por las particulas suspendidas®”.

100%DOX 32%DOX 64%DOX

Figura 11. Test de solubilidad. Los preparados con mejor perfil de disolucién (32%DOX-GA
y 64%DOX-GA) solo mostraron dispersion de la luz por efecto Tyndall y carecian de material
particulado suspendido, en comparacion con DOX pura.

4. Las microesferas de DOX-GA obtuvieron un alto rendimiento aerodinamico.

Las caracteristicas aerodinamicas de los preparados inhalables se expresan en base a los
parametros de distribucion del tamafio de particula (MMAD, FPF, GSD) y de la fraccion
respirable (RF). Las formulaciones 32%DOX-GA y 64%DOX-GA presentaron un buen
rendimiento aerodinamico (Figura 12).
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Figura 12. Desempefio aerodinamico de microesferas DOX-GA por NGI. El grafico ilustra
la distribucion por masa en cada platillo del impactador y el punto de corte aerodinamico
correspondiente al flujo de aire de 60 L/min. No hubo diferencias significativas entre las
formulaciones.

El analisis de parametros aerodinamicos provenientes de la distribucién del tamafio de
particula se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros aerodinamicos de microesferas DOX-GA.

Preparado MMAD (um) FPF (%) GSD RF (%)
32%DOX 2,68 £ 0,04 66,12 £ 3,79 1,70 £ 0,06 48,70 + 4,55
64%DOX 2,26 +0,18 61,45 + 4,21 1,79 £ 0,04 44,04 + 5,41

MMAD: Diametro aerodinamico medio de masa. FPF: Fraccion de particulas finas. GSD: Desviacion geométrica
estandar. RF: Fraccion respirable.

5. Las formulaciones 16%DOX-GA y 64% DOX-GA presentaron picos de fusioén en
DSC similares a los de DOX pura.

En los termogramas DSC se obtuvieron los siguientes resultados. Para doxiciclina
monohidrato, se observd un pico endotérmico alrededor de los 166,94°C que
corresponderia a la fusién del antibidtico y un pico exotérmico alrededor de 206,32°C
correspondiente a la descomposicion de doxiciclina®® (Figura 13.A). Para gelatina tipo A,
se obtuvo un amplio pico endotérmico que ocultd la senal asociada a la temperatura de
transicion vitrea (Tg) del polimero, la cual corresponde a 77°C segun la literatura; ademas,
se evidencio un segundo pico endotérmico que estaria asociado a su descomposicion®®
(Figura 13.B). Con respecto a las microesferas DOX-GA, la formulacion 16%DOX-GA
manifestd a lo menos 3 eventos: liberacién de agua, un pico endotérmico (205,26°C)
seguido de un pico exotérmico (229,70°C) y un desplazamiento del pico de descomposicién
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asociado a doxiciclina (de los 206, 32°C a los 229,70°C) (Figura 13.C). La formulacion
64%DOX-GA presenté eventos similares a los reportados en 16%DOX-GA, solo se destaca
el aumento de tamafio del pico exotérmico asociado a doxiciclina (Figura 13.D).

A) Doxiciclina B) Gelatina A
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Figura 13. Termogramas de microesferas DOX-GA, DOX pura y gelatina tipo A elaborados
a través de DSC. A) Doxiciclina monohidrato. Se observaron dos eventos térmicos: un pico
endotérmico alrededor de los 166,94°C y un pico exotérmico alrededor de 206,32°C. B)
Gelatina tipo A. Se observé un amplio pico endotérmico (inicio: 51,27°C —maximo: 102,17°C
— final: 169,03°C) y un segundo pico endotérmico (222°C) que estaria asociado a su
descomposicion. C) Microesferas 16%DOX-GA. Fue posible observar a lo menos 3
eventos: liberacion de agua (99,27°C), un pico endotérmico (205,26°C) seguido de un pico
exotérmico (229,70°C), y un desplazamiento del pico exotérmico asociado a doxiciclina (de
los 206,32°C a los 229,70°C). D) Microesferas 64%DOX-GA. En esta formulacion se repiten
los eventos reportados en 16%DOX-GA, con un pico endotérmico de 205,50°C y exotérmico
de 228,08°C.
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Discusion

1. ElI aumento de la velocidad de disolucion de doxiciclina favorece su
biodisponibilidad pulmonar.

Con respecto al perfil de disolucion de las microesferas DOX-GA, las formulaciones
32%DOX-GAy 64%DOX-GA evidenciaron un incremento en la velocidad de disolucion del
principio activo desde la matriz de gelatina, alcanzando sobre un 90% de la droga liberada
a la hora para las dos formulaciones. Mientras que, para la muestra de doxiciclina
monohidrato pura, solo se alcanzé un 5% de liberacién de la droga en el mismo periodo de
tiempo. Por ende, el uso de GA como polimero estabilizador y medio solido de dispersion
en las proporciones utilizadas, permitié formar un sistema matricial capaz de incrementar
sobre 18 veces la fraccion disuelta de DOX a pH 7,4. Asimismo, la velocidad de disolucién
se vio aumentada al menos 7,6 veces respecto a la DOX pura. Estos resultados permiten
predecir que la DOX administrada por la via inhalatoria como una dispersion soélida amorfa
es mas eficiente, ya que estaria rapidamente disuelta evitando asi el clearance alveolar por
macrofagos, que suelen fagocitar entre el 50-75% de las particulas a las 2-3 horas®?. La
biodisponibilidad aumentada de DOX no solo favorece su efecto antiinflamatorio, sino que
también tiene el potencial de favorecer su efecto antimicrobiano.

2. Es viable administrar las microesferas DOX-GA a través de la via inhalatoria en vez
de la ruta oral.

Los resultados obtenidos en las celdas de Franz, donde el polvo se disuelve en una
pequefa fraccion de buffer que solo permite humedecer el filtro, muestran que DOX puede
disolverse rapidamente en condiciones fisioldgicamente relevantes o similares al pulmén.
Estos resultados permiten proyectar que es viable el uso de DOX en el sistema respiratorio,
ya que no necesitaria de altos volumenes de medio y que su solubilidad a dejado de ser pH
dependiente, siendo ahora soluble mas alla del &cido del estomago.

3. Las microesferas DOX-GA presentan propiedades aerodinamicas sobresalientes
para ser administradas a través de un inhalador de polvo seco.

Los resultados mostraron un sobresaliente desempefio aerodinamico que se ve reflejado
en la alta dispersion del polvo contenido en la capsula (RFs> 44%) y un potencial de
dispersion pulmonar destacable reflejado en la gran cantidad de masa de la formulacion
que tiene un tamafio de particula inferior a 5 um (FPFs > 60%).

Se ha establecido en la literatura que para que un producto de inhalacién oral sea
considerado eficiente, el MMAD debe ser menor a 5 micras para garantizar una 6ptima
llegada del farmaco a las regiones mas profundas de los pulmones®¥, el valor de FPF debe
estar entre 40-75% para permitir una mayor concentracion del activo en las areas
bronquiales o alveolares®®, y el GSD debe ser menor o igual a uno para que todas las
particulas tengan un tamano similar, lo que se conoce como aerosol monodisperso, sobre
este valor las particulas tendrian diferentes tamarios (aerosol heterodisperso)“"). Siguiendo
esta premisa, los resultados de las propiedades aerodinamicas de las microesferas DOX-
GA, tanto para 32% como para 64%, cumplieron con los rangos expuestos en la literatura.
En ambos casos, se obtuvo un MMAD inferior a 5 ym, un FPF sobre el 60% y un GSD entre
1,7 y 1,8 que refleja un tamafio de particula acotado.
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En si, las formulaciones presentaron una buena aerosolizacién que podria facilitar la
adherencia del paciente al tratamiento y una mayor eficacia de éste. Si un producto de
inhalacion llega con facilidad al pulmén y en cantidades aceptables, se necesitarian menos
aplicaciones para alcanzar las concentraciones terapéuticas del farmaco; lo que se traduce
en menos capsulas utilizadas, menor incidencia del error humano al repetir la técnica de
inhalacion mas de una vez, y menor gasto monetario para el paciente. Es asi como las
propiedades aerodinamicas de la formulacion, la tecnologia del dispositivo, las
caracteristicas morfolégicas de las vias respiratorias y la técnica de inhalacion del paciente
determinan la eficacia del tratamiento farmacologico®?).

Por otro lado, estos resultados fueron comparables con un estudio realizado por Douafer et
al. (2021), que incorporaron un polimero (derivado poliaminoisoprenilo NV716) a una
formulacién de DOX para mejorar la aerosolizacion de la droga, alcanzando valores de
MMAD y FPF equivalentes a 4,1 um y 38%, respectivamente®®. Ademas, la gelatina es un
polimero natural biocompatible aprobado por la FDA para su uso en preparaciones
inhalables; mientras que el polimero NV716 no lo es“). Por consiguiente, las microesferas
obtenidas a través del proceso de SD usando gelatina como matriz polimérica, presentaron
mejores caracteristicas aerodinamicas que el estudio comparativo y tienen la ventaja de ser
comercializables, ya que contienen un polimero aprobado para su uso en pulmon.

Entonces, al comparar las caracteristicas aerodinamicas de las formulaciones con
inhaladores presentes en el mercado chileno para el tratamiento de EPOC (Tabla 3), el
MMAD de 32%DOX-GA y 64%DOX-GA resulté ser inferior o cercano a los productos
comparados; por ende, el activo tendria una llegada a las zonas profundas de los pulmones
similar a los productos disponibles en Chile. Por otro lado, el FPF de ambas formulaciones
fue superior a tres de los inhaladores, lo que indica que el activo alcanzaria una mayor
concentracién en las regiones bronquiales o alveolares que los dispositivos revisados.

Tabla 3. Productos de inhalacion disponibles en el mercado chileno para el tratamiento de
EPOC.

Producto Composicién MMAD (um) | FPF (%) | Dispositivo
Spiolto Respimat“* | tiotropio + olodaterol 4,2—-4,6%9 | 66 — 7249 SMI
Anoro Ellipta®® umeclidinio + vilanterol | 1,8 — 3,246 | 24 — 40¢7) DPI
Trelegy Ellipta“® furoato de fluticasona + | 1,8 —3,246) | 24 — 4047 DPI

umeclidinio + vilanterol
Ultibro Breezhaler™ | Indacaterol + 2,5—-2,740 | 43 — 4547 DPI
glicopirronio

SMI: Inhalador de niebla suave. DPI: Inhalador de polvo seco.

4. Los resultados obtenidos en DSC no fueron concluyentes para confirmar la
formacion de una dispersion sélida amorfa de doxiciclina.

Los resultados obtenidos en los termogramas DSC no permitieron dilucidar si las
formulaciones DOX-GA evaluadas corresponden a una dispersion solida amorfa del
principio activo, ya que se obtuvieron picos de fusién y de descomposicién caracteristicos
de un sodlido en su forma cristalina. Ademas, no se observé un cambio escalonado de
transicion vitrea (Tg) en las muestras, la cual es indispensable en un termograma de polvos
amorfos o dispersiones solidas amorfas®5 39,
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Se evalud la formulacién con menor rendimiento en el test de disolucion (16%DOX-GA) y
se observé un aparente pico endotérmico seguido inmediatamente de un pico exotérmico
(Figura 13.C), cuyos eventos son cercanos a los presentados por doxiciclina pura.
Asimismo, al evaluar la formulacion con mejor rendimiento en el test de disolucién
(64%DOX-GA), se obtuvieron eventos similares a los reportados en 16%DOX-GA y solo se
destaca un aumento en el tamafio del pico exotérmico asociado a doxiciclina, lo cual hace
sentido si se considera que la formulacion 64%DOX-GA presenta una mayor cantidad del
antibidtico (Figura 13.D). Entonces, al comparar las microesferas con los resultados
alcanzados por doxiciclina pura, se evidencié un desplazamiento del pico exotérmico en
ambas formulaciones, lo que sugiere un cambio en el estado fisico de doxiciclina; sin
embargo, al haber presencia de picos de fusidon y descomposiciéon, no se puede concluir
que las muestras de 16%DOX-GA y 64%DOX-GA correspondan a una dispersion soélida
amorfa del activo.

Se sabe que el proceso de formacion de una dispersion sélida amorfa por SD reduce el
tamano de particula y aumenta el area superficial, lo que se traduce en una mayor velocidad
de disolucion del farmaco!'®. Esto se vio reflejado en los resultados obtenidos para la
formulacion 64%DOX-GA en las celdas de Franz. Por consiguiente, la caracterizacion de
las microesferas a través de DSC no concuerda con lo planteado en la literatura y con los
eventos presenciados en el laboratorio, siendo necesario utilizar otras técnicas para
identificar de forma certera si las condiciones de atomizacion por SD generaron una
dispersioén sélida amorfa o un polvo cristalino. Se podria realizar una prueba de Calorimetria
Diferencial de Barrido Modulada (MDSC) o una Espectroscopia de Raman para darle
respuesta a esta incégnita.

Ademas, otro resultado que pone en duda la certeza de los termogramas DSC, es la
eficiencia de encapsulacion de las formulaciones. En base a los valores obtenidos, las
condiciones de atomizacion utilizadas en la técnica de SD fueron 6ptimas para alcanzar
una alta eficiencia de encapsulacion, de las microesferas DOX-GA, entre 80 y 90% en las
4 proporciones evaluadas. Esto indica que la gelatina es un buen candidato como matriz
polimérica para dispersar una gran cantidad de doxiciclina monohidrato en estado sélido
amorfo, permitiendo la formacion de una dispersion sélida amorfa.
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Conclusion

En resumen, las microesferas de doxiciclina-gelatina (DOX-GA) presentan una
biodisponibilidad pulmonar significativamente mejorada debido a su rapida disolucién y
optimas propiedades aerodinamicas. Las formulaciones de 32%DOX-GA y 64%DOX-GA
demostraron una velocidad de disolucion mucho mayor que la doxiciclina pura, lo que
sugiere una mayor eficiencia cuando se administra por via inhalatoria, evitando asi el
clearance pulmonar por macréfagos. Estas microesferas logran liberar mas del 90% del
principio activo en una hora, favoreciendo su eficacia al llegar rapidamente a las regiones
profundas de los pulmones, y mostrando un rendimiento aerodinamico sobresaliente, con
un tamafo de particula adecuado y una dispersion efectiva, comparable o incluso superior
a los inhaladores disponibles en el mercado chileno.

Desde un punto de vista de seguridad, entre las formulaciones 32% y 64%DOX-GA, se
prefiere continuar los estudios con 64% debido a que tiene una mayor concentracion de
DOX, lo que reduciria el numero de capsulas necesarias para el tratamiento. De igual forma,
la mejora en la velocidad de disolucién usando una menor concentracion de gelatina se
puede asociar a disminuir la exposicién del pulmén a este potencial viscosante, aun cuando
su aporte tras disolverse en el liquido pulmonar sea muy bajo.

Por lo tanto, la administracion de microesferas DOX-GA a través de inhaladores de polvo
seco podria mejorar la adherencia del paciente al tratamiento y reducir los costos,
proporcionando una alternativa viable y eficiente para el uso de doxiciclina en Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). Aunque los resultados de la Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC) no fueron concluyentes para confirmar la formacion de una dispersién
sélida amorfa, se destaca la alta eficiencia de encapsulacion y el potencial de la gelatina
como matriz polimérica. Se recomienda el uso de técnicas adicionales como la Calorimetria
Diferencial de Barrido Modulada (MDSC) o la Espectroscopia de Raman para confirmar el
estado fisico de la doxiciclina en las formulaciones.
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