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A DIOS

Porgue me creaste y me has concedido llegar a donde estoy, con las personas que me rodean,
pormitiéndomo vivir cada dia compartiendo mis alegrias, triunfos y también mis desdichas,
mismas que han servido para valorar lo que soy y lo que tengo.

Porqnue en ocasiones mo senti sola y me hiciste saber que siempre puedo contar contigo y con
tu inmensa gencrosidad.

Porque me has dcjado decidir el rumbo de mi vida Yy equivocarme, tal vez con la espaeranta
de que recapacite y vuelva a Ti.

Porque me has permitido experimentar el amor y ls amistad; dones que solo Ta pudiste
concebir.

Porgue aungue 6 veces no tengo palabras para expresar lo que siento y/o lo que quiero, Ta
comprondm todo lo qgue Hevo cn lo mas prohmdn de mi ser y siempre eslards conmigo. ..
Porgue conoces el prolundo significado de la palabra G R A C 1 A S misma qgue gulero
caproesarie hou. por todas las oporlunidodon que me concedes.

En fin, T4 sabes lo que guiero decir....
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A toda mi lamilia; ascsores y amigos por ...

~cstar siempre conmigo

~brindarme su confiania y apoyo cuando més lo necesité
~{enerme pacicncia

~indicarme cuando hice algo mal

~hacerme sentir bien

~ele, ele,elc

Decir iGracias !, escomo regalar una flor. @
Dice Emerson que: “la bellera de una flor proviene de sus raices ™

iiGracias desde el corazcn !!

A Mis Foadres 4 ¢

Gracias por apoyarie y s¢r pacicentes durante todo este tiempo en que he necesitado de
ustedes V] de su amor. Porque siempre s¢ han esfornado para mostrarme el camino del bien Y
del mal. Porquc no ha sido fécil educarme. pero ustedes han sido perseverantes on su tarea.
Por todos los sacrificios que han hecho pOr mi y mia hermanos Poruue puudo seguir contando
con ustedes a pesar de mis errores. Porgue me perdonan esos arranques de ira. en gque digo
cosas sin pensar. Porgue aunque no se los diga, los quiero, los admiro y les desco gque Dios los

consServe.

A Mis Hermanos d&

Ya saben lo importante que os para mi el tener la oporlunldad de vivir esta etapa, por eso
quicro compartir con ustedes mis temores ] sobre todo la alcﬂn’u de sabwer que estamos juntos
en estos momentos. [sco darles las gracias, pues 8¢ que no soy una persone con la que sea
facil convivir, sin embamo. me brindan su compania y apoyo incondicional. También quiero
aera(locellos el carino que me crpresan con acciones, atn cuando no siempre ho&u lo misma

&Saben? Los quiero mucho.

A Mr Familia on Coneral (A}xlulm. Tioa Primoa. clc)@

Porque siempre encontié palabras de aliento, de confianza. de respeto. praes el apogo que
recibi de ustedes fue ea todos Jos sentidos y gracias a ©so, he avaniado un paso mas ¢n
mi vida. Me han hecho saber que debomos luchar para conscguir nucstras metos o posar de
las dificultades diarias, y mas aln, que debuemaos tener confiania vn nosotros mismos yen low
demas. Muchas gracias por estar al paendiconte de mi familia y de mi sobre todo en los

momentos dificiles




A Mis Amigas@

Por brindarme su carifio. confiania, tiempo. respreta, paciencia, etc. ete. que me ha servido en
todo momento paro lonuu mis olsjuuvcu {ain cuando por momentos me resisti a luchar por
(.'“(.I) GYOC‘OI a t()(lL)b y (‘D(]d uno dL’ llll(x]t‘l 3O SCF Como son y accp(tumc «n su Vi(ld y ensu
interionr  pucs no es nada {acil encontrar Amigos de verdad 1 sobre todo conservarlos.
También desco agradecerles la felicidad que han traido a mi vida. y no solo eso, pucs han
))crmunocldo conmigooen las buenas yon las malas. siecmpre apm;éndomo a su mancra.

Sé que o muchos do ustedes bes debo una (liu"ulpa por aque“oa actitudes (le.saﬁmdab](u que

asumi (&, les pido perdan por no hacerlo en su momento g confio en gue me disculparan.

A Mis Asesores @

El tiempo que comparti con ustedes fue aroto y muy valioso para mi, pues es muy dificil
encontrar un lugar donde se conceda el buen trato y ayuda que agui s recibe en todo
momento. Son loas mejores asesores que pude haber tenido.

Dra. Adriana: inuro aarm]u‘or]o la confianza Yy el apoyo brindados, pues gracias a esto se
ha concluido ¢l prosentc lmlmjo, en ¢l cual. usted] ha contribuido  enormemente
comparllcn(lu su experiencia. Gracias por la amabilidad y respeto gue siempre mucestra
hacia los demaa, pucs esto me permilio acercanme a usted confisndo on gue me un;udalin
cuando fuera necusario (de hecha, esto oqurrio ¢n varias ocasiones). Mo siento contenta por
tencr la o;x)rhmi(lad de conocerlos y de habor !ro}njmlu con ustedoes,

Dr. David: Ha sido un placer calaborar ¢n este programa con ustedd, pues sn paciencia y
dedicacion a lo |aygn del proyoecto, la conliania que (lu;-milt'- en mi: ¢ hecho de encontrar
siempre la manera de ayndarnos {directa o indirectamente), son solo algunas de las cosas que
lo caracteriran. Todo lo mencionado con anterioridad aunado por supucsto a su experiencia
Yy ajpoyo, loﬂrorun la meta de concluir Gsto tesin

Bien. por si lo anterior no le dijo mucho, déjeme escribir nuna frase: “(ctor, 61 Chie cree 2.

{Aqui esta mi tesis!; dNo o pareve fenomenal?. .

A todos aquellas personss que han contribuido ¢a mi formacion. profesores,
oompoﬁeloa de clase Yy de Wquipxa, pues asumicron su u‘s;nmalululc«] ] lmha;orun lo

sulicienio para aqu(larmc o acreditar las materias curn-spundivnlc& [Z

A aquellos que ain no lo han lograda pwro que estan trabajando en ella Conserven
csa perseverancia gue les poermitire alcaniar sus metas Recuerden Ques entre mas lmbajo nos
cueste, mayor seré la satisfacuion al logrardo 1Contio en ustedes '@

=
7 Site sientas on ol camina 1xnte do frente a lo Que ann bas Jo andar y der z«;n/d.u alo

ya andada (Frovervio chinal

Se narod«v tambicn al Taller de Soplado de Vidrio (Sr. [ raucin Jiméacs) ya la
Sceccion de Microscopia Electronica (Téenico Rdolo Robles) de la FES-C poe el apoyo

brindado. E




Un am iHocs alguicen quer

Te acepla como ¢res y te
a\;uda a ser mejor.
Gora contigo con loque te
Austa hacer.

Te levanta el animo.

Te ayudaa salirde tu ya
para formar un nasotras.
Hace oracion por ti.

Te quiere por lo ue eres,
no por lo que tieneso
Sdll.‘l.

Sc acuerda de ti cuando
estas lejos.

Te lleva a hacer nuevos
amigos.
(})mpovle tu soledad 4y tu
tristeza con su alegria y
sonrisa.

Trata de Comprondcrlc_
aungue no siempre esta do
acuerdo contigo.

Te sigue qucrlem‘ln pase lo
ue pasoe.

Te dice la verdad, augue te
duclo.

Corre contigo los riesgos
del amor y la justicia.
Slompw tiene las pucrtas
abicrtas para tt
Te invita a correr por el
camino de la felicidad
Esta seguro de tu carifo y
te ensena a amar.

Te motiva a amara tu
Creador y s tu pojima.

Reflexionaando un poco...

Ganar pc'nllcndo

Pedi a Dios fortalcia
para triunfar; fui hecho
débil pare aprender
humildemente a
obedecer-

Pedi riquea para ser
felin; se me dié pobreta,
para poclersersabio. ..
Pedi poder pare ser
orgullo de los hombres;
s¢ me dio debilidad
para ;xxler sentir
necesidad de Pioa .
Pedi usas pmra
disfrutar la vida; s¢ me
cuncedio la vida, para
poder  disfrutar  las
cosas_

No se me dio nada de
lo que pedi; sino loque
necesitaha y algo mas,
incluso a pesar de mi.
las oraciones  gue
CAPICSO fueron
mspondidas ees

De entre todos las
hombres, yo he
recibido  lo mejor

bendicion

aulinas

Teaer Personalidad es:

Hacer las cosas con
rcs;)onscbllldad y amor.
Saberlevantarse de cada
caida o fracaso.

Ser digno, consciente de
sus hechos. y deactitudes
definidas.
Trazarse un plan y sonuirlo,
a pesar de los obstaculos.
Levantar losojos de la
tierra, clevar el espiritu,
sonarcona lﬂ() ﬂlamle
Realizar texdlo lral'wajo como
el privi]cﬂia de servir.
Ser creador de algo: una
vocacion, un idcal, una
familia. un negocio-
Sentir vergiienia deser
injustor ()pvimiendo al
pobre, abusando del débil
gy mintiendo al ingenno
Saber reconocer los
propios errores y
Proponerse (nu\.‘givlox
Adoptar una disciplina de
principios sanos 4 sujetarse
a vllos con libre voluntad.
Darlo mejor de nosotros

para que la vida crerca.
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FPROLOGO

La vedtorizacién de principios activos o sustancias con actividad bioldgica ha sido la base para el
desarrollo de los sistemas de entrega en sitios especificos del cuerpo, siendo ésta una de las principales
metas del farmacéutico, pues se busca obtener la respuesta terapéutica dptima, evitando la degradacion

de moléculas y minimizando asi los efectos adversos.

Entre los principales sistemas utiizados como vectores se pueden mencicnar algunos sistemas
coloidales, tales como los liposomas y las nanoparticulas (nanoesferas y nanocapsulas), cuyas lineas de
investigacion han acaparado la atencién de varios grupos en todo el mundo, dado que por su tamafio de
particula son una alternativa para el paso de las particulas a sitios del cuerpo en los que hasta el
momento es dificil su introduccidn. En el caso especifico de las nanoparticulas se ha reportado que
pueden penetrar a través de la piel o a las mucosas (conjuntiva), con lo que es posible incluir molécutas
no solo con actividad terapéutica, sino también con actividad en otras dreas, tal como la cosmética,
donde también se han tenido avances, puesto que ya se cuenta con una formulacién cosmética que

contiene Vitamina A, disponible en el mercado.

Vanas son las dreas interesadas en conocer la forma en que se lleva a cabo la kberacién de
sustancias nanoencapsuladas, pues dependiendo del punto de vista que se aborde este tema
{terapéutico, bioquimico, tecnologico, cosmético, etc.), se definird la trascendencia que dicho proceso
pueda tener. En nuestro caso, (dmbito tecnologico), se encontrd que existe controversia entre los
investigadores, pues algunos proponen que la hberaadn se lieva a cabo por un proceso de difusién, sin
embargo, otros dicen que se debe mas bien a erosion y ruptura de la pared de las nanocapsulas. Es por
esta razon, que en el presente trabajo expenmental se trata de diuadar el mecanismo implicado en la
entrega del activo o material encapsulado hacia el medio que o rodea. por lo que se utiliz6 sustancas de
caracter hpofilico, pues son las que generalmente se incluyen en nanocapsulas (colorante Violeta No.2 y
filtro solar Octil metoxicinamato); se prepararon vanos sistemas de nanocapsulas y se evaluaron dos
metodos para realizar 1a Iiberacén, analizando los resultados obtenidos de manera que nos pudieran

indicar el mecanismo y tipo de hberacion asociado para dichos sistemas.



I. ANTECEDENTES

Uno de los objetivos principales en el disefio de nuevos sistemas farmacéuticos es controlar la
liberacion de sustancias activas o agentes terapéuticos hacia su sitio de accion a una velocidad y régimen

de dosificacion terapéuticamente éptimos.’

La idea que tuvo Ehilich acerca del desarrollo de diminutas particulas (“balis mdgicas”) capaces
de llevar moléculas activas a sitios especificos del cuerpo, donde el efecto terapéutico es requerido, ha
sido retomada en el ambito farmacéutico?, es por ello que el desarrollo de nuevas tendencias a formular
los principios activos u otras sustancias bioldgicamente activas en vectores colodales de talla
submicrénica, han tenido gran aceptacién por las ventajas que pueden ofrecer respecto a las formas
convencionales, tal como la proteccion de la molécula contenida en ellos; prolongar la estancia del activo
dentro del organismo {cuando se trata de sistemas de liberacion prolongada), y sobre todo, su talla de
particula permite un facil acceso a algunos lugares del organismo. Si el sitio especifico es combinado con
la liberacion del farmaco a una veloadad adecuada, no solo se mejoraria la ehicacia terapéutica del

mismo, también se reducirian los efectos taxcos que pudieran presentarse .

El aumento en la investigacidn de dichos sistemas permite (aun cuando no se conozca con
certeza el comportamiento integral del sistema en cuestién} importantes avances tanto en los métodos de
preparacion, componentes a ulilizar, posible ruta a sequir dentro del organismo, etc., todo ello

respaldado por el gran nimero de publicaciones sobre el tema de las dltimas tres décadas a la fecha.

En los sistemas coloidales para la hberacdn de farmacos, se incluyen sistemas acarreadores tales

como:
e ljposomas (vesiculas que consisten de una o mas esleras concéntricas de bicapas hipidicas 6

lamelas, incluyendo un nimero igual de compartimentos acuosos) 7

o Nwosomas (vesiculas mulilamelares de surfactantes no bnicos) ?




* Microemulsiones (sistemas agua, aceite y sustancias anfifilicas (surfactantes/cosurfactantes),

las cuales son soluciones liquidas 6pticamente isotrdpicas y termodinamicamente estables)’ y

o Nanoparticulas.

Estos sistemas poseen semejanzas en su forma, talla de particula y modo de administracién; por
esla razon, ellos pueden ser utilizados alternativamente. Sin embarqo, tales sistemas tienen diferentes
venlajas y desventajas, por ejemplo la gran ventaja de los liposomas es que sus componentes son
materiales que también existen en grandes cantidades en el cuerpo (lecitinas y en la mayoria de los casos
colesterol), consecuentemente tendran gran aceptacion por parte del organismo’, pero una importante
desventaja es que puede presentarse la oxidacion de los fosfolipidos componentes de fa bicapa“5é, es

decir, sensibilidad de las membranas fosfolipidicas a la degradacion ambiental, que implica la pérdida de

la sustancia encapsulada en el liposoma?,




1.1 DEFINICIONES

Las NANOPARTICULAS (NP) son sdlidos coloidales en un rango de talla de 10 a 1000 nandmetros

(nm) [0.01 a 1.0 um] constituidos de materiales macromoleculares en los que el principio activo

(farmaco 6 material bioldgicamente activo) es disuelto, atrapado, adsorbido 6 encapsulado.™ {Fig. 1)

NANOESFERAS

FARMACO ATRAPADO NANOCAPSULAS

Fig 1. Algunas formas de incluir un firmaco en NP (Referencia 4).

Esta definicidn incluye no solo a particulas con estructuras como las descritas por Birrenbach et

al.” (1976) por el término de nanopeliets, sino también incluye los terminos de nanocdpsulas y

microesferas si su tamafio estd por debajo de 1um. Se incluyen ademas particulas latex asi como e

atrapamiento del farmaco a escala molecular propuesto por Larson y Banker (1976).

Para el propésito de éste trabajo, Aanopartxudy es un nombre utihzado colectivamente para

describir tanto a nanoesferas como a nanocdpsulas. La diferencia entre ambas formas se basa en la
morfologia y arquitectura corporal de cada NP. {Fig. 2)



NC NE

10-1000 run 101000 en

Fig 2. Representacion esquemadtica de la morfologia de Nanocipsula (NC) y Nanoesfera(NE).
(Tomado de 12 referencia 2)

Las Nanocapsulas (NC) son particulas coloidales compuestas por un centro liquido (generalmente

aceite) rodeado por una membrana polimérica.
Las Nanoesferas (NE) son sélidos coloidales constituidos por una densa matriz polimérica.?

Desde el punto de vista farmacéutico las NC son atractivas porque su cawdad central basada en
acerte, permite un alto nivel de encapsulacidn para sustandas lipofilicas.<




1.2 METODOS DF PREPARACION

Las NP pueden ser preparadas por métodos que involucran polimerizacion de mondémeros
dispersos o por dispersion de polimeros preformados (ya sea con materiales de origen natural 6

sintético).

El primer reporte de NE con aplicaciones farmacéuticas fue realizado por Birrenbach et al.”
(1976), conteniendo diversos trazadores o sustancias activas como IgG marcada con yodo, toxoide
tetanico y ureasa, utilizando un método de polimerizacion de acrilamida y N-N'-metilen bisacrilamida en
una emulsién inversa (agua en aceite 6 w/o). Este método requirié: i) grandes cantidades de solventes
organicos (hexano, toluena o cloroformo) como fase externa; i) surfactantes anionicos como bis(2-etil
hexil) sulfoccinato de sodio para producir la microemulsion y finalmente, 1) un iniciador de polimerizacién

{quimico o fisico).

Las NE fueron también preparadas a partir de reacciones de polimerizacién, con
polialquilmetacrilatos (PAMA), polialquilcianoacrilatos (PACA), polialquilglutaraldehido, etc., es importante
mencionar que la preparacion de nanoparticulas a partir de estas reacciones pueden contener inicadores

y/o mondomeros toxicos<.

Varios autores utilizaron macromoléculas naturales para producir NE con aplicaciones médicas,
trabajaron con albumina¥ alginatos *“y gelatina’’. La pnncipal lritacion es la pureza de los matenales y

la pérdida de confianza para su uso farmacéutico por su origen.

Respecto a NC, en 1986, Al Khoun Fallouh et al.” presentaron una técnica de polimenzacion
interfacial con monomeros de alquilciancacniatos con el objetvo de atrapar tfarmacos hipofilicos que no
habian podido ser utlizados en nanoesferas de polalquikcianoacniatos, algunos ejemplos se pueden
observar en la tabla 1. En esta técnica los monomeros de alquitciancacriiato y el farmaco son disueltos en
una fase constituida por etanol conteniendo un aceite, una mezda de tostolipidos o benalbenzoato, dicha

s



fase es inyectada lentamente dentro de agua que contiene un surfactante de tipo no iénico, (por ejemplo

poloxamero 188) bajo agitacion magnética. La dispersion de la fase organica en la fase acuosa ocurre

simultdneamente, produciéndose tanto la difusion del etanol en la fase externa como la pofimerizacion del

mondmero en la interfase agua-aceite. Posteriormente. la suspension de nanocapsulas es concentrada

bajo presion reducida. En esta técnica el polimero esencialmente utilizado es isobutilcianoacrilato (IBCA).

Tabla 1. Algunos de los matenales incluidos en Nanocapsulas.

MATERIAL %
METODO POLIMERD ENCAPSULADO ACEITE ENCAPSULADD AUTOR ARO
POUMETILCIANGACRILATO(PMTAY - 53
POLETILCANOACRILATO (PECA) (B%%%T(?fo - o4
POUBUTILCIANGACRILATO(PBCA) 74 ELSAMALIGY " ef a1
PMA 29-88 )
PBA FLUORESCEINA SODICA 71
PECA rm3 1986
POLIISOBUTILCUNGACRILATO LIPIODOL - (re) .
(PIBCA) LOMUSTINA MIGLYOL (me) ) AL KHOUR et ol
ACETONIDO DE
PMCA TRIAMCINOLOKA (ne) 30 KRALISE 14 et al.
LIPIODOL ) APRAMAMUN Tet | 1gg5
2 PIBCA . M| oaMcEnrma
g INSULINA MIGLYOL (ne) 55-98 1990
i CLORHIDRATO Df .
E PBUA DOXORUBICINA 10 GASCO et . oo
=] POUISOHEXILCIANGACRILATO x .
g (PIHCA) MIGLYOL 810 ~100 CHOUINARD * et al
& LABRAFIL
x -62
L 1994 (5 LOSACet ¥ 1993
3 PIBCA IPRANOL O
& METIPRANOLOL MIGLYOL 840" -%0
PIHCA MiGLYOL 829" - () CHOUINARD-" et af
PIB(A CALCITONINA MiGLYOL 812° %0 PHILIP -~ et & 1994
MiGLYOL 812" - () PUGLISH7 et al
PECA ETOSUXIMIDA ~12
CARBAMAZE PINA [B FRESTA et o
DIFENILKIDANTOINA . 2 1996
ACETONIDO DE MIGLYOL 812
TRAMCINOLONA 63 VALERO-% et o
PIBCA INSULINA %0 ABOUBANAR™ ¢f al 2000
OUGONUCLEOTIDOS 70 (AMBERT-"et % 2001
(RODAMOL 86 ] 2000
z INSULINA GICC/ CAPMLL WATRASIRICHAING %>
PECA MM {rw) et al 2001
{ne} No espericada [y ) o repartado M Palmerzanon Natanal on Maroomsaones




Tabla t. Algunos de los mateniales incluidos en Nanocadpsulas (continuacion...)

%
METODO POLIMERO MATERIAL ENCAPSULADO ACEITE ENCAPSULADO AUTOR ARo
MDOIMAm(M 100
1 FESSIS et al. 1989
ACIDO fg&ﬁ“ Ko DLXAMUTAZONA BENCIL T Esstret d
VITAMINA K BENZOATO
""gj‘ INDOME TACINA ~100 AMMOURYS et al. 1991
POLI-£- MIGLYOL 840 ~46
CAPROLACTONA METIPRAKOLOL LABRAFIL LOSA"* et al
(PCL) 1994 €5 ~60 1993
MOP-L-ALANIL- -
. PLA COLESTEROL OLEATO DE ETILO >96 MORIN ¥ ¢1 al
=1 INDOMETACINA -89 CRASTEIGNER 7 et al.
] BENCIL 100
= DICLOFENACO BENZOATO N GUTIERRES %" et al 1995
g PLA MIGLYOL 810 ~100
w CLOFIBRATO ACEITE DE SOYA ~100 SANTOS ' et .
§ BENCIL -
2 INDOMETACINA BENZOATO () FARAZ et o 1996
X . 94
CALVO 4 % of al.
pcL CICLOSPORINA A MiGLYOL 40 ~100 1997
ACIDO POLILACTICO- 100
CO-GUCOLICO (PLGA) BENCIL - .
oA FENILBUTAZONA BENZOATO T MARCHAIS +” et af 1998
ES)
PCL PIRIMIDONA - 67-78 FERRANTI ¥ of al 1999
ACEITE OE SANTOS - MAGALHAES 7
PIBCA PENKCILINA G CIRASOL 85 "o 2000
PCL OCTILMETOUCINAMATO - ~100 ALVAREZ - ROMAN® ¢t al | 2001
PLA ACEITE MINERAL 98
PCL ~100
3 EUBRAGIT € SUDAN 33.93
§ TONE P-700 ‘::
= INDOMETACIRA MIGLYOL 812" = QUINTANAR-GUE RRE RO #/
] ~100 o 1997
S PROGESTEROKA ~99 :
35 PLA ESTRADIOL 2
g CLORAMBUCIL ~32
CLOFIBRATO . ~96
VITAMINA £ ~92

{ne} No cxprchcada () ho resintado

Chouinard et al.’?(1991); con el método inicial de polimerizacidn interfacial, reportaron el uso de
isohexilmetacrilato (1HCA) por ser menos toxico y este mondmero reacciona mmediatamente en presencia

de etanol, por lo que se afiadid un inhibidor de polimenzacidn (ddndo de azulre) para disminuir la
7




velocidad de la reaccion. Estos autores eliminaron el surfactante utilizado por ultracentrifugacién. Otros
autores 247 también buscaron procedimientos alternos para atrapar farmacos hidrofilicos en NC, por
ejemplo, El Samaligy et al.’{(1986) propusieron una emulsificacién w/o sequida por una polimerizacién
interfacial, la solucion acuosa es emulsificada en una fase organica (ciclohexano o cloroformo)
conteniendo un surfactante. Cabe mencionar que en las técnicas citadas se requiere el uso de grandes

cantidades de solventes organicos y que su lavado y reemplazamiento por aqua representa un

procedimiento largo y dificil.

En el 2000, Watnasirichaikul S., et al.?’ reporté una técnica donde se preparan NC por
polimerizacién interfacial en microemulsiones agua/aceite (w/o), siendo ésta una modificacién del método
de polimerizacion interfacial antes mencionado, pues el monémero es disuelto en la fase organica e

inyectado en la microemulsion.
1.2.1 USO DE POLIMEROS PREFORMADOS

Los métodos para preparar NP con polimeros preformados pueden clasificarse en 4 categorias®

a) Emulsificacion evaporacién
b) Salting-out (Inmiscibilidad por soluciones salinas)
¢) Desplazamiento de solvente

d) Emulsificacion-Oifusion.

Estas técnicas son similares en cuanto a que involucran una solucidén organica, que funciona como
fase interna, conteniendo los componentes de las NP y una solucidon acuosa conteniendo estabilizante
que constituira el medio de dispersion de NP. Otra similitud entre estas técnicas es la pobre ehiciencia de
encapsulacién de farmacos moderada y altamente solubies en agua (incluyendo péptidos y proteinas).
Los siguientes polimeros biodegradables son considerados convenientes para sistemas parenterales:
Acido polilactico {PLA), Acido poliglicélico (PGA) y copolimero D.Ldactico<co-ghcohco (PLGA) asi bien
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como polihidroxibutirato (PHB) y poli-ecaprolactona (PCL).* Es importante destacar que sélo los
métodos Desplazamiento de solvente y Emulsificacion-Difusion permiten la preparacion de NC, por lo que

a continuacion se mencionaran algunos aspectos generales.

l.2.1.1 DESPLAZAMIENTO DE SOLVENTE

En 1988, Fessi et al.*/ patentaron un método para la preparacién de nanocapsulas con el uso de
polimeros preformados. En este método el polimero es disuelto en un solvente semipolar miscible en
agua (acetona o etanol), afadiendo un farmaco lipofilico, opcionalmente un estabilizante lipofilico
(Epikuron®, mezcla de fosfolipidos) y bencit benzoato a dicha solucion; posteriormente se inyecta en una
fase acuosa que contiene un surfactante no iénico (Alcohol polivinilico o Poloxamero 188) bajo agitacion
magnética. £l solvente difunde inmediatamente dentro del agua, induciendo la desolvatacidn del polimero,
el cual forma una delgada capa alrededor de las gotas de aceite conteniendo el farmaco, los fosfolipidos y

bencil benzoato; después dicho solvente es elimnado bajo presion reducida <

De acuerdo a esta patente, varios polimeros preformados pueden ser utifizados en esta técnica,
pero en las publicaciones el polimero mas usado ha sido es el DL-PLA y el farmaco que tiene una
investigacion mas extensa con dicho método es la indometacina (tabla 1). Esta técnica tiene la limitante
de utilizar sélo farmacos solubles en solventes miscibles en agua, en que la velocdad de ditusion es
suficiente para producir emulsificacién espontanea. La desventaja mas importante de ésta técnica es la
dificuitad para elegir un sistema farmaco/polimero/solvente/no solvente en que las NP se formaran y ef
farmaco sera eficentemente atrapado. La técnica de desplazamiento de solvente permite (a preparacion
de NC cuando un pequefio volumen de aceite es incorporado a la fase orgamica. Para la selecadn de este
aceite es importante tomar en cuenta que no produzca degradacién del polimero y ademads que posea
buena capacidad para solubilizar al farmaco y reducr Ia cnstahzacion espontanea del mismo durante la
preparacién. Este método también es lamado nanoprecipitacion, y en algunos otros casos deposicion

interfacial.




1.2.1.2 EMULSIFICACION-DIFUSION

Este método, patentado en 1997b por Quintanar-Guerrero et al.;*/ involucra el uso de un solvente
parcialmente miscible en agua, donde ambos liquidos son previamente saturados entre si, para asegurar
un equilibrio termodinamico inicial. El polimero es disuefto en el solvente saturado con agua y esta fase
organica es emulsificada bajo agitacion vigorosa en una sclucion acuosa saturada que contiene un
estabilizante; la adicion posterior de agua (sin saturar) al sistema provoca la difusién del solvente hacia la

fase externa, resultando asi la formacion de NP. Dependiendo del punto de ebullicion del solvente, este

puede ser eliminado por destilacién o por filtracion tangencial.

En e mecanismo de formacion de NP se propone que la difusion del solvente a partir de los
globulos, acarrea moléculas dentro de la fase acuosa, formandose regiones locales de supersaturacion
donde nuevos glébulos o agregados de polimero {que no son totalmente desolvatados) se forman. La
estabilizacion de estas “protonanoparticulas” por la presencia de un agente estabilizante es muy
importante para evitar su coalescencia y la formacién de aglomerados; si el estabilizante permanece enla
interfase liquido-liquido en el proceso de difusion y el efecto protector es adecuado, las NP se formaran
después de la completa ditusion del solvente. Esta técnica presenta algunas ventajas respecto a los
métodos antes mencionados, como: a} el uso de solventes organicos aceptables desde el punto de wista
farmacéutico, b) no necesita procesos de homogeneizacion, ¢} generalmente se obtiene alto rendimiento,
d) alta reproducibilidad de lote a lote y potencial escalamiento. No obstante, se necesita mencionar
desventajas como: a) se deben eliminar grandes volimenes de agua de la suspension y b) la posible

salida del farmaco a la fase externa acuoso-saturada durante la emulsificacion,

Al igual que otras técnicas, la de Emulsificacion-Difusion es eficiente para encapsular farmacos

lipofilicos.

La técnica de Emulsificacion-Difusion puede ser utiizada para preparar NC biodegradables.
Quintanar-Guerrero et al<(1998) reportaron que uliizando la técnica de gradiente de densidad es

posible confirmar la formacion de NC; la densidad encontrada para éstas es mtermedia respecto a
10



nanoemulsién y NE que han sido preparadas bajo las mismas condiciones. La existencia de una Gnica

banda de densidad indica altos rendimientos.

1.3 PURIFICACION ¢

En la mayoria de los estudios concernientes a la administracion oral de NC, la eliminacion del
surfactante se descuida; de esta manera, para administracion parenteral, el paso de purificacion debe ser
considerado para evitar la presencia de impurezas potencialmente téxicas de la suspension, como
pueden ser: solventes organicos, surfactantes, residuos de mondmeros, iniciadores de polimerizacion,
agregados de polimero, etc., dependiendo del método de preparacion utilizado. La punficacién es
necesana también para separar el farmaco que pudiera haber quedado libre. Generalmente, los métodos
de punficacion utiizados son filtracion en gel, didlisis, evaporacion bajo presion reducida y
ultracentrifugacion. Es necesario mencionar que los métodos de purificacién utilizados en el laboratorio

normalmente son largos y dificiles de aplicar a escala industnal.

El método de ultracentrifugacion es utilizado para purificar suspensiones en crudo de NP; de
acuerdo a Allémann et al.%(1993), de 4 a 5 ultracentnfugacidnes sucesivas (cada una seguida por
resuspension de NP en agua destilada) remueven el 99% de las impurezas, contranamente a la técnica

de evaporacién bajo presion reducida, donde sdlo se pueden eliminar impurezas volatiles.

Un método denominado Filtracion tangencial ("Cross-flow filtration”) se ha propuesto para evitar
algunas dificultades presentadas con otras técnicas. En dicha técnica la suspension en crudo se bombea
de manera tangencial en la superficie de membranas (que pueden ser de celulosa regenerada o de
poliolefina) para prevenir la obstruccién de los filtros; el filtrado que conliene las impurezas solubles es
desechado y la suspension se recircula vanas veces a través de los filtros. Las NP se mantenen en
suspension con la adicién de agua destilada en el tanque de ahmentacon a la misma velocidad que el

fluido a ser punficado. Esta técnica tiene la ventaja de que puede ser desarrollada a escala industnal.



'1.4. LIBERACION A PARTIR DE NC

La liberacién del principio activo a partir de sistemas nanoparticulados puede ocurrir por’:

i.  Desorcion del activo adherido a la superficie

ii.  Difusion a través de la matriz de NP
ii.  En caso de NC, difusion a través de la pared polimérica
iv.  Erosién de la matriz de NP

v.  Combinacion de los procesos erosion y difusién.

El mecanismo de liberacién, coeficiente de difusién y velocidad de biodegradacién son los factores
principales que determinan la velocidad de liberacion del larmaco; ésta velocidad es asimismo
influenciada por el medio biolégico, de hecho, esta influencia es mayor en las NP respecto a otras formas
de dosificacion mas grandes. Las NP pueden ser atrapadas por las proteinas del plasma y esto constituira

una barrera adicional de difusion y salida del farmaco, con lo que se retarda su liberacion.

Las NP también pueden interactuar por contacto directo con membranas biologicas o artificiales,
llevando en este caso a una liberacion aumentada del activo a través de estas membranas en
comparacidén a una solucion simple. En consecuencia, la liberacion in witro puede ser diferente a la
liberacion m vivo, como se ha observado frecuentemente. No obstante, para los propésitos de

caracterizacion y por razones de control de calidad, es importante determinar la liberacion i vitro de

dichos sistemas.

Se han usado vanios métodos para la determinacion de 12 liberacion /7 witro del farmaco contenido en

NP:

a) Difusion en celdas con membranas artificiales o biologicas.

b) Técnica de difusion en bolsas de didlisis.
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¢) Técnica de saco diilisis inversa.
d) Ultracentrifugacion.
e} Ultrafiltracion.

f) Técnica de centnfugacion-ultrafiltracién.

El andlisis de los perfiles de liberacion de NP muestra frecuentemente un modelo de liberacién

bifasica que puede ser descrita usando la funcidn biexponencial:

C,=Ae“t + Be-M
' (N
donde C; es la concentracién del compuesto remanente en las NP al tiempo t, A y B son constantes
caracteristicas del sistema, a y f3 son constantes de velocidad que pueden obtenerse con gréficos

semilogaritmicos.

Para los sistemas en los que la difusion es el mecanismo dominante para la liberacion del principio
activo, Rigter y Peppas? propusieron una ecuacién semi-empirica, vdlida en la pnmera parte de la
liberacién:

M

M.

=kt (2)

M es la cantidad liberada a un tiempo t, Mx la cantidad liberada a tiempos muy grandes y puede ser o no
igual a la cantidad total de farmaco incluido en el dispositivo; M, /M.. representa la fraccidn liberada de
farmaco; las constantes, & y n, son caracteristicas del sistema tarmaco-polimero. £ exponente difusional,
n, es dependiente de la geometria del dispositivo, asi como del mecanismo fisico de la liberacion. Para la
clasica difusidn Fickiana, dichos autores determinaron que el valor para el exponente difusional fue de 0.5

para geometria plana, 0.45 para dispositivos clindncos y 0.43 para dispositivos esféncos.
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Con la determinacion del exponente difusional, se puede obtener informacion acerca del
mecanismo fisico que controla la liberacién desde un sistema particular; basandonos en el valor de , el
transporte en una geometria plana es clasificada como difusion Fickiana (n=0Q.5), transporte Casq Il

{n=1}, transporte No Fickiano o Andémalo {0.5<n<1) y transporte Super Caso Il (n>1).

En el estudio de la liberacion de sustancias contenidas en NC, Ammoury et al., (1989a, 19ggb
1990) <6474 consideraron un sistema bifasico donde el farmaco se disuelve o divide entre [as fages
lipofilica e hidrofilica de un sistema disperso, pero separado de la solucion sink por una membrana de
didlisis la cual no es paso limitante del proceso general. Se asume que la difusion del activo a través de |a
membrana obedece la primera ley de Fick. Las caracteristicas matemdticas del modelo se basaron en
asumir que el principio activo es intercambiado en un modelo de tres compartimientos, fos cuales son: 135

nanocapsulas, la fase acuosa interna y fa solucién sink (donde se tomaban las muestras).

La ecuacion para dicho modelo se presenta a continuacién:
k23Mpo K12 k23 My k23 Mbo P A2 k23 A1,
e - L® : -
(3)
Va Fatbs Fp Fa s
a a -y

M) =AM~ o e -al .
<) “ ala ~ ) ¢ ! Mu - f)

donde ki, es la constante de velocidad de particidn de primer orden entre la fase interna oleosa y la fage
externa acuosa en el compartimiento donador ¢ la constante de liberacion de primer orden del activg 5
través de la delgada membrana de polimero de fas NC; ko1 es la constante de velocidad de primer ordeq
de permeacion a través de la membrana; M es la masa; C es la concentracién y V es el volymen (referide
a un compartimiento en particular); O se refiere al tiempo cero y w al tiempo infinito. Los simbolos a y B
se definen de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

a+ fi= ot + ks + K (4) y a-pf= kioky (5)
R T Pa Py

Gupta et al.*{1987) y posteriormente Losa et al.*{1993), propusieron otro modefo, que fye
desarrollado especificamente para anakizar los pasos envueltos en el proceso de hiberacion de un activg
desde un sistema multiparticulado y la difusion subsecuente a través de una membrana de dwdlisis,

[t}



Cuando aplicaron éste modelo cinélico, se encontré para cada perfil de liberacion, un grafico lineal con
dos pendientes. Los valores de las pendientes, los cuales representan las constantes de velocidad de

liberacion, fueron calculadas por graficos:
n(G-CNN—Qu/V)) vs t (6)

donde (o es la concentracion del prncipio activo fuera de la membrana de dislisis al tiempo t, G es la
concentracion de principio activo dentro de la membrana al tiempo cero, Q m es la cantidad total de activo
contenido en el acarreador al tiempo cero; V. es el volumen del medio de disolucién dentro de la

membrana y V, es el volumen del liquido dentro y fuera de la membrana.




1.5 GENERALIDADES DF FILTROS SOLARES

En la presente investigacion se trabajé con un filtro solar, ya que existe la necesidad de prolongar
su estancia en piel para ejercer su accién por mas tiempo. Dicha sustancia posee ciertas caracteristicas
que permilen su ulilizacion para realizar ensayos de liberacion, por ser un aceite puede ser incluido en

NC, posee buena estabilidad a temperatura ambiente y presenta buena absorcion espectrofotométrica en

la regién Ultravioleta (UV).

Los filtros solares son preparaciones topicas cosméticamente aceptables, que reducen en mayor o
menor grado, el efecto deletéreo de las radiaciones UV por absorcion, refiexion o dispersion de las
mismas. Los filtros solares no deben de ser productos de uso ocasional y deben tener otros beneficios

para la piel, como la humectacion, emoliencia y desde luego, una fotoproteccion eficaz % §/,
De acuerdo a su modo de accion, los filtros solares se dividen en:

1, Blogueadores Fisicos (Filtros Pantalla)

2. Absorbentes Quimicos.

Los absorbentes quimicos son dasificados como bloqueadores UVA o VB dependiendo de la
longitud de onda en que ellos protegen: Absorbentes UVA (region de 320 a 360 nm del espectro W)y
Absorbentes UVB (region de 290 a 320 nm del espectro V)%, i pnmer reporte del uso de filtros

solares en el mundo fue en 1928, en EUA con la introduccion de una emulsion conteniendo dos filtros

solares quimicos, benail salialato y bencil cinamato.

La relacién estructura-actividad y eficacia de filtros ultravioleta es evidente, los filtros UV quimicos

en uso alrededor def mundo pueden clasificarse como derivados de los siguientes:




a. PABA (Acido para-amino benzéico) y para amino benzoatos
b. Salicilatos

c. Cinamatos

d. Benzofenonas

e. Antraninilatos
f. Dibenzoilmetanos
Alcanfor

h. Misceldnea de quimicos.

PABA, el primer filtro solar patentado para esta familia de filtros UV, fue un filtro solar quimico

popular en los 50's y 60's.

Los cinamatos de hoy, mas notablemente 2-etil hexil p-metoxicinamato, son los filtros solares mas
populares protegiendo la porcion UVB del espectro electromagnético. Como grupo, los cinamatos tienen
una instauracién conjugada extra en ambos, el aniio aromdtico y el grupo carbonilo, en la porcion del
dado carboxilico (éster). Esta configuracian permite la deslocalizacion de electrones, que ocurre a través
de la molécula. La energia correspondiente a esta transicion electronica que corresponde a una A

aproximada de 305 nm y tiene un gran coeficiente de extincién (>23 000).

La molécula de octil pmetoxicinamato, contiene un grupo donador de electrones (-OCH;) en la
posicidn para, tacilitando el proceso de deslocalizacién de los electrones, necesario para la absorcion de
los rayos UV. También la presencia del grupo 2-etil hexil en el carbono 8 disminuye grandemente la
solubilidad de la molécula en ef agua, lo que representa una ventaja para ser utilizado en formulaciones

cosméticas de proteccion solar.
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Fig 3. Deslocalizacion de electrones en la estructura de los
anamatos.(Adaptado de la referencia 50}

Los cinamatos presentan isomerismo ¢is-trans, sin embargo, el octil p-metoxicinamato posee una
fotoestabilidad razonable, con pérdida de solo 4.5% de su actividad por transformacion ireversible.
Recientemente Alvarez-Roman R.: et al.*{2001), prepararon NC conteniendo el filtro solar octil
metoxicinamato (OMC) preparadas por desplazamiento de solvente utilizando PCL (poli-c<aprolactona),
un polimero biodegradable, y reportaron que la formulacion que contiene las NC de OMC provee

proteccion parcial al eritema inducido en cerdos por radiacion UV de manera significativamente mejor que

la preparacion de gel convencional.




iI. OBIETIVOS

General:

+«» Realizar ensayos de liberacion / vitro de una sustancia lipofilica modelo (Octil metoxicinamato) a

pariir de sistemas nanoencapsulados para evaluar el mecanismo y tipo de liberacién implicados.

Particulares:

¢ Encapsular sustancias de cardcter lipofilico en NC utilizando el método de Emulsificacion-Difusién, con

diferentes cantidades de polimero.

¢ Evaluar la eficacia de los métodos de Ultracentrifugacion y Celda de Permeacién Vertical tipo Franz en

el estudio de la liberacion de sustancias a partir de NC.
¢ Determinar la influencia de la cantidad de polimero sobre la liberacion de la sustanda.
o Establecer si la adicion de un plastificante en e proceso de formacién de las NC afecta la entrega de

la sustancia lipofilica incluida en las NC.

HIPOTESIS
Si la hberacion de sustancias a partir de sistemas nanoencapsulados sigue un proceso de difusion

gobernado por el grosor de la membrana nanocapsular, entonces, dicha liberacion seta de orden cero y

dependiente de dicho grosor.




_MATERIAL Y EQUIPO

-Ultracentrifuga {Optima™ LE-80K) Beckman; USA

-Nanosizer (N4 Plus) Coulter ™; Florida, USA

-Espectrofotémetro (DU®- 64) Beckman; USA

-Rotavapor (Laborota 4000) Heidolph; Germany

-Agitador magnético multiplaza (Velpe Scientifica); italy

-Agitador de velocidad variable (RZR-1) Caframo ™ LTD; Germany
-Balanza Analitica BBC32 (Boeco) Germany

-Balanza microanalitica MS (Mettler); Switzerdand

-Parrilla eléctrica (SP46925) Barnstead/Thermolyne; USA
-Micropipetas (200 pl, 1000 pi)

-Membrana de Nitrato de Celulosa 0.1um; Advantec MFS, Inc.; Jap6n
-Microscopio Electrénico de Barrido ISM-25 SiI (IEOL); Japén

-Cristaleria

REACTIVOS

Polimeras preformados:

-Resomer® RG 502 Acido Polilactico-co-glicélico 50:50(PLGA); Boehringer Ingelheim, Germany

-Acetato ftalato de celulosa (CAP); Vita Drug S.A de C.V.; México

Plastificante:
-Dibutil Sebacato NF (DBS); Morflex, Inc;.USA

Aceite:
-Miglyol 840% (Propilen Glicol Dicaprilato/Caprato); Hils AG; Germany



Filtro solar:
-Octil metoxi cinamato {OMC); Escalot 557 (ISP), donado por Multiquim, México

Colorantes:

-FD&C Rojo No. 17 (Sudan Hll); Kingfishers Colours; England
-D&C Verde No. 6; Kingfisherg Colours; England

-D&C Violeta No. 2; Kingfisherg Colours; England

Solventes
-Acetato de etilo; J:T:Baker Analized® Reactivo

-Metil etil cetona (Butanona); B & ] Brand™ Alta Pureza

Surfactantes:

-Tween®80 Polisorbato 80 NP. Polioxietilen(20}sorbitanmonoleato; ICl Surfactants
-Brij®58 Polioxietilen(20)cetil eter; ICi Spedialty Chemicals

-Pluronic® F-127 .(Poloxamero 188) Polioles; México

-Mowiol 4-88 (Alcohol Polivinilico o PVAL); Gomarza; México




~ IIl. METODOLOGIA
.1 DETERMINACIONES PRELIMINARES

W.1.1 Solubiidad de colorante
En 5 ml de MiglyalO 840, se adicionaron cantidades conocidas del colorante hasta la saturacion del
medio, agitando ocasionalmente y esperando durante algunos dias a temperatura ambiente.
Se preparé una solucion de 49.75 pg/ml; a la cudl se le realizo un barrido espectrofotométrico en la
reqgién visible a una velocidad de barrido de 500 nm/min, se selecciond la longitud de onda (X) a la cudl

se harian las determinaciones; se ley6 la solucidon calibrando previamente con Miglyol0 840 y se

determind E* exp.

A partir de la solucion saturada se preparé un sistema tratando de igualar la tonalidad del sistema de
concentracion conocida y se leyd a las mismas condiciones. Finalmente se calculd la solubilidad

experimental de Violeta No. 2, tomando en cuenta las diluciones realizadas.

1.2 Solubilidad de “colorante - aceite " en soluciones de surfactante
Se prepararon soluciones de surfactante en agua (Tween® 80; Pluronic F-127® y Bnj® 58) de
concentraciones 10y 20 % (P/V), tomando 10 ml de cada solucion de surfactante, se determing cudl de

ellas solubilizé mads gotas de solucidon saturada de colorante bajo agitacion magnética moderada y

constante.

En 50 mi del la solucion de surfactante, se adicionaron tantas gotas como fuera necesano para saturar
dicho sistema, esperando siempre la completa solubilizacion del colorante y las mismas condiciones de

agitacion a temperatura ambiente.

De dicha solucion, se tomé una muestra para leer al espectrofotémetro a 582 nm usando un blanco de la

solucién de surfactante y se calculo la solubilidad de colorante en el sistema seleccionado.
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1.3 Curva de calibracion para Violeta No. 2 en surfactante
Se realizé la curva en Tween® 80 al 20%, preparando 9 sistemas de concentraciones conocidas {1.38;
5.53; 6.22; 6.91; 8.29; 9.68; 11.06; 12.44; y 13.83 ug/ml); usando la solucién saturada de Violeta No.
2, preparada con anterioridad y realizando las lecturas a 2.=582 nm en el especirofotémetro. Cada

sistema se preparo por triplicado.

. 1.4 Solubifidad de OMC (Octif metoxicinamato) en solucion de surfactante
Se colocaron 50t de OMC en 10 ml de Bri[® 58 al 5%, agitando magnéticamente por 48 h, Se centrifugd
durante 5 min a 3,000 rpm, para separar la solucion saturada del OMC que no se solubiliz6. Se tomaron
50ul de la solucion saturada diluyendo a 5 mi con solucion de Brij® 58 al 5% (solucion A). Se tomaron
0.5 m! de solucion Ay se llevaron a 5 mi con solucién de Brij. Se realizé un barnido en region UV (rango
de 200-400nm) para determinar la 2. adecuada y postenormente se registré la absorbancia del sistema.

Se calculd la solubilidad de! OMC, tomando en cuenta las diluciones realizadas.

1.5 Curva de calibracion para OMC
Se prepard una solucion stock colocando 20l de OMC en 25 ml de Bnj® 58 al 5% tomando el volumen
correspondiente de solucion stock (en it} para preparar 8 sistemas de concentracién conocida llevando
a 5 ml en matraz volumétnco con solucion de Brij. Los sistemas se leyeron en la A seleccionada con
anterioridad y se construy6é el grafico Concentracidn de OMC vs Absorbancia: determinando los

pardmetros estadisticos correspondientes.

1.2 PREPARACION DE NP

W.2.1 Preparacion de NC con Violeta No. 2 por ef método de Emulsificacion-Dusion (Fig.4)
Se saturé acetato de etilo y agua destilada en un embudo de separacion. En 30 mi de solvente saturado
se disolvieron 400 mg de polimero y 05ml de la solucdn de colorante en acete,

dispersando la fase organica en 60 m! de Alcohol Polivinilico (PVAL) 5 % (en agua saturada) con
23



agitaciéon mecanica a 1700 rpm durante 10 min. Se adicionaron 200 mi de agua destilada al sistema
en agiacion, continuando con la misma por 10 min. mas. El solvente fue eliminado y se concentré la
suspensién hasta aproximadamente 40 ml bajo presion reducida. Se leyo la talla de particula en el
Nanosizer®. Se efectuaron 3 lavados sucesos con agua destilada, a la suspension de NC, por
centrifugacion a 20,000 rpm durante 20 min. y se resuspendio la pastilla de NC en agua destilada a

10 ml en un matraz volumétrico (suspension de NC).

ACETTE Y20
o FASE PRINOPIO
INTERRA ACTIVO
POLMSERO
——nl-
AGUA

— o MIDIO DL
DISPERSION ) tSTABLUANTE

EOOUR S ICACION
WU SION ACEITE/ AGUA

J
SATURAMION

RANCCAPSULAS OFf USION DEL SOLVENTE

Fig 4. Representacion esquemdltica def metodo de Emutsificacion-Ditusion en la preparacion de MC.
(Adaptado de L referenaia 2)
]



I.2.2 Preparacion de NC de OMC
Se realizé de acuerdo al método de Emulsificacion-Difusion, siguiendo el método descrito en el parrafo
anterior, cambiando el acelato de etilo por butanona; la solucion de colorante en aceite por 0.4 ml de
OMC y utilizando CAP como polimero. Se prepararon sistemas con 0.2 g, 0.3 g, 0.5 g y 0.8 g de CAP

(sistemas utilizados al evaluar la liberacién por el método de Celda de Permeacion Vertical tipo Franz).

W1.2.3 Preparacion de NE cargadas con Violeta No. 2
Se siguio el mismo método descrito en el punto [lI.2.1, exceptuando fa adicién del aceite, por lo que se

agregd 1.175 mg del colorante en polvo al acetato de etilo.
1.3 FNSAYOS DE LIBERACION

I1.3.1 Liberacion de colorante por Ultracentrifigacion
Se colocaron simultaneamente 10 sistemas independientes con 330 pl de la suspension de NC
(llevandolos a 7 m! con Tween® 80 al 20%) en agitacion magnética moderada a 37°C. Las muestras a
diferentes intervalos de tiempo, se obtuvieron del sobrenadante representativo del sistema centrifugado
{20,000 rpm/10 min). Dicho sobrenadante se leyo en el espectrofotémetro a A adecuada y se realizé el
grafico correspondiente Tiempo vs Cantidad de colorante hberado.

La liberacién para el colorante contenido en NE se realizé en solo 3 sistemas, siguiendo esta misma

técnica.

W.3.2 Liberacion de colorante por el método de Filtracion
Se coloc6 un sistema constituido por 35.7 ml de Tween® 80 al 20% mas 4.3 ml de suspension de NC
manteniendo agitacion magnética constante y a temperatura ambiente. Las muestras eran obtenidas por
succion a diferentes intervalos de tiempo, con la ayuda de un dispositivo conformado por una jennga

conectada a un portafiltro que contenia una membrana de 0.1 m.
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01.3.3 Liberacion de OMC por ef método de Permeacion
Se tomaron 50 p de suspension de NC y se llevaron a 25 ml en matraz volumétrico con solucion de
Brij® 58 al 5%. De ésta solucion, se transfirieron 2 ml en el compartimento superior de una celda de
permeacion vertical tipo Franz, que incluye una membrana de O.1um. En el compartimento inferior se
colocaron 2 ml de Brij 58 al 5% (Fig. 3) introduciendo las celdas en un bafio a 37°C, y se inicié la

agitacion moderada.

Fig. 5 (elda de Permeacion Vertical tipo Franz como dispositao de hiberacion de OMC en Brf® 58 af 5%.

Se tomé la muestra {volumen completo del compartimiento inferior), reponiendo dicho volumen con
medio fresco a determinados tiempos hasta cl término de la hberacion.

Las muestras fueron leidas en el espectrofotémetro a A=310 nm utilizando Brij® 58 al 5% como
blanco.

Se interpolaron las absorbancias obtenidas en la curva de calibracion, calculandose la cantidad

acumulada de OMC que se liberd y se obtuvo ef perfil de liberacion para ef sistema.
1.4 MICROFOTOGRAFIAS DE NC

HM.4.1 Técnica de Microscopia Flectronica de Barmdo (MEBJY'
Se tomé una muestra de NC sumergiendo papel filtro hmpio de 0.22 pum en la suspension de NC y se
dejd secar perfectamente. Se reali2 la fijacion de las NC con Tetroxdo de Osmio al 1% durante 2 h, a
temperatura ambiente. Luego, la muestra fue deshidratada haciendola pasar por soluciones etandhicas
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cada vez mds concentradas durante 30-45 min., hasta llegar a etanol absoluto (70, 80, 90 y 100%);
aclo sequido, se dejo secar. Se mont6 la muestra en un cilindro portamuestra perfectamente limpio y se
recubrio con oro. Finalmente se realizé la observacion y toma de fotografias por Microscopia Electrénica

de Barrido a 7000x y 10000x.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Las determinaciones preliminares (solubilidad en diferentes medios y concentraciones de
surfactantes, y otros parametros espectrofotométricos) [Anexo 1] se realizaron con la finalidad de
elegir la sustancia a incluir en NC y el medio de disolucion a ulilizar durante la liberacion; de

acuerdo a dichos pardmetros se selecciond el colorante Violeta No. 2. que posee mejor solubilidad

en Tween®80 al 20% y para el filtro solar OMC. £l medio utilizado fue Bri|58 al 5%.

La talla de particula obtenida en las NC de Violeta No. 2 fue ligeramente superior a la de NC

cargadas con OMC, como se observa en las tablas 2y 3.

Tabla 2. Talla de particula promedio (NC Y NE; Violeta No.2-PLGA)

Sistema _ Talla‘(nm) c Pd'
NC 594.8 193.7 0.184
NE 4113 1721 0.587

*n=3
¥ Pokdspersidtad.

Tabla 3. Tala de particula promedio (NC OMC-LCAP)

... SNDBS coNnpes
Lote Talla* (nm) o Pd’ Talla* (nm) o Pd’

0.2g CAP 369.167 51670 0573 288800 13551 0207
0.3g CAP 302350 4453 0334 292883 13190 0.174
0.5g CAP 330600 53776 0224 331.842 25687 0306
0.8g CAP 343350 20238 0473 316.063 18510 0 456

085 = Obustd Sebacato

*n=3

* Polkdkspersdaxd
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Este resultado puede deberse a que la proporcidn de aceite en los lotes de colorante fue
mayor que la utilizada en los loles con filtro solar, con lo que se incrementa la probabilidad de
coalescencia de los globulos formados durante el paso de emulsificacion; de cualquier manera, la
talla de particula siempre se encontré en el rango nanometrico. £l método de Emulsificacion-
Difusién es una de las pocas técnicas que han reportado alta eficiencia del proceso y alta tasa de
encapsulacién de sustancias lipofilicas’ pudiéndose corroborar en la presente expenmentacion,
sobre todo cuando se realizaron los lavados de NC, pues de no haberse encapsulado, el aceite se
habria observado en el sobrenadante después de centrifugar, mas esto no sucedid, por io que

asumimos que todo e! aceite y polimero fueron transformados a NC.

Con éstas condiciones se comenzaron las pruebas de liberacion. En la primera parte, se
propuso en utilizar el colorante y emplear el método de Ultracentnfugacién. La figura 6, muestra
que la liberacion del colorante contenido en NC, fue practicamente inmediata, por lo que se

considerd que el método resulta ser invasivo para las NC e incluso para las NE [fiqura 7).

CANTIDAD VIOLETA No. 2 § g)
B 8% 8 8 8 & 8
P
——y

o -

s 10 15 b >
TIEMPO ()
Fig 6. Promedio de la Bberacion a temperatura ambienie de Vioketa Ma. 2 conterwdo en NC

Dreparadas con 400 mq de PLGA, utilzando Tneert™ 80 af 20% como medio de disokucion.
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Fig 7. Comparacion de kos perfikes de kberackin de Violcta No. 2 en o NE y o AU
preaaradas a kis mesmas condicones (400mg PLGA a T° ambiente).

Del perfil de liberacion obtenido se propone que la pelicula de PLGA que recubre el seno de
las NC es muy labil, por lo que la presencia de una alta concentracién de surfactante y las sucesivas
centrifugaciones a 20,000 rpm durante 10 minutos, pudieron afectar esta pared nanocapsutar,
induciéndose asi la ruptura de la misma y por ende la liberacion espontdnea del coforante. Cabe
sefialar que en la parte inicial de la liberacion a partir de NE, se sique una tendencia ascendente,
pero al avanzar el tiempo, ésta tendencia se vuelve practicamente constante, de esla manera
consideramos que las condiciones de trabajo también afectaron a las NE: corroborandose por
observacion de la pastilla obtenida después de centrifugar. pues aproumadamente después de 4 h,
ya no se apreciaba coloracién violeta, sélo coloracidn blanca, def polimero. Comparando la cantidad
de Violeta liberada, es menor en el caso de las Nt respecto a las NC, tal vez debido a que la
cantidad de colorante pudo ser menor en las NE respecto a las NC, pues durante el proceso de
manufactura, cierta cantidad de colorante pudo quedar disuelto en el solvente organico, ya que no

se adiciona aceite como en las NC.

La fragilidad de la pared nanocapsular también se refleo al observar las NC por Microscopia
Electrénica de Barmdo (MEB). pues la manipulacion a la que se someho al sistema, fue suficiente
para que algunas NC se rompieran cediendo asi su contemido, lo que nos permite observar
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claramente cavidades que habian sido ocupadas por aceite. En la figura 8 podemos observar la
forma esférica y morfologia real de las NC, mostrando las cavidades antes mencionadas. Es
importante sefialar que es la primera vez que se reporta una técnica directa de MEB para poner en

evidencia la estructura de las NC sin recurnir al método de cnofractura.

a) b)

Fig 8. Morfologia de NC de 0.8g de CAP y 0.4 m! de OMC oblenidas por €f metodo de Emulsificacion
Difusion, captadas por MEB utilizando wna téavca de fracion con letraxdo de Osmio al 1% %
) 7 000« b) 10 000«

Considerando que el método de Utracentrifugacion afecta las NC, se decidid utilizar otro
método para sequir la liberacion del Violeta No. 2, la filtracdn a vacio, sin embargo, se presentaron
problemas en la toma de muestra, dado que la solucion de Tween™80 al 20% presentaba cierta
viscosidad, ademas de la obstruccion de los poros de la membrana de O.1um, provocandose asi,
un incremento considerable en ef tempo de muestreo y por esta razon resultaba inadecuado

considerar los datos obtenidos por éste método.

Con los resultados presentados hasta esta parte, resulta evidente proponer un tercer

método para sequir la hberacidon y como se pueden utilizar otras sustancias ipofilicas, la posibilidad
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de encapsular un filtro solar resulté atractiva, dado que con esta sustancia se puede ver una
aplicacion mas real en el estudio de la liberacion, ademas que el OMC es ya un aceite, por lo que no
es necesario adicionar olro aceite para solubilizarfo. En pruebas preliminares realizadas con
antenoridad en el mismo laboratorio donde se llevé a cabo la presente tesis (Olvera M. B, et al, %/
2001) se encontré que el polimero PLGA se disuelve en OMC, pero el CAP no es soluble en este
filtro solar; ademas se determind la proporcién con la que se obtiene una alta eficiencia de
encapsulacion de dicho filtro solar en CAP. Con base en lo anteror y sabiendo que éste compuesto
posee muy buena deteccidn espectrofotométnica, se procedid a preparar los diferentes lotes de NC
utilizando 0.4 ml de OMC en diferentes cantidades de CAP (0.2, 0.3, 0.5y 0.8 g). E} método elegido
para seguir la liberacion en este caso, fue el de Celda de Permeacion (Fig. 5), que cuenta con 2
compartimentos, separados por una membrana, cuyo didmetro de poro de 0.1um, permite el paso

de la sustancia liberada y disuelta en el medio de disofucién (Brij“58 al 5%), pero sin que fas NC

puedan atravesaria.

Estudios de liberacion realizados por otros autores 9/3i75%464.488435%ac inclyyen la
utilizacion de una membrana, para seguir la liberacidon de sustancias y en otros casos se ha
trabajado con medios de disolucion a determinado pH, con o sin enzimas e incluso en animales, lo
que demuestra el interés de los grupos de investigadon por determinar los principales factores que

afectan dicha liberacién (particion, interaccion con el polimero, pKa, etc.).

La figura 9 resume los resultados de ia tiberacién de OMC para los 4 sistemas trabajados y
sus respectivas barras de error que representan la desviacion estandar de 3 sistemas para cada
punto. la transformacion a porcentaje se calculd utilizando la formula (Mt / Mao)x100,
considerando a Mt como la cantidad liberada a un tiempo t y Moo como la cantidad maxima liberada

en el sistema.
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Fig 9. Perfil de liberacion de OMC incluido en NC preparadas con diferentes cantidades de
polimero CAP - 029CAP. « 039CAP. = 0.5q(APy =~ 089 (AP
Hevada a cabo a T° = 37°C, por ef método de (elda de permeacion vertkal tipo Frane,
en Baj 58 al 5% como medio de disolucion.

El perfil refleja que la liberacion no sigue una cinética de orden cero,*”%5%% recordando
que en este caso, la cantidad liberada es independiente de la concentracién de la sustanca incluida
en el sistema y el grafico obtenido, habria sido una linea recta. Se observa que la velocidad de
liberacion inicial es rapida, pero que al avanzar la liberacidn dicha velocidad disminuye hasta

hacerse practicamente constante.

La variacion observada en la liberacion del filtro solar en los sistemas preparados con
diferentes cantidades de CAP, puede deberse al grosor de la pared de las NC en cada sistema,
donde, a mayor cantidad de polimero, la pared se vuelve mas gruesa, por lo que como se observa,
a un tiempo dado, la cantidad de OMC liberado fue menor para el lote de 0.8 g CAP, respecto a los
otros tres lotes (0.5, 0.3 y 0.2 g CAP respectivamente). Esto es mas evidente sobre todo alrededor
de las 200 h de la liberacon.
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Los puntos finales en el grafico muestran que existe un tiempo en ¢l que se libera casi la
totalidad del fittro solar en los 4 sistemas, pues aproximadamente a las 400 h, se igualan las

curvas, tal vez por la degradacion que pudo producirse en la membrana nanocapsular.

Podemas suponer que si se trata solo de un proceso de difusion, el cambio en la pendiente
puede atribuirse a la disminucion en el gradiente de concentracion, resultado de la menor cantidad
de filtro solar que permanece en el seno de las NC (pues entre menor sea la cantidad encapsulada

de OMC, su tendencia a salir sera menor); reduciéndose por ende, la velocidad de salida.

En la figura 10 se representa la liberacion del OMC en los sistemas a los que se adicioné el
plastificante DBS. Podemos observar un perfil parecido al obtenido sin DBS, mas se puede agregar
para este caso que, la liberacién procedid un poco mds lento, por lo que pensamos que la
presencia del plastificante favorecié la resistencia de la pared nanocapsular y que dicha resistencia

es un factor importante en dicha liberacion.
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El plastificante debié haberse acoplado entre las cadenas poliméricas, produciendo
rearregloé’ y relajacion de dichas cadenas. Dado que el DBS tiene gran afinidad por el OMC (seno

de la capsula), se asegura la plastificacion de la pared mientras exista filtro solar dentro de las NC.

En este perfil es apreciable que los puntos en la poradn inicial de la hiberacion podrian
ajustarse mejor a una linea recta (hasta el 50% de OMC fiberado) respecto a aquellos sistemas que

no poseen DBS.

Otro aspecto importante es que aparenlemente, en los perfiles mostrados en los graficos 3
y 4, no se presentd efecto “burst™ (liberacién subita), o un tiempo de latencia (t wg), como sucede

en algunos sistemas tipo reservorio /.

Para obtener mas informacion acerca del mecanismo fisico que se presenta en fa liberacion
de sustancias contenidas en NC, se trataron los datos con el modelo semi-empirico, propuesto por
Peppas et al., 4% (ecuacién 2) donde sdlo se consideran los datos de la primera parte de la

liberacion, hasta el 60%; obteniéndose buena correlacion como se apreqa en la figura 11,
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Fig 11. Representacion de los resuftadas de Rberacion de OMC en Bry 58 of S%,  tratados con of modelo o
Peppas enlos sistemas @ 029(AP, ® 03gCAP, & O y X (85 (AP sin plastificante.
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De acuerdo a este modelo, la fraccién liberada de una cierta sustancia depende de una
constante y de un exponente difusional “n” que indica el probable mecanismo de transporte y el
tipo de liberacion. El valor de dicho exponente fue obtenido para los diferentes sistemas y se

muestra a continuacion:

Tabla 4. Parametros de regresion y valor de “n” obtenidos para 13 liberacion de OMCa 37°C al

tratar los resultados de acverdo al modelo de Peppas en los sistemas nanoencapsulados sin DBS.

0.9986
06663

Basdndonos en éste modelo, el valor de “n” obtenido {0.5<n<1), indica que el mecanismo
de transporte asociado es de tipo No Fickiano (Andmalo), y la liberacion guarda dependencia con
una fraccion del tiempo (Anexo 2). Cabe sefialar que los valores en general no tienden a ningun
extremo del intervalo indicado por Peppas, quedando de manifiesto que no se trata de una clasica
liberacion Fickiana (n=0.5), ni tampoco se sigue un orden cero (n=1). Podemos decrr que en
nuestros sistemas, la tendencia es haaa una liberacion dependiente de la difusion, mas el hecho de

que sea No Fickiana pudiera indicar que en cierto momento exsste un rompimiento en las NC.

El proceso de difusion No Fickiana se ha reportado pnncipalmente en polimeros cnistalinos,
cuando la temperatura utilizada en el estudio es menor que la Tg (temperatura de transicién
vitrea). Se dice que las cadenas de polimero no son lo suficentemente méviles para pesmitir la
penetracion inmediata de solvente en el polimero, y por ende, de las sustancas disueftas en el
solvente. La difusidn anomala tiene que ver con que la velocidad de diusion del solvente y la
velocidad de relajacion del polimero tienen aproxmadamente el mismo orden de magnitud (Ry ~

Ret). &
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Para el caso donde los sistemas incluyen plastificante, al aplicar el modelo también se tiene

correlacion de los puntos como puede observarse en la figura 12 y en la tabla 5.
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Fig 12. Representacion de los resultados de liberacion de OMC en Brj 58 al 5%, tratados de

acuerdo al modelo de Peppas, en sistemas @ 029 (AP, @ 03g(AP, & 059UAP y X 089CAP
con 20% de plastificante en cada sistema.

Tabla 5. Parimetros de regresion y valor de “n " obtenidos para ki liberacion de OMC a 37°C af
tratar los resuftados de acverdo al modelo de Peppas en los sistemas nanoencapsulados con DBS.

£l aumento del valor de "n” en todos los sistemas confirma que la presencia det plastificante

contribuye en el control de la liberacion, pues como ya se habia menconado, se retarda la salida de
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las sustancias, y ademas, ahora se tiene una tendencia al valor de n=1, por lo que de acuerdo al

anexo 2, la tendencia hacia el orden cero (en esta parte de la liberacién).

Cuando los resultados fueron tratados como sistemas matriciales, se obtuvieron los

parametros de la figura 13 y la tabla 6:
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Fig 13. Representacion de los resultados obtenidos de la iberacion de OMC, para los sistemas

Q029AF @03gAP A5 X089 AP
sin plastificante, de acverdo al modeto de Higuchi,

Tabla 6. Parémetros de regresion obtenidos para la hberacion de OMC a 37°C al tratar los

resultados de acverdo al modefo de Higuchi en fos sistemas sin plastificante.

Para este caso, se puede notar que no exste buena correlacion (no se observa una linea

recta), pues la forma sigmoidal de las curvas, indica que el modelo no fue aplicable a los sistemas
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nanocapsulares, por lo tanto no podemos considerar a las NC como sistemas tipo matriz, donde la
liberacion de la sustancia depende de la raiz cuadrada del tiempo. De acuerdo al modelo de
Higuchi, en los sistemas matriciales®”*® se asume que el activo se encuentra disperso
homogéneamente en toda la matriz, de manera que el farmaco que sale primero es el que se
encuentra localizado en la parte mas superficial de la matriz, y postenormente el que se encuentra
en la regién mas interna, y dado que el grosor de la capa hidrodindmica de difusién se incrementa
al aumentar el tiempo, el farmaco que se encuentra en |a region mas interna va a tardar un poco
mas en salir. Aparentemente este no es nueslro caso, sugirnendo que la liberacion estd mas ligada

a la difusidn a través de la pared del sistema 6 al vaciado por “estallamiento” de la NC.

En los sistemas que contenian plastificante, se advierte un perfil muy parecido al que

presentaron los sistemas sin DBS, como se observa en la figura 14 y en la tabla 7.
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Fig 14. Representacion de los resuftados de liberacion de OMC contenido en NC en los sistemas
©029 AP @0gA" A oSgAP  X08g AP
con plastificante, de acuerdo 3/ modelo de Higuch.
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Tabla 7. Pardmetros de regresion obtenidos para a liberacion de OMC a 37°C al tratar los
resultados de acuerdo al modelo de Higuchi en los sistemas con plastificante.

Si comparamos las tablas 6 y 7, encontramos un pequefio aumento en el valor de r’ en
algunos sistemas, pero las figuras 13 y 14, muestran claramente un perfil no lineal, que significa
que la liberacidn no se ajusta al modelo de Higuchi. Dado que dicho modelo estd basado en la
prmera ley de Fick3734%%60 |y nuestros resultados no se ajustan a este modelo, tanto en los
sistemas sin plastificante como en los que lo contienen, podemos asumir que no se sigue un

proceso de difusion Fickiana, como ya se habia encontrado al utilizar el modelo de Peppas.

Con respecto al modelo propuesto por Ammoury et al. ¢4 (1990, 1989a, 1989b;
ecuacion 3) se encontré que a pesar que en el modelo se toman en cuenta los principales aspectos
que afectan la liberacion de un activo en un sistema de 3 compartimentos, nuestros resultados no
se ajustan, indicandonos de esta forma que el modelo no refieja adecuadamente lo que esta
sucediendo en el sistema, y de hecho, los mismos autores reconocen que solo algunas de las
cinéticas fueron descritas por su modelo. De esta manera, puede pensarse que la hberacion
seguida en el presente trabajo experimental puede ser mas hmitada por la salida del OMC de las
NC, que por su distnbucién en los compartimentos restantes, suponiendo que el filtro solar se
disuelve inmediatamente en el medio de disolucion con ayuda de la agitacion en el sistema, y que

no exste interaccion con la membrana que separa a los compartimentos.

Por otro lado, era importante saber el tipo de cinética que obedecen los resultados de
liberacion presentados, por lo que se analizaron de acuerdo a una cinética de prnimer orden,

obteniendo el siguiente grafico, al considerar los resultados de acuerdo a la cantidad de OMC

remanente (Moo} en las NC:
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Fig 15. Resultados de 3 liberacion de OMC en sistemas

e Q29CAP © 03g(AP & 059CAP x 089 (AP
preparados sin plastificante para cinética de primer orden.

La tendencia observada en los 4 sistemas es lineal, dandonos la pauta para sefialar que se

ajustan a éste tipo de cinética, dada la buena correlacion, datos que se muestran en la tabla 8:

Tabla 8. Pardmetros de regresion correspondientes a los sistemas mastrados en I3 figura 15,
preparados sin plastificante de acuverdo a una cinética de ler. Orden.

De esta forma, el sefialar que se sigue una cnética de pnmer orden, implica que la

liberacion de OMC contenido en NC, es dependiente de la concentracion del mismo en o sistema.s?
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Similares resultados se obtuvieron en los sistemas con DBS, como se muestra en la figura

16 ylatabla 9:
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Fig 16. Resultados de la liberacion de OMC en sistemas
o 029 CAP-DBS ® 0.3g (AP-DBS a 059 (AP-DBS x 059 CAP-DBS
preparados con plastificante para cintica de primer orden.

Tabla 9. Pardmetros de regresion correspondientes a los sistemas de 13 fgura 16, preparados
con plastificante de acuerdo a una cinétxcd de ler. Orden.

Cabe senalar que la adicién del plastificante mejord un poco la correlacion de algunos
sistemas (ligero aumento en r?), mas se puede observar que el valor de la constante k disminuye
en todos los casos, lo que implica que la velocidad de hiberacion es hgeramente menor en los
sistemas trabajados con plastificante comparados a los sistemas que no lo poseen.

42



Los resultados, en conjunto, nos han servido para sefalar algunos de los aspectos que
intervienen en el proceso de liberacion de una sustancia lipofilica a partir de NC, asimismo nos
indican el tipo de mecanismos implicados en dichas liberaciones. Sin embargo, es necesario
recordar que la liberacion de cualquier sustancia encapsulada, va a depender de diversos factores,
tales como, el entorno en que se lleve a cabo el andlisis, de las propiedades fisicoquimicas de la

molécula encapsulada y de polimero empleado. './%374
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V. CONCLUSIONES

A. El método de Emulsificacion-Difusion ofrecio una alta tasa de encapsulacion (>75%) y
eficiencia del proceso para los sistemas de NC preparados {Violeta No.2-Miglyo/®840-PLGA:;
OMC-CAP y OMC-DBS-CAP).

B. La morfologia de las NC abtenidas por el método de Emulsificacion-Difusion pudo ser puesta
en evidencia por una nueva técnica de MEB, mostrandose claramente cavidades que fueron
ocupadas por aceite.

C. La técnica de Ultracentrifugacion no puede considerarse como un método adecuado para
seguir la liberacién de sustancias contenidas en NC, ya que puede inducir la ruptura de la
pared nanocapsular.

D. Ei valor del exponente “n” para los resultados de hiberacion del filtro solar, de acuerdo al
modelo de Peppas, indica que el mecanismo de transporte asociado es de tipo No Fickiano
y el tipo de liberacién es Dependiente del tiempo, para todos los sistemas estudiados.

E. La variacion en cantidad de polimero retarda la liberacion de OMC, pues a mayor cantidad
de polimero, el grosor de la pared de las NC aumenta.

F. La presencia de DBS en los sistemas produjo un pequefo retraso en fa salida del OMC
(resistencia mecanica en la pared nanocapsular).

G. La liberacion en todos los sistemas de NC trabajados siguieron una cinética de primer
orden, dependiente de la concentracon del OMC en el sistema.

H. La liberacién del filtro solar parece llevarse a cabo por dos procesos que suceden

simultdneamente: difusion y ruptura de la pared de las NC.




VI. PERSPECTIVAS

vii.

Realizar pruebas de liberacion de OMC “in vitro™, aplicando la suspensién de NC en piel.
Evaluar la cantidad de OMC penetrada en piel “in vivo™ (por algunas técnicas como ‘Tape
stripping’, FTIR/AIR, etc.) y su efecto protector 