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I RESUMEN
Este trabajo propone al método de emulsificacion difusion (MED) como una alternativa para ia
preparacion de sistemas lipidicos de talla submicronica, para lo cual se sustituyé el uso de
polimeros por sustancias lipidicas puras o mezclas de éstas. Los lipidos que se usaron para la
obtencion de estas dispersiones fueron: Gliceril behenato (Compritol® ATO 888), monoestearato
de Glicerilo 40-55 (Geleol®), lauroil macrogolglicéridos (Gelucire® 44/14), estearoil
macrogolglicéridos (Gelucire® 50/13) y monoleato de glicerilo (Rylo® 20)." Estos lipidos
fueron seleccionados por su baja toxicidad y capacidad de proteger farmacos (p.ej. hidrolisis,
oxidacién y degradacion enzimatica) y/o de proporcionar un control en la liberacién de los
agentes terapéuticos. Distintas variables del MED se modificaron para encontrar las condiciones
que permitieran la obtencion de las dispersiones lipidicas (DL’s), asi como para determinar la
influencia de estas variables sobre el tamafio de particula promedio (TPP) de las dispersiones.
Estas variables fueron la cantidad de lipido, el tipo y cantidad de estabilizante, la velocidad de
agitacion, la temperatura del proceso y el tipo de disolvente. Se emplearon estabilizantes de
origen natural y sintético con diversos pesos moleculares y mecanismo de estabilizacion
(albumina sérica bovina, gelatina, alcohol polivinilico, poli(vinilpirrolidona), polisorbato 80 y
poloxamero 188). Para determinar el TPP de las dispersiones formadas se empleo la técnica de
dispersion de rayos laser (PCS, “Photon Correlation Spectroscopy™). Se encontré que la
velocidad de agitacion, la cantidad de estabilizante, la temperatura del proceso y la miscibilidad
del disolvente con el agua, guardan una relacion inversa con el TPP mientras que la cantidad de
lipido en la fase interna presento6 una relacion directa con el TPP. Fue posible obtener sistemas
dispersos de talla submicronica con todos los lipidos. Para evaluar la potencialidad de estos
sistemas en la liberacion in vivo se cargé un agente antihipertensivo (Omapatrilat) en un sistema
compuesto de monoleato de glicerilo. La dispersion obtenida con este monoglicérido presenta
una talla de particula inferior a los 180 nm, ademas se pudieron obtener omitiendo el uso de un
estabilizante. Esta dispersion fue comparada con una suspension y una soluciéon del mismo
farmaco al ser administrada a cinco grupos de ratas genéticamente hipertensas, a las que se
monitored la presion arterial media (PAM) usando una técnica no invasiva. Se encontré que la
PAM de las ratas a las cuales se administro el Omapatrilat por medio de las DL's de monoleato
de glicerilo se estabilizo al tercer dia de su administracion, mostrando ademas un rapido efecto

comparable con el obtenido para la administracion de los farmacos en solucion.

! Para una descripcion mas detallada de estos lipidos consultar la seccion de Anexos



II. INTRODUCCION

Uno de los puntos mas importantes en el desarrollo de un sistema terapéutico es el balance entre
el efecto deseado y sus reacciones adversas, para tratar de evitar o disminuir estos efectos
indeseados o adversos, la liberacion de principios activos en el sitio blanco ha sido una de las
alterativas exploradas en los ultimos afos. Este concepto fue introducido por Paul Ehrlich al

inicio del siglo pasado (1906) con su concepto fundamental de “bala magica”. Ehrlich imaginé
que podrian desarrollarse sistemas que ejercieran un efecto determinado sobre un sitio blanco,
depositando en €l la sustancia activa, actualmente este concepto se conoce como vectorizacion
de farmacos. Entre los sistemas desarrollados con esta finalidad sobresalen los acarreadores
coloidales de farmacos que, con su talla de particula (menor a 1 pm) y la modificacion de su
superficie, parecieran hacer tangible la propuesta de Ehrlich. Un ejemplo de la aplicacién de la
vectorizacion son los agentes anticancerigenos que frecuentemente presentan una baja
selectividad respecto al sitio de accion, lo que en consecuencia se asocia a severos efectos

secundarios. Por ello para la administracion de estos farmacos se han desarrollado acarreadores

dirigidos que puedan proporcionar mayor eficiencia a los tratamientos.

Con la finalidad de dirigir los agentes terapéuticos, tanto en el espacio (sitio de acciéon) como en
el tiempo, se han propuesto diversos sistemas. Por ejemplo se han sistemas capaces de dirigirse
a organos y células blanco como el higado, células cancerosas e inclusive el propio nicleo de la
célula (Burke, 2000; Venkatraman er al., 2000). Los acarreadores coloidales como las
microemulsiones, los liposomas y las nanoparticulas (NP’s) han demostrado ser ttiles tanto en el
control del sitio como en la velocidad de liberacién. Es por ello que las particulas coloidales han
recibido atencion en los ultimos afios, ya que son una excelente alternativa para el control de la
liberacion de agentes terapéuticos. Estas particulas submicronicas (particulas del orden de 10-

1000 nm) han sido propuestas en las siguientes modalidades (Jaeghere et al., 1999):

a) Como sistemas de liberacion controlada para uso parenteral, oral y nasal;

b)  Para la formulacion de principios activos con alta especificidad en cuanto a la zona de
accion, es decir, que actan solamente sobre los sitios u érganos blanco;

c) Como base en el desarrollo de la matriz de las tabletas, recubrimientos en particulas y
sistemas de almacenamiento parenterales; y/o

d) Como sistemas mucoadhesivos, entre otros.



Algunos de estos sistemas presentan ciertos problemas por ejemplo con las nanoparticulas
poliméricas existe la posibilidad de efectos toxicos de los monomeros o de los propios polimeros
preformados, ya que los polimeros aceptados para su uso como implantes no tienen la misma
tolerancia por el organismo al ser administrados en forma de nanoparticulas. Esto debido a que
las particulas en los rangos nanométricos pueden penetrar las células (p.ej. macrofagos) y la
degradacién del polimero dentro de la célula es capaz de producir efectos toxicos, como se ha
reportado para los poliésteres (Smith er al., 1986). En el caso de los liposomas se puede
mencionar la falta de estabilidad asi como su baja capacidad para cargar farmacos. Una clara
ventaja del uso de los sistemas acarreadores lipidicos es que reducen el riesgo de toxicidad

cronica o aguda.

Al inicio de los 90’s como una nueva alternativa a los sistemas acarreadores de farmacos
tradicionales ya mencionados surgen las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN, por sus siglas en
inglés), las cuales se forman a partir de lipidos y no de polimeros. Estos lipidos presentan una
baja toxicidad y alta biocompatibilidad, ademas se han reportado como sistemas estables, con
una buena capacidad de cargar farmacos. Al mismo tiempo estos sistemas han mostrado un alto
potencial para la vectorizacion ( “drug targeting ) y liberacion sostenida de farmacos (Miiller et
al., 2000; Yang ef al., 1999). En su preparacion se han usado mezclas complejas de glicéridos
como las grasas solidas, que poseen una buena capacidad de carga (Westesen et al., 1997).
Sumado a esto, la presencia de mono y diglicéridos favorece la solubilizacion del farmaco
(Miiller er al., 2000). Dentro de los sistemas coloidales lipidicos también se han empleado
lipidos puros, entre estos el monoleato de glicerilo o monoleina. Este lipido tiene una estructura
que le confiere caracteristicas especiales, por ejemplo en presencia de agua forma diversas
estructuras capaces de liberar de manera controlada algunos farmacos (Ganem-Quintanar ef al.,

2000 y por Shah et al., 2001).

El método de emulsificacion difusion, que se propuso originalmente para la preparacion de
nanoparticulas a partir de polimeros. se puede considerar como una modificacion del proceso de
“salting-out ™, pero sin el uso de sales. Este método involucra el uso de disolventes parcialmente
miscibles en agua, los cuales son saturados previamente con la finalidad de alcanzar el equilibrio
termodinamico inicial de ambos liquidos. El polimero (segun la metodologia propuesta
inicialmente) es disuelto en el disolvente saturado con agua y esta solucion organica se dispersa

con una solucion acuosa que contiene un estabilizante, formandose una emulsion. Finalmente se



adiciona agua a esta emulsion y con ello se da la formacion de nanoparticulas como
consecuencia de la difusion del disolvente organico de la fase interna hacia la fase externa

(Quintanar-Guerrero e al., 1996).

Debido a la importancia que tienen los sistemas lipidicos acarreadores de farmacos en la
administracion de los agentes terapéuticos, este proyecto podria aportar por si mismo una nueva
alternativa para la preparacion de estos sistemas, ademas de apoyar con informacion a proyectos
futuros en los que se busque el desarrollo y administracion de algin agente terapéutico por
medio de estos sistemas. En este trabajo se emplean mezclas complejas de triglicéridos y un
lipido puro (monoleato de glicerilo), lipidos de baja toxicidad y con un alto potencial para
controlar la liberacion de los agentes terapéuticos. Hasta ahora la preparacion de los sistemas
lipidicos involucra procesos que no son universales y en general requieren de equipo
especializado. El uso del método de emulsificacion difusion para el desarrollo de estos sistemas
ofrece ventajas como permitir el control de la temperatura del proceso, llevarse a cabo con
equipo sencillo y de bajo costo, realizarse en tiempos relativamente cortos y ser factible su

escalamiento.

En la siguiente seccion se expondran de manera general como antecedentes de este trabajo los
diferentes tipos y técnicas de preparacion de dispersiones lipidicas de talla submicronica, las
caracteristicas y las estructuras que hacen de la monoleato de glicerilo un lipido con alto
potencial para la vectorizacion de farmacos y finalmente el método de emulsificacion difusion

como una posible alternativa para la preparacion de dispersiones lipidicas.



III. ANTECEDENTES
3.1 DISPERSIONES LIPIDICAS

De manera general las nanoparticulas lipidicas estan constituidas por un lipido sélido, un
estabilizante y agua. El término lipido abarca una variedad de compuestos entre los que se
incluyen mono, di y triglicéridos, acidos grasos, esteroides (p.ej. Colesterol) y ceras. Los
estabilizantes usados para las nanoparticulas lipidicas pueden ser de muy diversos tipos, con
distintos pesos moleculares y con o sin carga. La eleccion del tipo de estabilizante a usar
depende de la ruta de administracion siendo la mas limitante la parenteral. Se ha encontrado
ademéas que una mezcla de estabilizantes puede prevenir de manera mas eficiente la
aglomeracion. En una revision hecha recientemente (Mehnert y Méder, 2001) se muestra una
vision global de los diferentes tipos de lipidos y estabilizantes usados para la preparacion de

nanoparticulas lipidicas (Tabla 1).

Tabla 1. Lipidos y estabilizantes usados para la preparacién de nanoparticulas lipidicas
(Mehnert y Mider, 2001).

Lipidos y ]
estabilizantes Ejemplos
Triglicéridos Tricaprina / Trilaurina / Trimiristina / Tripalmitina

Triestearina / Coco-gliocéridos hidrogenados (Softisan® 142)
Witepsol® W 35 / Witepsol® H 35 / Witepsol® H 42/ Witepsol® E 85

Monoestearato de glicerilo (Imwitor® 900) Behenato de glicerilo
(Compritol® 888 ATO)
Liidos dugos Palmitoestearato de glicerilo (Precirol "ATO 5)
Cetil palmitato / Acido estearico / Acido palmitico / Acido decanoico /
Acido behenico

Acidan N12

Lecitina de soya (Lipoid® S 75, Lipoid™ S 100)
Lecitina de huevo (Lipoid® E 80")
Fosfatidilcolina (Epikuron” 170", Epikuronm 200)

Poloxamero 188 / Poloxamero 182 / Poloxamero 407 / Poloxamina
908 / Tyloxapol

Emulsificantes

. o Polisorbato 20 / Polisorbato 60 / Polisorbato 80
Co-emulsificantes

Colato de sodio / Glicolato de sodio

Taurocolato de sodio / Taurodeoxicolato de sodio / Butanol / Acido
butirico

Dioctil sulfosuccinato de sodio

Monooctilfosfato de sodio




La toxicidad de los excipientes usados para la preparacion de SLN se puede discutir en funcién
de la ruta de administracion empleada. Por ejemplo para la administracion oral y tépica los
excipientes usados no presentan mayor problema. Para las SLN destinadas a la administracién
topica pueden ser empleados todos lo excipientes que actualmente se usan en el area
farmacéutica y/o cosmética, por ejemplo en las cremas y ungientos. En el caso de la
administracién oral pueden ser empleados todos los lipidos y tensoactivos destinados a las
formas de dosificacion convencionales como tabletas, pellets y capsulas; ademas de todos los
compuestos clasificados como GRAS (“Generally Recognized as Safe”). Entre los tensoactivos
aceptados para la administracion parenteral se encuentran la lecitina, Tween 80, Poloxamero
188, glicolato de sodio (estos cuatro son aceptados también para la administracion intravenosa),

Span 85, poli(vinilpirrolidona), entre otros.

La tolerancia de las SLN ha sido investigada tanto in vitro como in vivo, p.ej. las SLN fueron
comparadas con NP’s de poliésteres (PLA -Acido polilactico-, PLA/GA -Acido Polilactico Co-
glicolico-). En este estudio a una concentracion de 0.5 % de NP’s PLA/GA se encontr6 100 %
de muerte celular; sin embargo 10 % de SLN en la suspension celular permiti6 una viabilidad de
aproximadamente un 80 % (Maafen et al., 1993 y Miiller er al., 1996b). Otro estudio se llevo a
cabo en ratones con el palmitato de cetilo, a los animales se administraron 1.33 g del lipido / kg
de peso, después de administrar seis inyecciones no se encontro6 toxicidad aguda para este lipido.
Tampoco se hall6 indicio de crecimiento del higado o del bazo, y la histopatologia no aporté

pruebas de toxicidad (Miiller et al., 1997).

En un estudio sobre la degradacion enzimatica (lipasa pancreatica / colipasa) in vitro de SLN,
donde se determino la turbidez de las suspensiones y la cantidad formada de acidos grasos libres,
se encontré que la velocidad de degradacion fue rapida para las SLN formadas de Dynasan® 114
(trimiristato de glicerilo), media para las de cetil palmitato y muy lenta para las de Compritol"
ATO 888. Un hallazgo importante fue que el tensoactivo tiene un efecto marcado sobre la
velocidad de degradacion, al usar poloxamero 188 (estabilizante estérico) se retrasé la velocidad
de degradacion para el Dynasan” 114, mientras que las sales biliares a bajas concentraciones
promovieron la degradacion. Esto se atribuye a que la lipasa (enzima encargada de la
degradacion de los lipidos) no encuentra un sitio para poder anclarse, como consecuencia del
impedimento estérico del polimero estabilizante. Este efecto podria ser usado para controlar la
velocidad de liberacion de manera independiente o sinérgica con la naturaleza del lipido (Miiller

et al., 1996a).



3.1.1 Métodos de preparacion de dispersiones lipidicas

Diferentes metodologias para la preparacion de dispersiones lipidicas solidas han sido
propuestas por varios grupos de investigacion (Tabla 2). La mayoria de estas técnicas fueron
desarrolladas al inicio de los 90’s y permiten la obtencion de dispersiones desde el orden de los
micrometros hasta los nandémetros. En funcién del tamano y de la composicion reciben
diferentes denominaciones por ejemplo lipoesferas, nanopellets y nanoparticulas lipidicas
sélidas (SLN). Las particulas formadas por lipidos que a temperatura ambiente son sélidos y

cuyo diametro promedio se encuentra en el orden de los nanometros se conocen como SLN, que

después de los liposomas son los acarreadores coloidales lipidicos mas ampliamente estudiados.

Tabla 2. Ejemplos de material lipidico, estabilizante y técnica usada para la preparacién de SLN.

4
Ter:[g)z::ieco 1 Material Lipidico 2 Estabilizante o Tensoactivo * :::::g:c;
Dynasan 114 * . HPH
Compritol® 888 ATO '2‘1:;;’:2’32’;’0;?: Miller et al.,
Cetil palmitato 1996
; ® Tween 80
“g:);rlps:‘l@ Eés Poloxamero 188 HPH
3 o o Técnica en frio
Eistatmn Stﬁznozlsit:l::o Poloxamero 182 (solubilizo a la Almeida et al.,
Alczh:)[; cetilico proteina en la fase lipidica antes de 1997
iniciar el proceso de HPH)
DPPC
DMPG FP-HPH
DMPC Heiati er al.,
AZT-P Trilaurina (TL) DSPC 1997
Centro solido
DPPC FP-HPH
DMPG-Na Heiati et al.,
PE-PEG 1998
Tetracaina y Dynasan™112 Lipoid® S 75 SchHwI;l:z v
ctomidato Compritol” 888 ATO Poloxamero 188 Mchnert, 1997
Epikuronﬁ 200 (tensoactivo)
Acido estedrico Taurocolato de sodio HEM
Diazepam Acido behenico (cosurfactantes) Cavalli et al.,
Acidan N12 Poloxamero 188 1997
Trealosa (medio acuoso de
dispersion)
HPH
Compritol” ATO 88& Poloxamero 188 Freitas y Miiller,
1998




Tabla 2 (Continuacién)

. 4
Tert;g);::ieco | Material Lipidico Estabilizante o Tensoactivo * [:::;:g:ci;
Complejos de . .
. X Imwitor® 900 Epikuron 200 (tensoactivo) HEM
hidrocortisona y [Hor B Cavalli e al.,
. Acido estedrico Taurocolato de sodio 1999
prog Butanol (cosurfactantes)
; Acido estearico ; HPH
Camptotecina Leciting de soya Poloxamero 188 Yang er al., 1999
HPH
- Cetil palmitato Plantacare® 2000 Lukowski er al.,
2000
Compritol” AT ;
Prednicarbato ompnP?cci::)l o8 POF“:;?;_,‘:" Maia e:qfl 2000
Dynasan®™ 114 ki oo
HPH
- Precifac® ATO Sucro ésteres Lippacher er al.,
2000; 2001
Imwitor® 900
Compritol® 888 ATO HER
Vitamina A Dynasar‘\““ 116 Tween 80 Jenning y Gohla,
Cutina® CP 2000a
Cera de abeja
HPH
NR Jenning er al.,
2000b
itol™ s ano[® Jenning er al.,
Vitamina A Compritol §88 ATO er.mol’ Ultra C32 2
Miglyol™ 812 Poloxamero 188 2000¢
Jenning et al.,
a 2000d
Poloxamero 188
Cutina® CP Poloxamero 407
Compritol” 888 ATO Tego Carc 450 HPH
Alcohol estearilico Taeal'S . )
agat S Zimmermann y
- (octadecanol) SDS
Imwitor" 900™ Tween 80 Miiller. 2001
Geleol” Span 85

Dynasan” 114

Sales biliares
Sucro ¢steres S1670

Propionato de S

Ipb ol Monostearin PVAL Huer al..
clobetaso 2002
Softisan” 100. 142, 154 MDD

Witepsol H35S
Ceulpalmitato

Fosfolipon® 90G

Schbert y Miiller-
Goymann. 2003

(1) AGENTE TERAPEUTICO: AZT-P: Profarmaco del AZT. 3 -azido-3 -deoxitmidima palmitato (AZT: 3 "-azido-

3'-deoxitimidina: Zidovudine"):

(umplolccnm: Farmaco L\I“ICZ”CI"OgL“I"CO.

Complejos de hidrocortisona y

progesterona: Formado por B-ciclodextrina o 2-hidropropil- B -ciclodextrma: Predmicarbato: Glucocorticoides topico
Prednisolona 17-ctilcarbonato. 2 1-propionato: Vitamima A: Retinol.

(2) MATERIAL LIPIDICO: Acidun’

N12 (dighcéndo de monoestearato monocitrato): Compritol® 88X ATO

(behenato de glicerilo): Cutina® CP (ceul palmitato). Dynasan® 112 (mnilaurcato de gheerilo):  Dynasan” 114



(trimiristato de glicerilo); Dynasan® 116 (tripalmitato de glicerilo): Geleol* (palmitoestearato de glicerilo); Imwitor®
900 (monoestearato de glicerilo); Miglyol® 812 (triglicéridos caprilico:caprico); Monoesteol (palmitoestearato
propilenglicol); Precifac® ATO (cetil palmitato); Superpoliestato (polioxietilenglicol mono, diestearato 300).

(3) ESTABILIZANTE: DPPC (Dipalmitoil fosfatidilcolina); DMPC (Dimiristoil fosfatidilcolina); DMPG
(Dimiristoil fosfatidilglicerol);  DMPG-Na (Dimiristoil fosfatidil glicerol de sodio); DSPC (Diestearoil
fosfatidilcolina); Miranol Ultra C32 (cocoanfoacetato de sodio); PE-PEG [Dipalmitoil fosfatidil etanolamine-N-
(poli(etilen glicol)yg0): PVAL: Alcohol polivinilico; SDS (Dodecil Sulfato de Sodio); Sucro ésteres S1670 (ésteres de
acidos grasos y sucrosa); Tagat S (polioxietilenglicerol monoesterato); Taurocolato de sodio (sales biliares); Tween 80
(polioxietilen sorbitan monoestearato); Fosfolipon® 90G: Fosfatidilcolina 90 %; Lipoid S 75 (lecitina de soya);
Epikuron® 200 (fosfatidilcolina de soya 95 %); Tego Care 450 (poliglicerol metilgluco diestearato). Miglyol® 812
(triglicéridos caprilico:caprico); Monosteol (palmitoestearato propilenglicol); Precifac® ATO (cetil palmitato);
Superpolistato (polioxietilenglicol mono, diestearato 300); DPPE-PEG 2000 (Dipalmitoil fosfatidiletanolamina—
polietileneglicol 2000); Plantacare 2000 (alquil glucosidos).

(4) METODOS: “Stealth SLNs"": Se refiere a las SLN que presentan un recubrimiento tal, que aumenta su tiempo en
circulacion; FP-HPH: Formacion de una pelicula al solubilizar los componentes en CHCI;, retirar el CHCl;, y
rehidratar en un medio acuoso; finalmente la emulsion formada (diametro aprox. de 1-2 um) se somete a HPH; HPH:
Homogeneizacion a alta presion; SDM: Método de difusion de disolvente en medio acuoso; HEM: Método de
microemulsion. NR: No se reporta.



3.1.1.1 Obtencién de nanopellets .
Los nanopellets fueron desarrollados al inicio de los 90’s para la administracion oral, son
producidos al dispersar un lipido fundido en una solucion de tensoactivo por medio de agitacion
o sonicacion. Las dispersiones obtenidas por medio de este método contienen altas cantidades
de microparticulas. En general se obtienen mezclas de microparticulas y NP’s y la obtencion del
tamafio nanométrico depende del poder de la agitacion.. Con esta talla de particula no
representan ningun problema para la administracion oral, pero cuando se trata de administracion
intravenosa las microparticulas no son una opcion. Para la obtencion selectiva de NP’s se deben

emplear cantidades altas de tensoactivo, con lo cual uno se mueve hacia la solubilizacion del

lipido y aumentan los riesgos de toxicidad del tensoactivo (Speiser, 1990).

3.1.1.2 Método de emulsificacion / evaporacion

En este método se propone la produccion de nanoparticulas lipidicas por medio de la
precipitacion del lipido que se encuentra disuelto en la fase organica de una emulsion. El
material lipidico se disuelve en un disolvente inmiscible en agua (p.ej. ciclohexano), éste es
emulsificado en una fase acuosa con ayuda de un molino coloidal seguido de homogeneizacion a
alta presion. Posteriormente se evapora el disolvente y se precipita el lipido en la fase acuosa,
con ello se da la formacion de las SLN. Los residuos de disolvente en la suspension final fueron
menores a 150 ppm, como lo demostré la Cromatografia de gases. Con acetato de colesterol
como modelo de farmaco y una mezcla de lecitina / glicolato de sodio como emulsificante el
diametro medio de las particulas fue de 25 nm (Sjostrom y Bergenstahl, 1992). La
reproducibilidad de este método fue posteriormente confirmada (Sickmann y Westesen, 1996),
solo que en este caso el disolvente usado fue cloroformo y para la formacion de la emulsion se
uso un homogeneizador de alta presion. El diametro reportado para este sistema es de entre 30 y

100 nm dependiendo de la proporcion de lecitina / glicolato de sodio.

3.1.1.3 Obtencion de lipoesferas

Las lipoesferas son microparticulas solidas insolubles en agua que tienen una capa de
fosfolipidos embebida en la superficie; estos sistemas tienen un centro solido (a temperatura
ambiente) hidrofobico rodeado por fosfolipidos. El diametro promedio que se puede obtener es
de entre 0.3 y 250 pm. Estas particulas se preparan fundiendo ¢l matenal del cual estara
formado el centro de la particula y agregando fosfolipidos que se encuentran en un medio

acuoso. Esta mezcla se dispersa por medio de sonicacion o agitacion mecanica y el enfriamiento
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de ésta permite la solidificacion del lipido y la subsecuente formacion de las lipoesferas (Domb,

1993, 1995).

3.1.1.4 Homogeneizacién a alta presion para la producciéon de nanoparticulas lipidicas
solidas

En esta técnica la produccion de SLN es por medio de la homogeneizacion a alta presion (Fig. 1)
de los lipidos fundidos y una solucién acuosa conteniendo al estabilizante. Las gotas de lipido
solidifican y se forman las SLN. Los dos métodos que con mayor frecuencia son utilizados para
la preparacion de SLN son la técnica de homogeneizacion a alta presion (“High Pressure
Homogenization”) en caliente y en frio. En ambos casos para cargar las particulas con un
farmaco, se disuelve en el lipido a una temperatura de aproximadamente 5 a 10 °C por encima
del punto de fusion del lipido (Schwartz, er al., 1992).

1. Homogeneizacion en caliente. El lipido fundido se dispersa bajo agitacién en una
solucion acuosa del tensoactivo que se encuentra a la misma temperatura que la fase
lipidica. La pre-emulsion obtenida se homogeneiza usando un homogeneizador de
piston (“homogenizer piston-gap™), entonces la nanoemulsién se enfria hasta
temperatura ambiente de esta manera se forman las SLN.

. Homogeneizacion en frio. El lipido fundido conteniendo al farmaco se enfria, lo que
provoca la aparicion de microparticulas (aproximadamente de 50 a 100 um). Estas
microparticulas se dispersan en una solucion de tensoactivo frio y asi se forma una pre-
suspension que se homogeneiza a temperatura ambiente (o menor). La energia necesaria

para producir las SLN por esta técnica es considerable .

Figura 1. Homogencizador a alta presion LAB 40,
APV Lubeck, Alemania.



3.1.1.5 Nanoparticulas lipidicas sélidas preparadas por medio de la técnica de
microemulsion

La preparacion de SLN por medio del método de microemulsion (LE) consiste en dispersar una
UE caliente (ac/ag) en un medio acuoso frio bajo agitacion mecanica (Gasco, 1993). La UE esta
compuesta del lipido (p.ej. acido esteérico), tensoactivo (p.ej. polisorbato 20, polisorbato 60 y
fosfatidilcolina de soya), co-surfactante(s) (p.ej. butanol) y agua. Con lo que se forma un
sistema transparente y termodindmicamente estable siempre y cuando los componentes se
encuentren en las proporciones adecuadas para formar la microemulsion. La microemulsion a
65-70 °C se adiciona a un medio acuoso frio (2-3 °C) bajo agitacion mecanica lo que asegura que
la reduccién del tamano de particula se debe a la precipitacion del lipido y no a un proceso
mecanico. Comunmente las proporciones entre la UE y el agua son de 1:25 a 1:50 (Cavalli et al.,
1997, 2000). Por medio de esta técnica se han preparado los llamados “stealth SLNs™ que son
SLN que presentan en su superficie un recubrimiento que les permite aumentar su tiempo en

circulacion sanguinea, se ha empleado polietilenglicol (PEG) o algtn derivado de éste.

3.1.16 Método de desplazamiento del disolvente en medio acuoso

En este método el lipido y farmaco se disuelven completamente en una mezcla de acetona y
etanol (50:50) a temperatura controlada (50 °C). La solucion resultante se vierte bajo agitacion
mecanica sobre un medio acuoso acido (pH de 1.10 ajustado con HCI 0.1 M) que contiene 1%
(p/v) de alcohol polivinilico (PVAL) a temperatura ambiente y se agita por cinco minutos. Las
SLN son producidas de manera muy rapida. Posteriormente el sistema se centrifuga y re-
suspende en agua destilada. El ajuste del pH del medio acuoso acido es con la finalidad de
ajustar el potencial zeta para coacervar las SLN y que sea facil la separacion por qemrifugaci(’m.
La distribucion del tamanio de particula obtenida por Hu er al., (2002) al utilizar monoestearina y

propionato de clobetasol por este método es bimodal (14 nm y 432 nm).

3.1.1.7 Técnica de hidratacion de pelicula / homogeneizacion a alta presion

La preparacion de SLN consiste en disolver en una fase organica (p.¢j. cloroformo) el material
lipidico, los fosfolipidos (estabilizante) y/o el farmaco. Después de removida la fase organica s¢
forma una pelicula lipidica que es hidratada en una solucion salina y agitada por 3 min a 50 °C
Finalmente la emulsion obtenida (diametro de entre 1-2 pm) se homogeneiza por medio de un
sistema de alta presion (aproximadamente cinco ciclos a 60-70 °C y 15 000 psi) para obtener las

SLN (Heiati er al., 1997).



3.2

METODO DE EMULSIFICACION DIFUSION (MED)

El método de emulsificacion difusion (MED) se puede considerar como una modificacion del

proceso de “salting-out” pero sin el uso de sales, lo que evita los subsecuentes pasos de

purificacion asi como los problemas relacionados con la compatibilidad entre los farmacos y los

electrolitos. La originalidad del MED consiste en el uso de disolventes parcialmente miscibles

en agua. Al desarrollar este método para la preparacion de NP’s poliméricas se usé alcohol

bencilico como disolvente (Leroux ef al., 1995a, 1995b). Las NP’s se prepararon al formar una

emulsién (ac/ag) entre la solucion del polimero en alcohol bencilico y una solucidn acuosa que

contenia al hidrocoloide estabilizante, seguido de la dilucion de la emulsién con agua. En la

Tabla 3 se muestran polimeros, estabilizantes, disolventes y fairmacos probados en el MED.

Tabla 3. Polimeros, estabilizantes y disolventes usados para el MED, asi como algunos firmacos

incorporados en las NP’s preparadas por este método.

Polimeros

Estabilizantes
Agente Terapéutico de las NP’s

Disolvente

Referencia (Aiio)

PLA / PLGA (85:15) / PCL /

Eudmgit® S100 PVAL (2.6,000) Alcohol bencilico Leroux et al.,
Gelatina 1995a
Clorambucilo
PLA / Eudragit® S100, L100, p———
L100-55 PVAL Alcohol bencilico 1995b -
Inhibidor de Proteasa
PVAL (26,000 y 30,000-
70,000)
Poloxamero 188 Quintanar-
PLA Polisorbato 80 Propilencarbonato  Guerrero ef al.,
Dextran 70 1996
Gelatina
PVP
Quintanar-
PLA PVAL (26,000) Propilencarbonato  Guerrero e al.,
1997
PLA / Eudragit® E / PCL
Mygliol“812 / Aceite mineral Acetato de etilo Quintanar-
(Centro de las nanocapsulas) PVAL (26.000) Propilencarbonate (. eral..
' Alcohol bencilico 1998

Sudan [1I (colorante hipofilico) /
Indometacina / Progesterona /
Estradiol / Clorambucilo /
Clofibrato / Vitamina E
(Modeclos de farmacos lipofilicos)
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Tabla 3 (Continuacién)

Polimeros _— s Referencia
Estabilizantes Disolvente &
Agente Terapéutico de las NP’s (Aiv)
Quintanar-
PLA PVAL, (26, 000) Propilencarbonato  Guerrero er al.,
Poloxamero 188
1998b
PLA / PCL / Eudragit®E / e 02)37) Acetato de ctilo Glg‘r’r'::z"e",ra :
CAP / CAT / EVAC / EC oloxamero Metil etil cetona s
PLA
= L
Complejo PVAL Alcohol bencilico Benf;;é’ o
Oligonucleotido-CTAB
PLGA (75:25
( ) OMAB Propilencarbonato Ko ered,
Benzoato de 17 B—Estradiol PVAL (30 000-70 000) 2001
Metil etil cetona
; : Acctato de etilo Choi et al..
PLGA (75:25) Poloxamero 188 Propilencarbonato 2002
Alcohol bencilico
PCL
= PVAL (127 000) g Guinebretiere er
- ®
Mygliol 812 Poloxamero 188 Acetato de etilo al., 2002
Indometacina
P / : H : 2
LA / PLGA (75:25, 50:50) PVAL Alceholbendilics Kon;(r)loe; al
p-THPP

PVAL: Alcohol polivinilico, PVP: Polivinilpirrolidona; PLA: Poli(dcide D,L-lictico); PCL: Poli(e-
caprolactona); Eudragit*: Copolimeros del icido metacrilico; CAP: Acetoftalato de celulosa; CAT:
Acetotrimeli de celul PLGA: poli(D,L-lactico-co-glicdlico); EVAC: Acetato de etilenevinil
(copolimero que contiene acetato de vinilo en un 40 %); EC: Etilcelulosa; CTAB: Bromuro de
Cetiltrimetilamonio; DMAB: Bromuro de Didodecildimetil amonio: Mygliol* 812: Aceite neutro, p-THPP:
Meso-tetra(4-hidroxifenil) porfirina.

Posteriormente se introdujo una modificacion en la metodologia que fue la saturacion del
disolvente parcialmente miscible en agua. Esta saturacion de la fase organica con agua y de la
fase acuosa con el disolvente organico, permite mejorar el equilibrio termodinamico del sistema
(Quintanar-Guerrero et al., 1996). La técnica consiste en la formacion de una emulsion (ac/ag),
entre la solucion de un polimero biodegradable (segin el método propuesto inicialmente) en el
disolvente saturado con agua (p.ej. propilencarbonato) y una fase acuosa que contiene el
estabilizante (p.ej. alcohol polivinilico o gelatina) previamente saturada con el disolvente
organico. La subsecuente adicion de agua al sistema causa que el disolvente difunda hacia la
fase externa lo que trac como resultado la formacion de NP's del polimero. La adicion de un
estabilizante adecuado evita la formacion de grumos de polimero, pues éste actia como un
agente protector.  El método de emulsificacion difusion presenta las siguientes ventajas: Se

puede usar equipo de laboratorio convencional; se  emplean disolventes aceptados



farmacéuticamente; es posible reciclar los disolventes; es adaptable a varios tipos de polimeros;

ademas presenta un alto grado de reproducibilidad y eficiencia.

Choi et al. (2002) mencionan que el MED fue desarrollado por Niwa et al. (1993); sin embargo
el método desarrollado por este autor para la preparacion de NP’s involucra el uso de acetona y
de diclorometano, ninguno de estos disolventes es parcialmente soluble en agua. Esta
metodologia, que se basa en la combinacion de un disolvente clorado y un disolvente miscible en
agua, es considerada por algunos autores (Jaeghere er al., 1999) como una variacion del método
de emulsificacion-evaporacion. En este método la polaridad del disolvente miscible en agua
(acetona) facilita la incorporacién de farmacos hidrosolubles asi como la emulsificacion del
sistema por la rapida difusion del disolvente, sin embargo no se puede considerar igual al MED

propuesto inicialmente por Leroux et al. (1995%).

En el mecanismo de formacion de las nanoparticulas cada gota de la emulsion, formada
previamente a la adicién del exceso de agua, produce varias nanoparticulas como resultado de un
fenomeno interfacial durante la difusion del disolvente. Sin embargo, este fenomeno no puede
ser completamente explicado por los efectos de conveccion o por la turbulencia interfacial. Por
tanto, se sugiere que las nanoparticulas se forman debido a la inestabilidad quimica producida
por el transporte de disolvente, por un mecanismo similar al usado para explicar el proceso de
emulsificacion espontanea ( “diffusion-stranding mechanism™). El mecanismo que se propone
no se atribuye a la inestabilidad mecanica. La idea basica es que la difusion del disolvente de los
globulos de la emulsion, acarrea moléculas hacia la fase acuosa formando regiones locales de
supersaturacion de las cuales se forman nuevos globulos o agregados del polimero (no
totalmente desolvatados). La estabilizacion de estas “protonanoparticulas ™ por la presencia de
un estabilizante es muy importante para evitar su coalesencia y con ello la formacién de
aglomerados. Asi, si el estabilizante permanece en la interfase liquido-liquido durante el
proceso de difusion y si su efecto de proteccion es adecuado, entonces se completara la difusion
del disolvente y se forman las NP’s (Fig. 2). Variables de la preparacion como la velocidad de
agitacion y la concentracion del polimero pueden ser factores importantes en la formacion y el
espesor de la region de supersaturacion 'y pueden asi cambiar el tamaiio de las NP’s. Otros
parametros como la viscosidad y el pH de la fase externa no presentaron un efecto importante en

el tamano de particula (Quintanar-Guerrero ef al., 1996, 1997).
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Glébulos de talla
nanometrica

Figura 2. Representacion esquematica de la formacion de las NP’s por
medio del método de emulsificacion difusion de Quintanar-Guerrero et
al., 1996.

Como se puede apreciar en la Tabla 3, el MED ha sido empleado usando diversos tipos de
polimeros, estabilizantes y disolventes para la preparacion de nanoparticulas; ademas se han
incorporado algunos farmacos. Con esta técnica se prepararon pseudolatex (dispersiones
coloidales acuosas de polimeros insolubles en agua) de polimeros biodegradables y no
biodegradables, solo que en este caso en lugar de adicionarse un exceso de agua, el disolvente
fue retirado por evaporacion directa (Quintanar-Guerrero ef al., 1999). También se ha reportado
la preparacion de nanocapsulas, en las que su centro oleoso permitio la incorporacion de

diversos farmacos liposolubles (Quintanar-Guerrero ef al., 1998a).
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33  MONOLEATO DE GLICERILO (MONOLEINA)

De los lipidos seleccionados el monoleato de glicerilo o monoleina (MO) es el unico que se
encuentra en estado puro, este lipido en presencia de agua forma varias fases que han sido
usadas como acarreadores de farmacos. La compresion de este comportamiento se considera
importante para el entendimiento del sistema disperso que se propone preparar con este material,
por ello que se dedica un apartado para la MO. En esta seccion se hara una mencién de su

estructura y usos, asi como de la preparacion de dispersiones acuosas reportadas con este lipido.
3.3.1 Transicion de fases: Fase cubica

La MO es un lipido polar anfifilico en el cual, la cadena del 4cido graso (acido oleico) le
confiere caracteristicas no polares mientras que los grupos hidroxilo le permiten la interaccion
con el medio acuoso (Fig. 3). La MO es considerada como un excipiente no toxico,
biodegradable y biocompatible, por lo que se clasifica como un material GRAS (“Generally
Recognized as Safe”) y esta incluido en la Guia de Ingredientes Inactivos de la FDA. Su
solubilidad en agua es muy baja (10 mol dm™), sin embargo puede hincharse y formar cristales
liquidos. En la década de los 70’s y 80’s la MO fue usada principalmente como emulsificante y
como promotor de absorcion. Fue en 1984 cuando la MO fue por primera vez propuesta para

ser usada en un sistema de liberacion controlada (Ganem-Quintanar et al., 2000).

CH; OH

(‘1H—0H

CH;O- QM/MVV
(e]

Figura 3. Estructura quimica de la MO (PM: 356.5 g/mol).

Una caracteristica de los lipidos es la dependencia de su transicion de fases con la temperatura.
Por debajo de la llamada temperatura de transicion los lipidos existen en un estado de gel, un
aumento en la temperatura resulta en una transicion a un estado fluido similar a la fusion de un
solido cristalino. Sin embargo, cuando una molécula hipidica se calienta, en lugar de fundirse
directamente forma un liquido isotropico. pasando a través de varios estados intermedios
llamados mesofases o cristales liquidos. Se dice entonces que estas moléculas han sufrido un
mesomorfismo termotropico. Ciertas moléculas cuando se combinan con otra sustancia (p.ej.

agua) pueden formar estos cristales liquidos. De los cristales liquidos formados por la MO las
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bicapas apiladas (fase lamelar) y los s arreglos de cilindros ordenado (fase hexagonal) son las
maés conocidas, en tanto que la red tridimensional que forma la fase cubica (FC) es la mas
compleja de estas estructuras mesomorficas (Fig. 4). El nimero y el tipo de fases que puede
presentar un lipido depende de varios factores como la temperatura, la hidratacion y la clase de
lipido.  Algunos lipidos que pueden formar la fase cubica ademas de la monoleina
(probablemente el mas ampliamente estudiado) son: Monopentadecenoin, monomystolein,
monoelaidin, fosfatidiletanolamina, fosfolipidos y fosfolipidos-PEG (Brigss y Caffrey, 1994;
Shah er al,, 2001). En resumen, los cristales liquidos formados por moléculas anfifilicas
presentan polimorfismo, quizas el ejemplo mas espectacular sea la fase cubica bicontinua que es
un sistema de canales acuosos abiertos separados por una bicapa lipidica infinita. La MO es un

lipido que presenta la caracteristica de poder formar la fase cubica en presencia de agua.

iAARAARRRARARRN
Lo444L4440064541

Figura 4. Estructura tridimensional de la fase cibica de la MO-agua, en la
que se muestra la bicapa lipidica que la forma, de Shah er al., 2001.

Como se muestra en la Fig. 5 la MO en presencia de agua se organiza en una bicapa lipidica y
forma una fase micelar reversa (L,) y tres tipos de cristales liquidos ¢l lamelar (L), el hexagonal
reverso (Hy) y la FC. La estructura depende de la cantidad de agua y de la temperatura. La fase
lamelar (L,) presenta una estructura con un alto grado de ordenamicnto que se extiende en una
dimension, en la que se alterna la bicapa lipidica y los canales de agua. La fase hexagonal
reversa (Hy) consiste en un enrejado dimensional en el que se extienden tubos infinitos

separados por una bicapa lipidica (Chupin ef al., 2002; Marrik y Ticlman, 2002). Y la FC es una
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estructura que consiste en una bicapa lipidica bicontinua curva que se extiende en tres
dimensiones que separa a dos canales acuosos. El diametro del poro acuoso de la fase
completamente hinchada es de aproximadamente 5 nm, cabe mencionar que este arreglo
presenta una alta viscosidad (Shah er al., 2001). Para pasar de las estructuras lamelares planas a
las fases altamente curvas como la hexagonal y la cilibica se requiere un doblamiento de la
interfase, lo que tiene asociado un costo energético. Se cree que es precisamente esta energia
relacionada a la curvatura la que determina la estabilidad de la fase (Chung y Caffrey, 1994). El
calculo de esta energia es una de las herramientas que ha permitido proponer distintas estructuras
de las mesofases liotropicas que se forman al variar la cantidad de agua o al estar en un sistema

de tres compoﬁenles (p.ej. MO-Agua-Proteina).

N
£ 100f N _L2+H,0 7
E Hy Hy+H,0
!
é N
E‘ sofF L-
Z
=
FC +H,0
60 |
FC
10}
La \
20 10 100

09 W/W AGUA

Figura 5. Diagrama binario de fases del sistema MO-Agua en el
que se muestra la fase micelar reversa (L,), la fase lamelar (Lg).
la fase cibica (FC) y la fase reversa hexagonal (H,)) de Larsson,
1989.
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3.3.2  Usos e importancia de la monoleina

Debido al alto grado de ordenamiento de los sistemas constituidos por la fase cubica (FC) de la
MO, estos pueden ser de utilidad en la vectorizacion de farmacos o como bioreactores.
Proteinas como la lisozima y el citocromo-c pueden ser incorporadas dentro de la FC de la MO.
La actividad enzimatica de la proteina cinasa-c ligada a membranas de la FC ha mostrado tener
una mayor actividad que aquellas ligadas a fosfolipidos en la fase lamelar (Gustafsson et al.,
1997; Razumas er al., 1996). La FC ha mostrado también poder liberar lentamente pequeias
moléculas y proteinas, tanto por via oral como parenteral, ademés de haber sido administrada por
vias locales por ejemplo la vaginal y la periodontal. Existen numerosos ejemplos en los que la
FC ha sido usada como un medio para controlar la liberacion de firmacos y proteinas, asi como
las distintas vias de administracion en que han sido probadas. Para mas detalles de estos
ejemplos se recomienda consultar las revisiones hechas por Ganem-Quintanar ef al. (2000) y por

Shah et al. (2001).

Debido a que la FC cuenta con dos dominios, uno acuoso y otro lipidico, puede solubilizar
moléculas con caracter hidrofilico, lipofilico e inclusive con caracter anfifilico, estas ultimas
podrian localizarse en la interfase de los dos dominios. La biodegradabilidad, la habilidad de
incorporar y de liberar lentamente una variedad de moléculas con diferentes propiedades
fisicoquimicas y la capacidad de mejorar la estabilidad fisica, quimica y/o enzimatica de los
farmacos y proteinas incorporadas, hacen a la MO una sustancia con alto potencial para su uso
en la liberacion controlada de farmacos (Engstrém, 1990; Drummond y Fong, 2000; Ganem-

Quintanar et al., 2000; Larsson, 1997; Shah et al., 2001).

Uno de los principales inconvenientes al administrar directamente un farmaco cargado en la FC
es la alta viscosidad que presenta el sistema (Shah ef al., 2001). Una alternativa para resolver
este problema es el uso de una dispersion acuosa de MO en su FC. Debido a que la FC que
forma la MO es estable en exceso de agua y que puede ser dispersada en presencia de un
tensoactivo apropiado. Estas dispersiones submicronicas llamadas Cubosomas™ (Larsson, 1989)
han sido propuestas para la liberacion sostenida, especialmente para liberacion parenteral de

péptidos y proteinas (Engstrom er al., 1996).
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3.3.3 Dispersiones acuosas de monoleina

La estructura cubica puede describirse como una fase periddica e infinita de bicapas que se
extiende en tres dimensiones. Los primeros ejemplos de la fragmentacion de esta FC bilamelar
(Fig. 6), fueron reportados hace unos veinte afos (Patton y Carey, 1979; Lindstrom er al., 1981).
En estos trabajos se afirma que si la FC se agita en presencia de una solucion de sales biliares, se
formara una dispersion acuosa de la FC (Cubosomas®™). Estas dispersiones se encuentran en una
zona del diagrama ternario donde la FC existe en equilibrio con el agua y con la fase L,
(lamelar). En estas dispersiones la fase L, se encuentra en la parte externa de las particulas

cubicas (Larsson, 1989).

Sa s o
Cristal Liquido
Cubussima (Fase cibica)
v
v
V4

Estructura Cubica
Bicontinua

Bicapa
Lipidica

Figura 6. Representacién esquematica de los Cubosomas”. Las
particulas dispersas en el medio acuoso tienen un arreglo
cristalino en forma de FC en su interior de Nakano et al., 2001.
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Si se adiciona una tercera molécula que sea capaz de reducir la energia libre interfacial y que no
interfiera en el arreglo interno de la FC, es posible formar NP’s que mantengan este arreglo en su
interior (Nakano er al., 2001). La eleccion de un agente estabilizante para la dispersion de estas
fases es un punto crucial. Debido a que al formarse las particulas el tensoactivo puede quedar
embebido en el seno de éstas y con ello cambiar la estructura cristalina interna de la fase lipidica
(Gustafsson er al., 1997). Los estabilizantes que han mostrado buenos resultados son aquellos
cuyo mecanismo de accion involucra el impedimento estérico. Se asume que las NP’s de MO
conservan la misma estructura interna y propiedades de la FC, ofreciendo asi ventajas similares a
las de la FC en volumen (“bulk™). Comparativamente con los liposomas, la superficie que
ofrece la bicapa de las NP’s cubicas puede incrementar la capacidad de cargar moléculas

lipofilicas y anfifilicas (Siekmann er al., 2002).

Existen pocos reportes sobre la preparacion de las dispersiones submicrénicas acuosas de la FC,
en la Tabla 4 se muestran las técnicas empleadas por diferentes autores en la preparacion de
estas dispersiones. La preparacién tipica de los Cubosomas” se realiza al combinar agua y MO
en las proporciones adecuadas, y posteriormente permitir que alcancen su estado de equilibrio
(40 °C por 24 h). La FC resultante, que presenta la apariencia de un gel transparente, se dispersa
por la aplicacion de energia mecanica o de ultrasonido. Con frecuencia se usan los
homogeneizadores de alta presion para la produccion de los Cubosomas®, lo que requiere de

numerosos pasos antes de la homogeneizacion del gel en NP’s (Spicer er al., 2001).

Tabla 4. Métodos reportados para la preparacion de dispersiones de la FC de MO.

MO Dispersada Estabilizante Método de Preparacién Referencia (Afio)

Se mezelo MO y P403 fundidos con agua (93-

P403 99 Y% p/p) y posteriormente se¢ sometio a

o o microfluidizacion a 80 °C. Gustafsson er al.,
1-7 % p/p 8 % p/p = g
(MO/P) A una muestra cn cquilibrio de la FC (exceso 1996
de agua 99 % p/p) se le expuso a irradiacion de
ultrasonido.
Lipido y poloxamero tundidos se agregaran
2120 , '114"(/)7 / go}a <; gm‘u sobre ug\fu en alfl‘lac‘x?n parkyl:)\m\lzcnl' SRRt
(M()/P) Z-12 " p/ip una dispersion primarid a4 disminucion d l()()7

(MO/P) tamano de particula se realizo por medio de
microfluidizacion (5000 psia 80 °C)
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Tabla 4 (Continuacion)

MO Dispersada

Estabilizante

Método de Preparacién

Referencia (Afio)

1 % (p/v)
(MO/Tris-
Solucién
amortiguadora)

P407

Dispersion Directa (> 5 % p/p P407):

El MO y el P407 se mezclaron con CHCI;,
después se evaporo el disolvente y la mezcla se
secO a vacio. A la pelicula de MO/P407
formada se anadieron 50 ml de solucion
amortiguadora. La mezcla se dispersé usando
un homogenizador a 80 °C. Posteriormente se
redujo el tamaiio de particula por medio de un
emulsificador de alta presion (350 kg/em?, 30
min a 60 °C).

Evaporacion en fase reversa (<5 % p/p
P407)":

Una pelicula de MO/P407 se disolvio en 10 ml
de CFCl; y se le adicion6 solucion
amortiguadora, posteriormente esta mezcla fue
agitada a 0 °C. La mezcla se calentd
lentamente para provocar la evaporacion del
CFCls. El homogeneizador y el emulsificador
de alta presion fueron usados bajos las mismas
condiciones que en la dispersion directa.

Nakano ef al.,
2001

1.8 %

P407
0.2 % pl/v
P/ Agua

Técnica convencional de dispersion del gel
en volumen:

El poloxamero 407 (8 % p/p) y la MO (92 %
p/p) fundidos sc combinaron hasta obtener una
solucion homogénea. Esta solucion se agrego a
agua desionizada para formar una mezcla con
1.8 % MO, 98 % de agua y 0.2 % de
Poloxamero 407. La mezcla se sonicé por 60
min a temperatura controlada (25 °C).

68 %

P407
0.3 % p/p
P/ Agua

FC cristalina en presencia de un

Hidrétropo:

El gel en volumen fue preparado al combinar
MO fundida (93 % p/p) y EtOH (7 % p/p) para
formar un liquido poco viscoso isotropico.
Una solucion 1.2 % de P407 sc adiciono al
liquido anterior para formar asi un gel (cristal
liquido  cabico) en exceso de  agua
(composicion final: 68 % MO, 26.7 % agua, 5
% EtOH. and 0.3 % P407). Esta mezcla se
sonico por 5 min.

Spicer et al.,
2001

-23-



Tabla 4 (Continuacion)

MO Dispersada

Estabilizante

Método de Preparacion

Referencia (Aiio)

3%

P407
1 % plv
P/ Agua

Cubosomas por nucleacion:

a) Dilucion de un liquido isotrépico

Un liquido isotropico (50 % MO, 50 % EtOH)
se diluyo con una solucion de P407 en agua
para formar una dispersion coloidal de
Cubosomas® (89 % agua, 5 % MO, 5 % EtOH
y 1 % P407).

b) Dilucion de una emulsion

Se preparé una emulsion (70 % agua, 20 %
EtOH, y 10 % MO) y se diluyé con una
solucion de P407 para formar una dispersion de
la FC (90 % agua, 6 % EtOH, 3% MO, y | %
polimero) usando solamente agitacion manual.

Spicer et al.,
2001

6.5%

P407
1 % p/p

Sistema binario: 6.5 % MO y agua.

Sistema ternario: Se prepard por agitacion de la
FC en una dispersion de PL (6.5 MO, 3.5 %
PL). La dispersion de PL fueron preparadas
por sonicacion de PL y agua, para formar SUV
hasta que la ligera turbidez original apareciera
opticamente clara.

Estos sistemas se agitaron posteriormente en
presencia de una solucion de P407 y se pre-
dispersaron por sonicacion intermitente bajo un
bano de agua fria 10-15 min. Finalmente se
homogeneizo a alta presion.

Siekmann er al.,
2002

MO: Monoleina; MO/P: Relacién entre la leina y el polimero usado para estabilizar la dispersién;
P/Agua: Relacion entre el polimero y el agua usado para estabilizar la dispersion; FC: Fase Cibica; P403:
Poloxdmero 403; P407: Poloxamero 407: Tris-Solucién amortiguadora: 10mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
pH 7: PL: Soya purificada (Lipoid S 100); SUV: Vesiculas Unilamelares Pequenas (Small Unilamellar

Vesicles).

a: Cuando la razon entre el P407 y el MO fue menor a 5 % en peso, la dispersion de MO en la solucién

amortiguadora se dificulté, debido a esto se adopté el método de evaporacion en fase reversa.

b: Composicién y proceso original propuestos por Landh and Larsson (Landh, 1991; Landh and Larsson,

1993).



La fragmentacion de la FC es un procedimiento que toma tiempo ya que involucra multiples
pasos. El tiempo de equilibrio para poder obtener el gel sin la presencia de fases cristalinas
anisotropicas (liquido), segin reportan Siekmann er al. (2002) al realizar el monitoreo por medio
de microscopia de luz polarizada, es de entre 24 y 48 horas. Estos mismos autores también han
reportado que las mejores propiedades de homogeneidad macroscopica y estabilidad a corto
plazo para la obtencién de los Cubosomas” se pueden tener siguiendo las indicaciones que se

muestran a continuacion:

(1) Equilibrio de la FC MO/agua (24-48 h),

(2) Agitacion con la dispersion de SUV —Vesiculas unilamelares- (48 h),
(3) Adicion de una solucion de P407 y agitacion continua (24-48 h),
(4) Pre-dispersion por medio de sonicacion (5—-10 min),

(5) Homogeneizacion a alta presion

Es importante mencionar que las proporciones y los procedimientos seguidos por los autores son
los mismos que propusieron Landh, (1991); Landh y Larsson, (1993). La modificacién de estos
tiempos trae como consecuencia cambios significativos en las propiedades de las dispersiones
obtenidas (Siekmann er al., 2002). Asi, la preparacion de dispersiones submicronicas por medio
del método de fragmentacion de la FC en volumen (“bulk ™), requiere de tiempos considerables
para permitir la obtencion de las NP’s. Por otro lado, algunas técnicas requieren del uso de
disolventes clorados o bien del empleo de equipo sofisticado de laboratorio lo que aumenta el

costo de produccion.



IV. HIPOTESIS

Si el método de emulsificacion difusion permite la obtencion de particulas submicronicas
poliméricas formadas por el mecanismo de difusion del disolvente, entonces al sustituir los
polimeros por sustancias lipidicas y encontrar las condiciones idoneas se produciran por este
mismo mecanismo dispersiones lipidicas de talla submicronica que pueden ser potenciales

acarreadores de activos terapéuticos.



V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el método de emulsificacion difusion nos permite la obtencion de sistemas

dispersos lipidicos de talla submicronica con potencialidad terapéutica, a partir de la

optimizacion de los parametros del proceso.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar cualitativamente las condiciones de solubilizacion de los lipidos en los
disolventes (parcialmente solubles en agua) que se emplearan como fase organica
en el método de emulsificacion difusion, para establecer las condiciones en las que
se puedan obtener los sistemas dispersos submicronicos para cada uno de los

lipidos.

Determinar la influencia de distintos parametros sobre el tamafio de particula
promedio de las dispersiones lipidicas (cantidad de lipido, el tipo y la cantidad de
estabilizante, la naturaleza del disolvente y la velocidad de agitacion) usando los
lipidos modelo, y poder asi establecer los parametros criticos en la preparacion de
estos sistemas de talla submicronica por medio del método de emulsificacion

difusion.

Cargar un farmaco liposoluble (Omapatrilat, un antihipertensivo) en un sistema
disperso formado de monoleina mediante el método de emulsificacion difusion, y
probar la eficiencia de este sistema como acarreador y promotor de la absorcion

oral.
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VI.  MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIALES

6.1.1  Materiales lipidicos

Gliceril behenato; Compritol® ATO 888 (Gattefossé, Francia donado por Multiquim, México)
Monoestearato de Glicerilo 40-55; Geleol® (Gattefossé, Francia donado por Multiquim, México)
Lauroil macrogolglicéridos; Gelucire® 44/14 (Gattefossé, Francia donado por Multiquim,
México)

Estearoil macrogolglicéridos; Gelucire® 50/13 (Gattefossé, Francia donado por Multiquim,
México)

-

Monoleato de glicerilo; Rylo® MG 20 (Danisco; donado por Grindsted, Dinamarca)

6.1.2  Polimeros estabilizantes y tensoactivos

Albumina sérica bovina (Serva; USA)

Gelatina (J.T., Baker; México)

Alcohol polivinilico, Mowiol® PM 26 000 (Clariant; Alemania)
Poli(vinilpirrolidona), Plasdone RS 29/32 (USA)

Polisorbato 80, Tween® 80 (ICI Surfactants; USA)
Poloxdmero 188, Pluronic F68" (Sigma; Alemania)

Poloxamero 407, Pluronic F127" (Sigma; Alemania)

6.1.3 Disolventes

Acetato de etilo GA (Aldrich; USA)

Acetato de etilo HPLC (Fermont; México)
Acetato de isopropilo GA (Mallinckrodt; USA)
Acetato de metilo GA (Aldrich; USA)

Agua destilada (Milli Q, Millipore USA)

Metil etil cetona GA (Fermont; México)
Cloroformo GA (Fermont: México)

Metanol GA (Fermont; México)
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6.1.4  Soluciones amortiguadoras y reactivos
Biftalato de potasio (KHC¢H4(COO),) (Baker; México)
Bicarbonato de sodio NaHCO; (Baker; México)
Ninhidrina (Baker; México)

6.1.5 Equipos e instrumentos

Agitador de velocidad variable (Caframo RZR-1; Canada)
Balanza Analitica (Boeco BBC32; Alemania)

B{?a microanaliliéa (Mettler, Suiza)

- Bafi ‘de agua (Polyscience 5L, USA)
. "-S'or{i‘ca‘éior (Bransonic Branson 5210, USA)
Microscopio electronico de barrido (JOEL JMS-25SI1, Japon)
Contador submicronico de particulas (Coulter N4 Plus, USA)
pHmeter (Corning 430, UK)
Rotavapor (Laborota Heidolph 4000, Alemania)
Ultracentrifuga (Beckman Optima LE-80K, USA)
Equipo no invasivo para medir los parametros fisiologicos de las ratas (Instituto Nacional de
Cardiologia, México)
Cromatografo de alta resolucion en capa fina (HPTLC)
i.  Fase estacionaria: Placas de fase reversa gel de silice C18 con indicador
fluorescente (Aluigram RP-18W/UV, Alemania)
1. Fase movil: CHCIl;:MeOH (95:5)

6.1.6 Material biolégico
Ratas genéticamente hipertensas SHR (“Spontaneously hypertensive rats™) donada por el

Bioterio del CINVESTAV-IPN Unidad Sur.



6.2 METODOS

6.2.1 Solubilidad de los lipidos

Para la realizacion de esta prueba se colocaron 60 mg de lipido y 3 ml del disolvente (=2 % p/v)
en cuestion (saturado con agua) y se agitd en vortex por 3 min. Para los casos en que no se
observo solubilidad a temperatura ambiente (25-30°C) se colocé el tubo de ensaye en un bano de
agua y se varid la temperatura desde 30 °C hasta 65 °C. Es importante mencionar que esta
prueba fue de tipo cualitativo, no se obtuvieron datos de la cantidad maxima de lipido que puede
solubilizar el disolvente, solo se determiné si la cantidad de lipido (2% p/v) fue soluble y la
temperatura a la cual se logr. También se realizé una prueba cualitativa de solubilidad en agua
para los distintos lipidos, en ésta se colocaron aproximadamente 500 mg del lipido en 25 ml (=2

% p/v) de agua.

6.2.2 Preparacién de las dispersiones lipidicas por medio del método de emulsificacion
difusion

Para la preparacion de las dispersiones lipidicas se emple6 el MED, de manera general 400 mg
del lipido se disuelven en 20 ml del disolvente (2 % p/v) parcialmente soluble en agua
(previamente saturado), esta fase organica se emulsifica con 40 ml de una fase acuosa saturada
que contiene 5 % p/v del estabilizante (p.ej. alcohol polivinilico). Posteriormente se somete a
emulsificacion con un agitador de velocidad variable a 1800 rpm por un periodo de 10 min. A la
emulsion resultante se le adicionan 160 ml de agua destilada y se agita por 10 min. Finalmente
se retira el exceso de disolvente por medio de un rotavapor, hasta que el volumen de la

dispersion es de aproximadamente 100 ml.

6.2.3  Preparacion de las dispersiones lipidicas por medio del método de emulsificacion
difusion a temperatura controlada

Para emplear el MED a temperatura controlada 200 mg de lipido se disuelven en 20 ml del
disolvente previamente saturado de agua a la temperatura de solubilizacion del lipidos. Esta fase
organica ¢s emulsificada con 40 ml de una fase acuosa saturada de disolvente que contiene al
estabilizante (p.ej. PVAL 5 % p/v) y que se encuentra a la misma temperatura que la fase
organica. Posteriormente se somete a emulsificacion con un agitador de velocidad variable por
un periodo de 10 min, manteniendo el control de la temperatura por medio de un bano de agua.

A la emulsion resultante se le adicionan 160 ml de agua destilada a la misma temperatura que se
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encuentra la emulsion y se agita por 10 min. Posteriormente se deja enfriar hasta 30 °C bajo
agitacion constante. Finalmente se retira el exceso de disolvente por medio de un rotavapor,

hasta que el volumen de la dispersion es de aproximadamente 100 ml (Fig. 7).

6.2.4 Determinacién del tamaiio de particula promedio (TPP)

La talla de las NP’s se determiné empleando un contador submicronico de dispersion de rayos
laser a un angulo de 90° (PCS, Photon Correlation Spectroscopy). Todas las medidas se
hicieron por triplicado (n=3) para calcular el Tamano de Particula Promedio (TPP), la desviacion

estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV).

6.2.5 Variables evaluadas del proceso
Con el fin de optimizar el método de preparacion de las dispersiones lipidicas (DL’s) se

evaluaron los siguientes parametros:

6.2.5.1 Influencia de la cantidad de lipido sobre el tamaiio de particula promedio
de las dispersiones lipidicas

Se vari6 la concentracion del lipido hasta que se observo un TPP superior a un micrémetro
o bien se observo la presencia de precipitados en la dispersion. En esta prueba se mantuvo

fija la velocidad de agitacion y la concentracion del estabilizante (PVAL 5% p/v).

6.2.5.2 Efecto de la velocidad de agitaciéon sobre el tamaiio de particula promedio
de las dispersiones lipidicas

Se prepararon DL’s a distintas velocidades de agitacion, empleando agitacion mecanica
convencional (500 a 2500 rpm) con un agitador de velocidad variable. Para el caso de las
DL’s preparadas a temperatura ambiente se usé una propela tipo turbina y cuando la

temperatura fue controlada la propela fue tipo centrifuga.

6.2.5.3 Efecto del tipo y la concentracion de estabilizante sobre el tamaiio de
particula promedio de las dispersiones lipidicas

Manteniendo fija la cantidad del lipido (400 mg, 2 % p/v) se vari6 la concentracion del
estabilizante en la fase externa de la emulsion desde 0.5 hasta 15 % p/v. Se evaluaron
distintos tipos de estabilizantes naturales y sintéticos: Poloxamero 188, poloxamero 407,
gelatina, albumina sérica bovina, poli(vinilpirrolidona), alcohol polivinilico y Tween 80

(surfactante).
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Figura 7. Representacion esquematica para preparar DLs de Compritol” ATO 888 por medio del
MED a temperatura controlada.



6.2.54 Influencia del disolvente sobre el tamaiio de particula promedio de las
dispersiones lipidicas

Otro parametro del proceso que esta directamente ligado con el mecanismo de formacion
de las NP’s es el tipo de disolvente. Por ellose prepararon distintas formulaciones en las
que se mantuvo fija la cantidad de lipido, de PVAL (5 % p/v) y la velocidad de agitacion,
variando tnicamente el tipo de disolvente parcialmente miscible en agua. Se probo la metil
etil cetona (MEC), el acetato de metilo (AM), el acetato de etilo (AE) y el acetato de

isopropilo (AIP).

6.2.5.5 Monitoreo de la estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas

Para poder evaluar la estabilidad fisica de las DL’s se almacenaron en presencia de
conservadores (metilparabeno al 0.18 % p/v y propilparabeno 0.02 % p/v) o refrigeracion
(4 °C) para evitar la contaminacion microbiologica. Se evalué el TPP a diferentes

intervalos de tiempo.

6.2.6 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se determinaron las condiciones de centrifugacion (velocidad / tiempo) que permitieran la
separacion de las NP’s de la fase externa. El paquete formado se resuspendié y se volvio a
centrifugar, esto con la finalidad de retirar el exceso de estabilizante. Una gota de las
nanoparticulas se aplicd sobre distintos materiales (papel, vidrio y directamente sobre el
portamuestra) y se seco. Finalmente las NP’s se recubrieron con una pelicula fina de oro (=20

nm) y la superficie se evalué por medio de microscopio electronico de barrido a 12.5 kV.

6.2.7 Evaluacion de la eficiencia in vivo de las dispersiones lipidicas cargados
con Omapatrilat (OMA)

6.2.7.1 Pruebas cualitativas de solubilidad del Omapatrilat en los distintos
disolventes del método de emulsificacion difusion

Esta prueba se llevo a cabo para determinar que combinacion de fase organica / acuosa se
usaria en la preparacion de las DL's de OMA y garantizar que el OMA permaneciera en la
fase organica y no migrara a la fase acuosa durante la preparacion de las DL’s. Se coloco
una cantidad conocida del farmaco en cada uno de los disolventes organicos (AM, AE. AIP

y MEC previamente saturados) y fases acuosas (agua destilada pH 5.9, solucion
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amortiguadora pH 8.5, solucion amortiguadora pH 4.0) a probar. La cantidad de OMA en
la fase organica fue de 0.3 % p/v (15mg/5ml) y de 0.15 % p/v (15mg/10ml) para la fase
acuosa, considerando una carga en las DL’s de 60 mg en 100 ml (0.6 mg/ml a ser

administrados).

Para cada fase organica y acuosa se agitdé | min (vortex) y la prueba se realizo a
temperatura ambiente (25-30 °C). Por medio de inspeccion visual se determino si era o no
soluble la cantidad de OMA colocada en el disolvente. Para las fases acuosa en que el
OMA no fue soluble (el polvo permanecio en el tubo de ensaye) el sedimento se filtré y al
filtrado (recuperado en un vial) se le retir6 la fase acuosa por medio de presion reducida en
un desecador, y se trato como se describe a continuacion. Una vez seco el vial, se lavo
cinco veces con Iml de AEup ¢, se juntaron los lavados y finalmente se aforé a 5 ml. De
aqui se tomaron de manera automatica 5000 nl (2500 nl dos veces) para ser aplicados en la
placa fase reversa C18 de HPTLC. La muestra se corrio junto con la curva de calibracion
de OMA [300 a 2300 ng], preparada a partir de un stock de 1 ng/nl. Una vez que el AEyp.¢
se habia evaporado de la placa, ésta se eluyo (95:5 CHCl::MeOH) y se le aplico el
revelador (ninhidrina -0.2 g en 100 ml de alcohol etilico anhidro). Una vez que las
muestras toman la coloracion rosa intenso caracteristico (250-300 min), se leyo en el
espectro a una longitud de onda de 515 nm. Finalmente para conocer la cantidad de OMA
en la muestra se extrapola la absorbancia en la curva de calibracion. Para el caso en que no
aparecia una mancha color rosada con el Rf de la muestra a cuantificar, se concluia que no

habia mas del 2% de OMA soluble en la fase acuosa de la prueba de solubilidad (10ml).

6.2.7.2 Preparacion de las dispersiones lipidicas cargados con Omapatrilat

Una vez seleccionado el disolvente para la preparacion de las DL’s la metodologia seguida
fue similar a la mencionada previamente para la preparacion de DLs por medio del MED
(Seccion 6.2.2). La tnica variante fue que el OMA (60 mg) se disolvid en la fase organica
(20 ml del disolvente saturado) junto con la MO (250 mg). La dispersion que contenia al
OMA se llevo a un volumen exacto de 100 ml para tener una concentracion de 0.6 mg/ml.
De esta manera, para una dosis de 1 mg / kg / dia, se pudo administrar a una rata (peso =

0.3 kg) un volumen de 0.5 ml de la dispersion de MO por dia.
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6.2.7.3 Estabilidad quimica del Omapatrilat y fisica de las dispersiones lipidicas
de monoleina

La estabilidad quimica del OMA posterior a la preparacion de las DL’s se corrobor6 por
medio de CCF, usando un sistema de elusion CHCI::MeOH (95:5) junto con un control
positivo (OMA puro). Se tomaron exactamente 2 ml de la DL’s y se colocaron en un vial
(HPTLC) para evaporar el agua por medio de presion reducida. Una vez seca la muestra se
disolvio con AEupc y se eluy6 junto con el control y una mezcla de ambos. Para la
estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas de MO se monitore6 la talla de particula de
éstas durante el doble del tiempo que tomarian las pruebas in vivo (12 dias) como se

explico en la seccion 6.2.4.

6.2.74 Administraciéon del Omapatrilat a ratas genéticamente hipertensas (SHR)
Los tratamientos fueron: Una solucion (OMA-Soln.), una suspension (OMA-Susp.) y una
dispersion lipidica a base de monoleina (OMA-DLMO). La dosis del Omapatrilat fue de |
mg / kg / dia y se mantuvo constante para los distintos tratamientos. Por cada uno de ellos
se emplearon cinco ratas genéticamente hipertensas (SHR “spontaneously hypertensive
rats”). El estudio comprendié cinco dias durante los cuales se administraron las distintas
formas farmacéuticas una vez al dia a cada grupo. Como control se utilizaron tres ratas

SHR a las que se administro DLMO sin OMA.

6.2.7.5 Monitoreo de la presion arterial media (PAM)

Para el monitoreo de la presion arterial sistolica (PS) y diastolica (PD) se empled un
método no invasivo usando un equipo disenado en el Instituto Nacional de Cardiologia
(Flores er al., 2002). Una vez obtenidas la PS y la PD a diferentes tiempos (0 a 3 h) para

cada dia de la administracion, se calculé la presion arterial media (PAM) con la relacion:

PAM = (2PS + PD) /3 [mmHg|

6.2.7.6 Calculo del porcentaje del efecto alcanzado en la presion arterial
Para establecer el porcentaje del efecto alcanzado por los distintos tratamientos se tomo la
diferencia entre la PAM inicial (t = 0) y la final (t = 180 min) como el 100 %, de esta

manera a cada punto se le pudo asignar un porcentaje de efecto.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

T SOLUBILIDAD DE LOS LiPIDOS
Una vez que se seleccionaron los lipidos. con base en sus propiedades [lisicoquimicas, toxicidad
y biocompatibilidad farmacéutica, la primera prueba realizada fue la solubilidad de estos en los
distintos disolventes, asi como en agua. Los lipidos fueron el Compritol® ATO 888, Geleol”,

Gelucire" 44/14, Gelucire® 50/13 y el Rylo® 20 (Tabla 5).

Tabla 5. Distintos lipidos para la preparaciin de los sistemas lipidicos de talla nanométrica.

Lipidos HLB p-f. (°C)
Compritol” ATO 888 2.0 69.0-74.0
Geleol” 38 54.5-58.5
Gelucire” 44/14 14.0 42.5-47.5
Gelucire” 50/13 13.0 46.0-51.0
Rylo" MG20 3.3 35.0

FM: NR: No Reportado

Algunos de los lipidos propuestos para la preparacion de las DL's pueden dispersarse en agua,
por lo cual se realizé una prueba de solubilidad en agua destilada de todos los lipidos a manera
de control. Pasados cinco dias en contacto con el medio acuoso el Gelucire” 44/14 y el
Gelucire” 50/13 habian formado dispersiones, para el caso del Gelucire™ 44/14 se apreciaba a
simple vista la presencia de particulas. Lo anterior esta directamente relacionado con sus valores
de HLB altos lo cual significa que tienen un alto contenido de moléculas afines al agua. Se
realizo la determinacion del TPP para las dispersiones de Gelucire® 50/13 (Tabla 6) y se
enconltro que éste fue de 336 214 nm a los cinco dias. De lo anterior se puede concluir que el
Gelucire” 50/13 pueda dispersarse en agua en particulas de tamafio submicronico sin el uso de
un estabilizante o tensoactivo. Cabe senalar que el Gelucire” 50/13 puede autodispersarse en
tallas submucronicas, pero esto no significa que pueda integrar un farmaco en las particulas
formadas. Otro punto importante es que este lipido no habia sido utilizado para la preparacion
de este tipo de sistemas coloidales.  El Compritol™ ATO 888 y ¢l Geleol”, con valores de HLB
bajos. son lipidos que presentan una alta hidrofobicidad lo cual se hizo evidente con la
formacion de prandes agregados (Tabla 6). Para el caso del Rylo™ MG20 o monoleina (MO) se
formo una estructura lransparente con apariencia de un gel viscoso que pn:scnl{w limites bien
definidos. muy probablemente se trata de la fase cibica en volumen de acuerdo con lo deserito

en la literatura (Ganem-Quintanar ¢/ al., 2000; Shah ¢1 al., 2001).
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Tabla 6. Distintos lipidos para la preparacion de los sistemas nanoparticulados.

Lipidos Solubilidad en agua Apariencia Macroscopica
Compritol” ATO 888 Insoluble Agregados detectables a simple vista
Geleol” Insoluble Agregados detectables a simple vista

i 7 ISpersic dos
Gelucire* 44/14 Dispersable Digpersiony agregados
(=1 pm)
Gelucire™ 50/13 Dispersable Dispersion lechosa (336.0%14nm) *
Rylo* MG20 T El lipido se hincho y formé una estructura

transparente que presentd limites bien defimdos

a: El TPP que se reporta se tomé cinco dias después de haber colocado el lipido con el agua
destilada

Como se aprecia en la Tabla 7 a temperatura ambiente el Compritol” ATO 888 y Gelucire®
50/13 no son solubles en los disolventes probados (AM, AE, AIP y MEC), mientras que Geleol™
solo fue soluble a temperatura ambiente en el AIP. Lo anterior limita su uso para la preparacion
de DL’s por medio del método de emulsificacion difusion a temperatura ambiente. Por lo tanio,
para el empleo de este método se tuvo que controlar la temperatura del proceso, es decir, se
trabajo a una temperatura tal que permitiera solubilizar al lipido en el disolvente usado. Por otro
lado, la MO y el Gelucire" 44/14 son solubles a temperatura ambiente en los disolventes (AM,
AE, AIP, MEC). De lo anterior se puede concluir que para la preparacion de las dispersiones
lipidicas del Compritol™ ATO 888 y Gelucire® 50/13 sera necesaria la modificacion del proceso,
teniéndose que llevar a cabo a temperatura controlada al emplear AM, AE, AIP y MEC.
Finalmente para el Geleol” este ensayo deja abierta la posibilidad de poder preparar dispersiones
lipidicas por medio del MED a temperatura ambiente (AIP y AE) o controlada (AM y MEC).
Cabe senalar que esla opcion esta abierta para todos los lipidos, siempre y cuando se encuentre
un disolvente capaz de solubilizarlo a temperatura ambiente y que ademas permita la obtencion

de las DL’s de talla submicronica.

Tabla 7. Prucba cualitativa de solubilidad de los lipidos para la preparacion de dispersiones
lipidicas.

Metil etil cetona Acetato de Acetato de Acetato de
Lipidos metilo ctilo isopropilo
TA" Tc" TA TC TA TC TA TC
Compnitol” Si Si Si
s N A
ATO 888 No  esecy N = Ne ) © (550
. - Si Si 7 B
a - - .“
Geleol No (40°C) No (45 °C) Si i
Gelueire” i s : T
44/14 Si - Si Si -e- S --
Gelucire™ Si Si Si Si
50/13 No  @sey  No asee) N gore N0 s0eg)
Rylo" MG20 Si - Si - St Si -

(a) TA: Temperstura ambiente (25-30°C): (b) TC: Temperstura controlada: (¢) En este caso la temperatura mavima
probads fue de 557
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7.2 PREPARACION DE LAS DISPERSIONES LIPiDICAS POR MEDIO DEL
METODO DE EMULSIFICACION DIFUSION A TEMPERATURA AMBIENTE:
GELUCIRE" 44/14 Y MONOLEINA

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la preparacion de las dispersiones por
medio de método de emulsificacion difusion a temperatura ambiente para los lipidos: Gelucire”
44/14 y monoleina. Estos dos lipidos pudieron ser solubilizados en distintos disolventes a

temperatura ambiente, por esta razon se presentan los resultados de estos en primera instancia.

7.2.1 Influencia de la cantidad de Gelucire” 44/14 sobre el tamaiio de particula promedio
de las dispersiones lipidicas

La influencia de la concentracion de Gelucire” 44/14 en la fase interna se evalué al modificar
¢sta desde 5 % hasta 25 % (p/v). En la Fig. 8 se advierte que el TPP de las dispersiones va en
aumento a medida que la cantidad del lipido se incrementa en la fase interna. Este efecto es muy
marcado entre las concentraciones de 15 y 20 % (p/v). En este grafico también se observa que a
concentraciones de 20 y 25 % las dispersiones obtenidas presentaron TPP por encima de 1pm,
siendo 15 % la maxima cantidad que puede ser incorporada manteniéndose las tallas
submicronicas. Esta observacion puede ser explicada con base en el cambio de viscosidad que
trae consigo el aumento de la cantidad de lipido en la fase interna. Con lo que la velocidad de
difusion del disolvente (parcialmente miscible en agua) de la fase interna hacia la fase externa
disminuye. De acuerdo al mecanismo de formacion previamente explicado (Seccion 3.2) la
aparicion de una gruesa zona de supersaturacion, como consecuencia de la disminucion de la
velocidad de difusion del disolvente, lo que provocari la formacion de NP's de mayor tamafio.
Lo antenior se explica debido a que la probabilidad de agregacion de las “protonanoparticulas ™
aumenta y con ellos disminuye ¢l efecto del estabilizante. Esta relacion inversa entre la carga de
la fase interna y el tamano de particula fue explicado por Leroux ¢f al.. 1995. Eslos autores
mencionan que la estabilidad de una dispersion se ve favorecida cuando la diferencia en
densidades de las fases es pequena.  Asi. al aumentar la concentracion de lipidos en la fase
organica la densidad de ésta cambia v con ellos la estabilidad de la emulsion, teniendo efecto en
cl tamaiio de particula formado. Resuliados similares fueron obtenidos por Schubert y Miiller-
Goymann (2003) en la preparacion de nanoparticulas lipidicas (Softisan” 100) por medio del

meétodo de inyeccion de disolvente
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Figura 8. Efecto de la cantidad de lipido sobre ¢l TPP de las DL's preparadas a partir
de Gelucire® 44/14 y PVAL (5% p/v) con MEC.

7.2.2  Efecto de la velocidad de agitacion sobre ¢l tamaiio de particula promedio de las
dispersiones lipidicas de Gelucire® 44/14

La velocidad de agitacion y el TPP de las dispersiones preparadas a partir de Gelucire™ 44/14
guardan una relacion inversamente proporcional, ¢s decir entre mayor sca la agitacion empleada
menor serd el TPP. Lo anterior, que se muestra en la Fig. 9. puede ser también fundamentado
con base en ¢l mecanismo de formacion de las NP's para ¢l MED. En ¢l mecanismo propucsto
para esta metodologia sc contempla la existencia de una emulsion ac/ag que al ser diluida da pic
a la formacion de las NP's. Cada uno de los globulos de csta emulsion forma varias
“profonanoparticulas ', es decir que cada globulo de la emulsion dara lugar no solo a una
nanoparticula sino a varias de cllas. Es dc esperarse entonces que con una velocidad de
agitacion mayor el tamaiio del globulo de la ecmulsion disminuya v con cllo también lo haran las
“protonanoparticulas . 1o que trac como consccuencia que las NP's formadas presentan una
menor talla de particula cuanto menor sea ¢l tamano del glébulo de la emulsion formada. Cabe
seialar que a velocidades de agitacion por arriban de 2000 rpm sc obtuvicron tamaios de

particula promedio menores de 100 nm, hallazgo interesante desde ¢l punto de vista tecnologico.
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Figura 9. Efecto de la velocidad de agitacion sobre el TPP de las DL's preparadas a
partir de Gelucire" 44/14, PVAL (5% p/v), usando MEC.

7.2.3  Efecto de la concentracién y tipo de estabilizante sobre el tamano de particula
promedio de las dispersiones lipidicas de Gelucire” 44/14

La influencia del estabilizante (PVAL 0.5-15.0 % p/v) sobre el TPP de las dispersiones lipidicas
de Gelucire” 44/14 se muestra en la Fig. 10. El TPP decrece a medida que la cantidad de
estabilizante aumenta, sin embargo bajas cantidades de PVAL (0.5 y 2.5% p/v) permiten la
obtencion de dispersiones de talla submicrénica. También se puede observar que a partir de la
concentracion de 10 % no se encontrd variacion en el TPP. La explicacion para este
comportamiento se basa en que un tamane de globulo menor en la emulsion produce
nanoparticulas de menor tamano (como se menciond en la seccion anterior). Cuando la cantidad
de estabilizante es suficiente para que el tamano del globulo alcance su minimo tamaio, el
exceso de estabihzante no juega un papel importante en la proteccion del globulo ni en la

reduccion del TPP (Quintanar-Guerrero ¢f al . 1996).
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Figura 10. Efecto de la concentracidon del PVAL sobre el TPP de las DL’s preparadas a
partir de Gelucire" 44/14, usando MEC.

A excepcion del Tween 80 todos los estabilizantes usados (P188. Gelatina, ASB, PVP, PVAL)
permitieron la obtencion de las DL’s submicronicas, sin embargo a pesar de permitir la
preparacion de las NP's algunos de ellos no son capaces de estabilizar las dispersiones al paso
del tiempo (Fig. 11). Solamente el PVAL mantiene los tamaios de particula submicronicos a

través de la prueba de estabilidad por treinta dias.
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Figura 11. Estabilidad de las DL's de Gelucire® 44/14 preparadas usando diferentes
estabilizantes (P188, Gelatina, ASB, PVP, PVAL).

7.2.4  Influencia del disolvente sobre ¢l tamaiio de particula promedio de las dispersiones
lipidicas de Gelucire® 44/14

Como se puede ver en la Tabla 8 existe una variacion en ¢l TPP de las dispersiones de Gelucire™
44/14 en funcion del disolvente utilizado (AM, AL, AIP, MEC), lo anterior es apoyado por las
pruebas estadisticas de ANOVA (a=0.05, Fipue = 7.5901, Feacunaa 373.1366). El TPP esta
directamente relacionado con la miscibilidad entre el disolvente y el agua, entre mayor es la
miscibilidad acuosa menor es ¢l TPP de las DL’s. Esto se puede explicar si relacionamos estos
hallazgos con ¢l mecanismo de formacion de NP's propuesto para ¢l método de emulsificacion
difusion explicado en la seccion 3.2 (Quintanar-Guerrero ef al., 1997). La formacion de las NP's
s¢ debe a la difusion de la fase organica hacia la fase acuosa, asi entre mayor sca la miscibilidad
del disolvente con ¢l agua, mayor seri la velocidad a la cual éste difunde. Lo anterior concucrda
con lo reportado por Labouret er ¢l (1995) al producir particulas por dilucion de una solucion de
polimero con agua. Estos investigadores encontraron que ¢l tamanio de particula esta determinado
por la velocidad de distribucion del disolvente, por lo que solo se producian NP's al usar
disolventes cuya distribucion hacia la fase acuosa fucra muy rapida (p.cj. acclona), micntras que

¢l tamano de particula aumenté al emplear disolventes menos hidrofilicos. Cabe mencionar que



con los cuatro disolventes probados fue posible la obtencion de sistemas dispersos con un TPP

menor a lpum.

Tabla 8. Efecto del tipo de disolvente sobre ¢l TPP de las dispersiones de Gelucire”
44/14 v 5 % (p/v) PVAL.

Disolvente Miscibilidad con apua ' TPP £ DE (nm) cv
MEC 37.0 171 7.5 44
AM 33.0 166 + 1.6 0.9
AE 8.5 271+ 6.1 2.3
AlIP 3.0 g5 £ 15.7 6.6

(1). La miscibilidad estd referida al peso por cada 100 partes (Lange’s Handbook of
Chemistry, 1973)

Lo anterior esta de acuerdo con lo planteado por Davies y Rideal (1961) quienes afirmaron que
la difusion de un disolvente puro de una gota de disolvente que contiene lipido (fase interna)
provoca variaciones en la tension interfacial en la superficie del globulo, esta variacion baja la
tension superficial e induce turbulencia y pulsaciones interfaciales entre las dos fases. A su vez
esta turbulencia interfacial y pulsacion causan un rompimiento del globulo original en pequeiios
fragmentos de potas cuya concentracion de lipidos sufre muy ligeros cambios. Se puede
concluir asi que el tipo de disolvente empleado es un parametro critico para la formacion de las

dispersiones lipidicas.

7.2.5  Estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas de Gelucire™ 44/14

El seguimiento de la estabilidad fisica se realizo por medio del TPP de las DL's de Gelucire”
44/14 y PVAL. Se encontro que el dia de su preparacion éstas tuvieron un TPP de 225+ 2.7 nm
y que a los cuatro meses presentaron un TPP muy semejante (236.4 + 48.7 nm). En la Tabla 9 se
muestran los TPP a través del nempo para estas DL’s observindose que no hay diferencia
significativa entre las medias sepin la prucha de ANOVA (00=0.05. Feaian de 0.2875; Frap, de
3.1059).

Tabla 9. Estabilidad de las DL's preparadas a partir de Gelucire” 44/14
vy PVAL usando MEC.

Tiempo TPP £ DE (nm) cv
Preparacion I 6+27 1.2

Dia dos 2406+ 151 6.3
Dia nueve 231 +64 29
Dia vemte 2341 +54 24
Dia ircinia M5.7 21317 134
Mes cuatro 2364 + 487 15.3
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7.2.6  Influencia de la cantidad de monoleina sobre ¢l tamano de particula promedio de
las dispersiones lipidicas

Como se menciond previamente (Seccion 3.3) la monoleina es un lipido que presenta
caracteristicas muy particulares y para el entendimiento de los resultados obtenidos en este
trabajo es necesario lomar en cuenla estas propiedades.

La relacion entre la concentracion de monoleina en la fase interna y el TPP de las DL's se
aprecia en la Tabla 10 y en la Fig. 12, Se puede distinguir claramente incluso a altas
concentraciones (15% p/v) que las DL’s que se obtuvieron con MO presentaron un tamano
submicronico (< | um), y su TPP no sobrepasa los 180 nm en ninguno de los casos. Al aplicar
la prueba estadistica de ANOVA (& =0.05, Frapue = 2.2957, Feuunas 1.7519) a estos resuliados,
no se encontrd una diferencia significativa entre las medias de los TPP para las distintas
concentraciones de monoleina. El hecho de no haber encontrado una variacion en el TPP con el
aumento de la cnnceniracifm de MO en la fase interna posiblemente se debe a que la monoleina
presenta un estado de agregacion 1al, que la talla de la dispersion no se ve afectada por la
cantidad, aunque la eficiencia del proceso empieza a bajar. En este caso la carga maxima
obtemda sin que se observe la aparicion de agrepados es de 7.5 % (p/v). Si analizamos la
composicion de las dispersiones y las contrastamos con los diagramas de fases reportados para la
MO-H.0 (Larsson, 1989), podemos suponer que el tipo de estructura que se ha obtenido es la
fase cubica (FC) de la MO que se forma en exceso de agua. Sin embargo, como se discutira mas
adelante hay que tener en cuenta que en nuestro sislema tenemos un tercer componente que es el

estabilizante.

Tabla 10. Efecto de la cantidad de MO en la fase interna sobre ¢l TPP de las DLs,
usando PVAL 5 % (p/v) v usando MEC.

MO % (plv) MO/PVAL TPP £ DE (nm) cv Agregacion
013 0.01 175.7+ 1.2 0.7
0.25 0.03 1723+ 59 34
1.00 010 1770+ 3.4 19
1.50 0.20 1750+ 2.2
2.00 0.20 1757+ 1.4 0x
300 0.30 1770+ 1.7 1.0
4.00 0.40 1767 + 0.8 0.5
5.00 0.50 175.0+ 1.2 0.7
1.50 0.80 1793+ 3.1 1.7
10.00 .00 1797+ 1.7 1.0
15.00 1.50 1750+ 1.6 0.9
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Figura 12. Influencia de la cantidad de MO en la fase interna sobre el TPP de las DL’s.

En las Tablas 10 se observa que a una razon de MO/PVAL = | aparecen agregados
macroscopicos en la dispersion, lo que sugiere que la relacion MO/PVAL que se requiere para
poder dispersar la totalidad del lipido, es menor a uno. El hallazgo permite sugerir que las
estructuras de estas particulas no difieran demasiado en funcion de la concentracion del lipido,

apoyando lo planteado previamente en esta seccion.

7.2.7 Efecto de la concentracién y tipo de estabilizante sobre el tamafio de particula
promedio de las dispersiones lipidicas de monoleina

Al variar la concentraciéon de PVAL en la fase externa encontramos que el TPP no se ve afectado
de manera significativa como se puede observar en la Tabla 11 (ANOVA 0=0.05, donde
incluyendo todos los datos la Fyy,. = 2.8477, Freus 50.8132 y exceptuando la MO sin PVAL
Fraias = 3.1059, Feaicunds 2.8415), lo que apoya la idea de la existencia de un estado de agregacion
de 1alla nanométrica en el que se encuentra la MO en las DL’s. Un resullado importante, que se
puede apreciar en la Fig. 13, es que la MO sin el uso de PVAL puede dispersarse en tallas
nanométricas (105 + 4.1 nm). Sin embargo se¢ formaron agregados en la formulacion que
contenia 400 mg del lipido. Las DL’s preparadas a partir de MO sin el uso de estabilizantes
posiblemente estén formadas de la FC de acuerdo a Sickmann ef al, 2002, ya que esla estruciura

de la MO se ha reportado sin el uso de estabilizantes en exceso de agua.
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Tabla 11. Efecto de la cantidad de PVAL en la fasc externa sobre ¢l TPP de la DL's
preparadas a partir de MO usando MEC.

PVAL (p/v) MO:PVAL TPP &+ DE (nm) cv Agregacion
_ 0o 1:0 1053+4.1 3.9 +
0.5 2:1 165.3 + 10.3 6.3 }
B 1.0 1:1 161.7+5.8 3.6 |
25 25 167.0+79 4.7 -
50 15 1733 +5.7 33 =
10.0 1:10 1780+ 1.5 0.8 -
15.0 1:15 1740422 1.2 -

Iin las Tablas 11 se aprecia nuevamente que a una razon de MO/PVAL > | aparecen agregados
macroscopicos en la dispersion, apoyando lo planteado en la seccién anterior sobre la relacion

MO/PV AL que se requicre para poder dispersar la totalidad del lipido (menor a uno).
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Figura 13. Efecto de 1a cantidad de PVAL en la fase externa sobre ¢l TPP de las DL’s
de MO,

Iin la Tabla 12 se mucstran los TPP para los estabilizantes usados, pudiéndose apreciar que estos
permiticron la obtencion de D1.’s de MO de orden submicronico. Sin embargo las dispersiones
de MO preparadas con PVAL y P407 como estabilizantes presentaron una sola poblacion de
particulas micntras que para la DL’s con PI88 y Tween 80 formaron de al menos dos
poblaciones de particulas. El comportamicnto de las dispersiones preparadas con P188 pucde
estar dircctamente relacionado con la capacidad de este estabilizante para cvitar la coalescencia
dc las particulas, ¢s decir su cficiencia cn esle sentido ¢s baja. Comportamicnlo que no se

observo con ¢l PVAL y ¢l P407 con lo que podemos concluir que estos estabilizanles son

=46 =



capaces de mantener a las particulas estables de manera individual. Por otra parte, la reduccion
en la tension superficial provocada por la presencia del Tween 80 parece ser que es capaz de
permitir la formacion de las DL's de MO de tamafios muy cercanos a los 100 nm, ademas de una
poblacion de tamafios de aproximadamente 10 nm. Esta altima probablemente esté constituida
de pequeiias vesiculas formadas por el excedente de Tween que no esté directamente relacionado

con la superficie de las particulas.

Tabla 12. Efecto del tipo de estabilizante sobre el TPP de las DL’s preparadas a
partir de MO y 5% (p/v) de estabilizante, usando MEC.

Estabilizante Mecanismo TPP + DE (nm) cvY
PVAL Estérico 1542+93 6.0
P407 Estérico 1709+ 134 7.8
4 760.2 £ 125.3
PI88 Estérico 113.7 +45 16.5
Disminucion de la 116.0+9.0
Tween 80 tension superficial 126+ 1.7 Lo

Al variar la cantidad de P407, estabilizante con el que la mayoria de las dispersiones de MO
reportadas han sido preparadas, se encontrd una relaciéon inversa entre la cantidad de

estabilizante en la fase externa y el TPP de las DL's (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de la cantidad de P407 en la fase externa sobre el TPP de las DL’s
de MO, usando MEC.
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A nuestro conocimiento no existen reportes del uso del PVAL como posible agente estabilizante
para la preparacion de sistemas dispersos de MO, sin embargo la dispersion de la MO en agua se
ha conseguido usando proteinas como la caseina o la lisozima; polimeros sintéticos como el
P403 o P407 y por medio de tensoactivos idnicos naturales como lo son las sales biliares (p.ej.
glicolato de sodio, taurocolato de sodio). También se han reportado los diagramas de fases para
sistema como MO-lisozima-H,O (Larsson, 1989); MO-P407-H,O (Landh, 1994) y para MO-
Sales biliares-H,0 (Gustafsson et al., 1999). Para tratar de hacer una analogia con los resultados
obtenidos en este trabajo es conveniente analizar los diagramas de fases reportados para los
poloxdmeros, cuyo mecanismo de estabilizacion (estérico), es el mismo del PVAL y el P407. En
los sistemas en los que se introduce una tercera molécula se ha encontrado que en la zona del
diagrama de fases donde el agua se encuentra en exceso (como en nuestro caso) aparece una
estructura llamada L. Esta fase Ly o esponja “sponge phase” se puede considerar como la
version fundida de la fase cibica bicontinua reversa y se cree que estd conformada de
membranas en forma de silla “saddle-shaped” que estan multiconectadas sin presentar un
ordenamiento importante. La region correspondiente a la fase Ly no se encuentra en los
diagramas MO-H,0, apareciendo hasta que se introduce una molécula anfifilica al sistema
(Gustafsson et al., 1999; Landh, 1994). En el sistema MO-P407-H,0 Landh (1994) reporta que
a altas diluciones (=80% p/p) y con una proporcién aproximadamente igual entre la MO y el
P407 aparece la fase L; o esponja. Este autor menciona que a medida que la dilucion aumenta
también lo hace la opalescencia del sistema. En este trabajo se afirma que es esta fase L, la que
permite tener dispersiones coloidales de la FC: Cubosomas®. Lo anterior se explica basindose
en el diagrama de fases MO-P407-H,0, en el que existe una region de tres fases L,-FC-H,0.
Gustafsson ef al. (1999) al agregar una pequefia cantidad de glicolato de sodio al sistema MO-
H;O o MO-solucion salina (0.155M) observaron un hinchamiento considerable de la fase de
cristal-liquido, en donde la fase L, aparece entre la fase lamelar y las soluciones diluidas. Estos
autores reportan también (por medio de Cryo-TEM) que en las regiones diluidas del diagrama de
fases ademas de micelas y vesiculas, pueden aparecer particulas dispersas de la fase cibica, asi

como fragmentos de la fase L.

Con base en lo anterior se sugiere que las dispersiones coloidales del sistema MO-P407-H,O
preparadas en este trabajo estan constituidas en su estructura interna por la fase L. y la FC.
Donde la L; estd en contacto con el medio acuoso y esta fase se forma como consecuencia de
que el dominio lipofilico del P407 se encuentra embebido en la bicapa lipidica de la MO
(Landh, 1994). Sin embargo hay que tener en cuenta que el PVAL y el P407 presentan
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diferencias estructurales importantes, mientras que el P407 tiene en su estructura una porcién
hidrofilica y otra lipofilica, el PVAL es un polimero lineal que no presenta zonas con una
marcada diferencia de polaridades. Ahora bien, para el caso del PVAL posiblemente este
polimero no se incorpore a la estructura, sino que se mantiene en la superficie de las particulas
estabilizindolas, sin incorporarse en la bicapa lipidica de la MO. A este factor se puede deber la

diferencia en el comportamiento de uno y otro estabilizante.

7.2.8  Influencia del disolvente sobre el tamaiio de particula promedio de las dispersiones
lipidicas de monoleina

Los TPP obtenidos al variar el tipo de disolvente en la preparacion de las DL's a partir de la MO
se muestran en la Tabla 13. Se puede apreciar que los valores son muy cercanos principalmente
para los casos de AM, AE y AIP, para poder afirmar que hay una diferencia entre estas medias
se realizé un andlisis estadistico por medio de la prueba de ANOVA (0t=0.05, Fryus = 4.0662,
Feareusas 10.9933, incluyendo todos los datos). Una vez comparadas las distintas medias se
encontrd que solamente la talla de particula de las DL’s preparadas con MEC mostrd una
diferencia estadisticamente significativa (ANOVA 0=0.05, Frypus = 4.0662, Feyeunas 0.2682,
excepto la MEC). Este hecho puede estar relacionado con la miscibilidad entre la MEC en agua,
ya que de los cuatro disolventes utilizados, es la que presenta la mayor miscibilidad y por
consecuencia mayor velocidad de difusién. Como ya se menciond, de acuerdo con el
mecanismo de formacién de las NP's propuesto para el MED, la velocidad de difusién guarda

una relacion inversa con el TPP (Quintanar-Guerrero er al., 1996).

Tabla 13. Efecto del tipo de disolvente sobre el TPP de las DL’s de MO y

PVAL (5% piv).
Disolvente Mi“i::::f‘.d s TPP % DE (nm) cv
MEC 37.0 156329 1.9
AM 33.0 168.8+ 1.3 0.8
AE 8.5 1704 + 5.5 3.2
AlP 3.0 168.7£2.5 1.5

a: La miscibilidad esta referida al peso por cada |00 partes
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7.2.9 Estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas de monoleina

La estabilidad fisica de las dispersiones (Fig. 15) se monitoreé a través de varios meses,
encontrandose que el TPP de las dispersiones se mantuvo por debajo de Ipm (orden
submicronico) por tres meses, sin embargo para el quinto mes los tamafos de particula se
elevaron por encima de este valor. El comportamiento que presentaron las DL’s de MO con
respecto a la estabilidad estd de acuerdo con lo propuesto por Siekmann ef al. (2002) para las
dispersiones coloidales de la FC de la MO, quien menciona la aparicién de cremacion o
“creaming” y el ripido aumento del TPP. Este autor atribuye este comportamiento a la
cristalizacion de la MO. En este monitoreo también se encontré que la estabilidad fisica de las

DL’s no se ve afectada por la cantidad de lipido en la fase intema.
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Figura 15. Estabilidad fisica de las DL's preparadas a partir de MO y PVAL,
usando MEC.
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Hasta este momento se han analizado los resultados de la preparacion de las DL's por medio del
MED a temperatura ambiente para el Gelucire” 44/14 y la monoleina, en donde ¢l MED resulto
ser una alternativa para la preparacion de DL’s a partir de MO y Gelucire*44/14. Senalando que
el Gelucire" 44/14 no habia sido reportado para la preparacion de sistemas dispersos de talla
submicronica. De estos resullados se puede concluir de manera general que un parametro critico
del proceso de preparacion de dispersiones hipidicas por medio del método de emulsificacién
difusion es ¢l tipo de disolvente y de estabilizante. Hay variables propias de proceso como la
concentracion de lipido, concentracion de estabilizante y velocidad de agitacion que pueden ser
ajustadas para obtener los TPP deseados de acuerdo a las necesidades de la formulacion. El
tiempo de preparacion de las dispersiones submicronica de MO es relativamente corto en
comparacion con el método de frapmentacion de la FC en volumen. Sin embargo, es necesario
llevar a cabo un estudio mas detallado para poder tener un mejor entendimiento de las
nanoestructuras que probablemente se estan formando en el seno de las DL's. Por otro lado,
recordemos que las microparticulas pueden ser administradas via intramuscular o subcutanea, sin
embargo algunas terapias requieren la aplicacion de farmacos via intravenosa por lo que
demandan del uso de acarreadores de talla nanoméirica. La mayoria de las dispersiones lipidicas
preparadas en este trabajo presentaron tamaros submicronicos (10-1000 nm). Asi. estos
sistemas presentan una alternativa en la administracion de farmacos via intravenosa. Sumado a

lo anterior se debe de resaltar la practicamente nula toxicidad de los lipidos mencionados.
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7.3 PREPARACION DE LAS DISPERSIONES LIPIDICAS POR MEDIO DEL
METODO DE EMULSIFICACION DIFUSION A TEMPERATURA CONTROLADA

Como se ya se mencioné el Gelucire” 50/13. Compritol” ATO 888 y Geleol” no son solubles en
AM. AE, AIP, MEC (Tabla 7) a temperatura ambiente lo que impide su uso para la preparacion
de DL's por medio del MED en estas condiciones. Por ello se propuso mantener una
temperatura controlada durante el proceso, es decir trabajar a una temperatura 1al que permitiera

solubilizar al lipido y ademas lograr la difusion del disolvente al agregar un exceso de agua.

7.3.1 Influencia de la cantidad de Gelucire” 50/13 sobre el tamaio de particula promedio
de las dispersiones lipidicas

El Gelucire” 50/13 no es soluble a temperatura ambiente en ninguno de los disolventes, sin
embargo al aumentar la temperatura fue posible disolver este lipido en todos ellos. Por lo
anterior para el MED se sugiere mantener la temperatura entre 2-5 °C por arriba de la
temperatura a la cual el lipido se solubiliza. para evitar la precipitacion de éste como
consecuencia de las variaciones de temperatura del sistema. Para determinar hasta que etapa del
proceso se debia controlar la temperatura, se realizd una prueba en la cual se emplearon dos
disolventes (MEC y AE) para formar la emulsion a temperatura controlada, y se vario en cada
uno de ellos la temperatura a la que se adiciono el exceso de agua (Temperatura ambiente -TA-,
Temperatura controlada -TC-) a la emulsion. Los resultados de este ensayo se muestran en la
Tabla 14 y se puede ver que la adicion de agua debe llevarse a cabo a la misma temperatura a la
que se encuentre la emulsion, pues de lo contrario el TPP aumenta por arriba del orden
submicronico. Lo anterior se observd tanto para la MEC como para el AE cuando se trabajé a
TC, podemos concluir entonces que cuando se controla la temperatura del MED se debe llevar a
cabo durante la totalidad del mismo, para permitir que ¢l equilibrio se mantenga. Siendo la

temperatura del proceso un parametro critico para este tipo de lipidos.

Tabla 14. Efecto de la temperatura del exceso de agua adicionada a la emiilsion sobre el
TPP de las DL’s preparadas a partir de Gelucire” 50/13 v PVAL (5 % p/v).

Disolvente Temperatura del agua 1PP + DE (nm) vV
MEC IA = 1000 e
1C (35-407C) 236+ 8.6 3.9
I'A 1000
AL

TC (40-451C) 902 £ 3.5 19




El TPP de las DL’s obtenidas a partir de Gelucire® 50/13 por medio del MED a temperatura
controlada con diferentes cantidades de lipido en la fase interna se pueden observar en la Fig. 16.
En esta Figura es evidente una relacion directa entre la cantidad de lipido agregada a la fase
interna y el TPP de las DL's. Este comportamiento es semejante al mostrado por las DL's de
Gelucire® 44/14 (Fig. 8), suponemos entonces que se puede explicar bajo los mismos
argumentos y da pie a pensar que el mecanismo de formacién de las particulas no se ve afectado
por la elevacion de la temperatura. Es importante resaltar que fue posible la obtencidn de DL's
con tamaiios de particula por debajo de los 100 nm. Las DL’s preparadas con Gelucire® 50/13
presentaron una lonalidad azul con apariencia lechosa, que a medida que el TPP disminuia la

apariencia macroscopica de las DL’s pasaba de lechosa a translicida azulada.

400

300

200

Tamafio de Particula Promedio (nm)

1 3 5 7 10
Porcentaje de lipido (p/v)

Figura 16. Influencia de la cantidad de Gelucire” 50/13 sobre el TPP de las DL's
usando PVAL (5% p/v) como estabilizante.

7.3.2  Efecto de la velocidad de agitacién sobre el tamaiio de particula promedio de las
dispersiones lipidicas de Compritol® ATO 888

Cuando se vario la velocidad de agitacion en el MED usando Compritol" ATO R88 (Tabla 15),
los resultados obtenidos muestran una tendencia similar a la que se encontré al emplear el
Gelucire” 44/14 (Fig. 8). Es decir que a medida que la velocidad de agitacion aumenta el TPP
disminuye. Sin embargo, las dispersiones lipidicas de Gelucire® 44/14 presentaron un menor
TPP que las de Compritol* ATO 888, ademis para el caso del Compritol® ATO 888 no fue
posible obtener particulas de talla submicronica al emplear velocidades bajas (Tabla 15). Siendo
el Gelucire® 44/14 y el Compritol® ATO 888 mezclas complejas de mono, di y tri-glicéridos, su

comportamiento se debe posiblemente a que el primero tiene un contenido de cadenas
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hidrofilicas cortas [C8, C10, C12 (30-50%), C14 (5-25%), C16 (4-25%), C18 (5-35%)], mayor
que el Compritol* ATO 888 [C16, C18, C20 (<10%), C22 (>83%), C24]. El Compritol® ATO
888 esta constituido de cadenas mds largas lo que le confiere mayor hodrofobicidad (HLB 2),
haciendo su dispersion en medios acuosos mas complicada en comparacion con el Gelucire®
44/14 (HLB 14). Ademas este tltimo tiene un alto contenido de ésteres de acidos grasos y PEG
(sustancia hidrofilica), que le da una mayor hidrofilicidad. Este comportamiento es apoyado por
las pruebas iniciales en las que el Gelucire™ 44/14 fue capaz de dispersarse por si mismo (TPP >
| im), mientras que el Compritol” ATO 888 en presencia de agua solo forma grandes agregados
(Tabla 6).

Tabla 15. Efecto de la velocidad de agitacién sobre el TPP de las DL’s
_preparadas a partir de Compritol® ATO 888, PVAL 5% (p/v) vy AE a 62 °C.

Velocidad de Agitacion

) TPP +DE (nm) cv Agregados
800 >1000 - +
1000 749.8+ 12.0 12.0
1400 603.8+6.6 6.6
1800 446.6 £ 3.6 0.8 -
2300 254.1£9.1 3.6 -

En la Fig. 17 se puede observar la tendencia antes mencionada, ademas se hace evidente la
obtencion de dispersiones lipidicas de tallas por debajo de 300 nm. Lo anterior nos permite
corroborar la versatilidad del MED, en el cual las variables pueden ser controladas dando con

esto la oportunidad de modificar el TPP, asi como la superficie de las particulas.

1000 -— -

Tamafn de Particula Promedio (nm)

Velocidad de Agitacian (rpm)

Figura 17. Tendencia del TPP de las DL’s preparadas a partir de Compritol” ATO
888 v PVAL al variar la velocidad de agitacion (AE a 62 °C).
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7.3.3 Efecto de la concentracién y tipo de estabilizante sobre el tamaiio de particula
promedio de las dispersiones lipidicas de Compritol® ATO 888

La preparacidn de las DL's a partir de Compritol® ATO 888 usando el MED permite la
obtencion de dispersiones de talla submicronica, empleando diversos estabilizantes (Tabla 16).
Los estabilizantes que mostraron mejores resultados fueron aquellos cuyo mecanismo estd
relacionado con el impedimento estérico. Mientras que el Tween 80 no permitié obtener
dispersiones mono poblacionales de talla submicrénica. Cabe mencionar que entre los
estabilizantes utilizados se encuentra un poloxédmero (P407), el cual puede ser empleado en una
variedad de formulaciones farmacéuticas para diferentes vias de administracion como la topica,
oral, y parenteral (Kibbe, 2000). Ademds, en la preparacion de las DL's se emple6 el PVAL

que presenta una toxicidad igualmente baja.

Tabla 16. Preparacion de DL’s a partir de Compritol* ATO 888 usando
distintos estabilizantes (AE a 62 °C).

Estabilizantes TPP + DE (nm) Agregados
1474.5 + 3209
Tween 80 1040 +68
P407 J08.6 £4.7 L
PVAL 3050+ 143 =

En la Tabla 17 se puede observar que al incrementarse la cantidad de estabilizante (Poloxdmero
407) el TPP disminuye hasta aproximadamente 200 nm con la maxima concentracion probada
del estabilizante (10% p/v). Sin embargo, la obtencién de las DL’s de talla submicronica se dio
desde la adicion de 1.5% (p/v) de P407 (Fig. 18). Para la primera concentracion probada (0.5%
p/v) se obtuvieron tamanos de particula mayores a Ium, pero no se observaron agregados
detectables a simple vista, este hallazgo sugiere que la modificacion de la concentracion del
estabilizaste permite la obtencion de microparticulas. Comportamiento similar fue descrito por
Leroux er al., 1995 para la preparacion de nanoparticulas por medio del MED empleando
Eudragit® S100 en la fase interna, gelatina en la fase externa y alcohol bencilico como
disolvente. Estos autores encontraron que al modificar la cantidad del estabilizante en la fase
interna, el TPP de las dispersiones se movio de microparticulas a nanoparticulas. Quintanar-
Guerrero er al., 1996 reportan esta misma tendencia del TPP a disminuir a medida que se
aumenta la cantidad de PVAL o P188 al preparar NP’s a partir de PLA y propilencarbonato

como disolvente.
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Tabla 17. Efecto de la cantidad de P407 sobre el TPP de las DL’s de Compritol® ATO
888 (AE a 62°C).

P""I’_‘f;:“é“ Razén L/E P407 (% p/v FE) TPP+DE(nm) CV  Agregados
I 1.00 0.5 3146.6 +324.4° 103
13 0.33 1.5 4974 +44.1 8.9
1:5 0.20 25 4109454 1.3
1:10 0.10 5 253.1£11.0 4.4
1:20 0.05 10 1916474 38

a: Aparecen dos poblaciones aprox. el 75% son mayores a | pm

500
400
300
200

Tamaiio de Particula Promedio (nm)

1.5 25 5 10
Porcentaje de P407 (% p/v)

Figura 18. Variacién del TPP de las DL’s de Compritol® ATO 888 al variar la cantidad de P407
en la fase externa.

7.3.4 Estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas de Compritol® ATO 888

Con la finalidad de poder monitorear la estabilidad fisica de las DL’s formadas a partir del
Compritol® ATO 888 se probaron dos opciones para evitar su contaminacion microbioldgica.
En la primera se adicioné una combinacién de parabenos y en la segunda se coloco en
refrigeracion (4 °C). Como se puede apreciar en la Tabla |8 no hay diferencia significativa
(ANOVA, o= 0.05) en el TPP de las DL’s a las que se adicioné los parabenos y las que se
mantuvieron en refrigeracion en comparacién con el control. Por lo tanto se concluye que
puede usarse cualquiera de las dos opciones mencionada para la conservacion de las DL's de

Compri!ol"' ATO 888 y asi evitar su contaminacion microbiologica.
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Tabla 18. Comparacién de dos condiciones para la conservacién de DL’s de Comprilnf‘ ATO 888 y
PVAL (5% piv).

Tratamiento TPP £ DE (nm) (o
Control 31334317 10.1
Conservadores (Metilparabeno 0.18% p/v v
propilparabene 0.02% p/v adicionados al final del 3224+244 7.6
proceso) *
Refrigeracion (20 dias a 4°C) 310.9+9.4 3.0
F{_‘.M o 0 ] 330

ANOVA (o=0.05) Frapus = 5.1432

a: La determinacion del TPP se realizd 24h después de haber agregado la solucion de parabenos

Las DL’s preparadas a partir de Compritol® ATO 888 y de PVAL (5% p/v) resultaron tener
estabilidad fisica, en la Tabla 19 se muesiran algunos de los resultados para este moniloreo.
Podemos observar que pasados poco mas de tres meses las DL's que se mantuvieron en

refrigeracion conservaron su talla submicrénica.

Tabla 19. Estabilidad de las DL’s de Compritnl‘ ATO 888 y PVAL (5% p/v) en
_presencia de parabenos.

Tiempo (dias) TPP £ DE (nm) cv Agregados
Inicio 3324+50 1.5 -
3 033+114 3.7 -
60 31331317 10.1 -
100 302.9 58 1.9 -
F{‘m - '9276
ANOVA (0=0.05) Fooe = 4,062

7.3.5 Efecto de la concentracién y tipo de estabilizante sobre el tamaiio de particula
promedio de las dispersiones lipidicas de Geleol”

En la Tabla 20 se muestran los resultados correspondientes a las DL’s de Geleol® en las que se
vario la concentracion de estabilizante (Poloxamero 407) en la fase externa. Como se puede
apreciar la concentracion minima encontrada con la que se pueden obtener las dispersiones
submicronicas de Geleol® es de 5% (p/v). Fn esta Tabla se puede apreciar también que con el
aumento de la concentracion de estabilizante al 10% el tamafio de particula promedio
disminuye, tal como sucedié con el Compntol” ATO 888. Lo anterior sugiere un mecanismo
similar al planteado previamente para el metodo de emulsificacion difusion a temperatura
ambiente. Cabe mencionar que a pesar de que este lipido es soluble a temperatura ambiente en

AIP, la preparacion de DL’s de talla submicronica no fue posible, empleando este disolvente.
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Tabla 20. Efecto de la variacién de P407 sobre ¢l TPP de las DL’s de Geleol®

(AE a 52°C).
[:r‘:;t::;::;‘: TPP + DE (nm) Ccv Agregados
0.3 )]000 o &
0.5 =1000 = T
1.0 >1000 T
1.5 >1000 T
2.5 >!000 e +
5.0 513+ 16.3 3.2 g
10.0 247+ 17.8 72 2

Segtin los resultados de la Tabla 21 el poloximero 407 a diferencia del PVAL, permite la
preparacion de dispersiones submicrénicas a partir de Geleol® con porcentaje de 5 y 10 % (p/v).
Este comportamiento se podria explicar debido a que el P407 puede estabilizar la emulsion que
se forma durante el proceso de emulsificacion difusién a temperatura controlada. Con el
aumento de la temperatura la solubilidad de este polimero disminuye y su afinidad por la
interfase aumenta y con ello su capacidad de estabilizar las “protonanoparticulas”. Este efecto
de estabilizacion finalmente permiten obtener DL’s de orden submicrénico a partir del Geleol®.
Los porcentajes de P407 de 15 y 20 % no pudieron ser probados debido a que a esas
concentraciones y a la temperatura ensayada este polimero forma un gel dificil de manipular.
Estos resultados obtenidos con el Geleol® confirman que un parametro critico de la preparacion
de dispersiones lipidicas por medio de método de emulsificacion difusion a temperatura
controlada es el tipo de estabilizante. El estabilizante toma una mayor importancia cuando la
temperatura del proceso se eleva porque mantener la estabilidad de la emulsion es mas

complicada al tenerse mayor movilidad en el sistema.

Tabla 21. Efecto de la variacion de PVAL sobre el TPP de las dispersiones de

Geleol” (MEC a 42 °C).
Estabilizante Po';:,:;“e TPP £ DE (nm) Agregados

PVAL 5 >1000 +
P407 209+219 *
PVAL 10 >1000 4
P407 107 + 4.8 ]
15 >1000 +

PV
AL 20 >1000 +
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7.3.6  Efecto de la temperatura sobre el tamaiio de particula promedio de las dispersiones
lipidicas de Geleol”

Al aumentar la temperatura del proceso el TPP disminuye como se observa en la Tabla 22,
habiendo una diferencia significativa entre las tres medias segin el analisis estadistico de
ANOVA (o0 = 0.05, Fraunan = 28.7650. Fiue = 5.1432). Este fenomeno esta directamente
relacionado con el mecanismo de formacion de las NP's que ha sido propuesto para esta técnica
(Quintanar et al., 1996) y con la relacion que guarda la velocidad de difusion con la temperatura.
De acuerdo a la ley de Stokes-Einstein al aumentar la temperatura del proceso la velocidad de
difusion del disolvente también lo hace por la relacion directa entre el coeficiente de difusion
(D) y la temperatura (T):

D=kyT/6Nmr

Donde kg es la constante de Boltizmann, T es la temperatura en K., es la viscosidad
del disolvente y r es ¢l radio de la particula que difunde

Como ya se expuso previamente (Seccion 3.2) la formacion de las NP's se da debido a un
fendmeno de difusion de disolvente de la fase interna hacia la fase externa, asi al aumentar la
temperatura del proceso la velocidad de difusion también lo hace. Como consecuencia las
“protonanoparticulas " formadas son de menor tamano y con ello la talla final de las NP's
disminuye. Un hallazgo similar fue reportado por Kwon er al. (2001) para la NP's de PLGA
preparadas por el método de emulsificacion difusion. Eslos autores encontraron que al aumentar

la temperatura a la que se adiciona el agua a la emulsion, el tamano de las particulas decrece.

Tabla 22. Efecto de la temperatura del proceso sobre ¢l TPP de las DL's
de Geleol* (MEC).

Estabilizante Temperatura TPP £DE (nm)
40°C 1834+ 7.0
P407 10 % 45°C 142.3 + 20.9
S0°C 102.0£5.7

Las dispersiones preparadas por medio de la teenica de homogeneizacion a alta presion produce
particulas de lipidos fundidox sobre enfriados mas que particulas solidas (Westesen ef al., 1997).
Cabe mencionar que este método es el que se usa con mayor frecuencia actualmente para la
preparacion de SLN (“Solid Lipid Nunopaticles ™), Los farmacos cargados en particulas de
lipidos fundidos sobre enfriados (“Supercooled melis lipids 7y presentan una alta movilidad, y

con ello los farmacos van migrando desde la parte interna de la particula. Lo antenior hace a
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eslos sistemas una mala eleccion para la liberacion controlada de firmacos. sin embargo la
movilidad del farmaco es drasticamente reducida en las nanoparticulas sélidas (cristalizadas).
En el caso del MED las particulas se forman como consecuencia de la precipitacion del lipido
por su insolubilidad (cristalizacion) mas que por un proceso mecanico o fisico. Los sistemas
dispersos preparados en este trabajo permiten que el farmaco pierda movilidad y con ello se
disminuya drasticamente su migracion de la fase intema. Esto hace de las particulas
submicronicas preparadas por el MED una buena opcion para tener un mejor control sobre la
liberacion del farmaco. De esta manera el MED se convierte en una alternativa interesante para
la produccion de DL’s de talla submicrénica, con capacidad potencial para la liberacion

controlada de farmacos.

En la preparacion de las DL's por medio del MED los tiempos de preparacidn son cortos en
comparacion con el método de homol:eneizacién de alta presion, que como ya se menciond es el
método mas frecuentemente empleado para la preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas
(SLN). Para el MED partiendo de la dispersion del estabilizante y de los disolventes saturados
el proceso toma no mas de 30 minutos. Ademas el aporie energético es relativamente bajo
puesio que no es necesario el uso de homogeneizadores de alta velocidad y/o presion, no
requiere de equipo especializado y es posible su escalamiento. Las DL’s submicronicas
preparados por medio del método de emulsificacion de los lipidos fundido (“High Pressure
Homogenization™) presentan una baja carga de farmacos, debido generalmente a la pobre
capacidad de los lipidos fundidos para solubilizar firmacos poco solubles en agua (Westesen er
al.. 1997). La preparacion de sistemas lipidicos coloidales por medio del MED permite una alta
solubilizacion de firmacos poco solubles en agua, lo que hace suponer que las dispersiones
preparadas en este trabajo pueden acarrear cantidades importantes de este tipo de farmaco. Otro
punto importante es que las particulas lipidicas pueden ofrecer proteccion contra la degradacion,

p. €]. contra hidrolisis.



74  MICROSCOPiA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Para obtener las micrografias de microscopia electronica de barrido, se eligieron las DL’s
preparadas a partir de Compritol” ATO 888 debido que este lipido es el mas ampliamente
empleado en las dispersiones lipidicas de talla nanométrica, ademas fueron las DL’s con mejor
estabilidad de las preparadas en este trabajo. Las dispersiones de Compritol® ATQ 888 fueron
centrifugadas a diferentes velocidades y tiempos para encontrar las condiciones de separacion de
las NP’s lipidicas y la fase externa y asi retirar el exceso de estabilizante. En la Tabla 23 se
observa que son necesarias velocidades por encima de las 10,000 rpm para poder separar las
fases de las DL's de Compritol” ATO 888 y PVAL. Cuando se centrifugo a 10,000 rpm por 10
minutos se observa cierta separacion de las fases y a medida que el tiempo y la velocidad
aumento, la separacion fue mejorando. Asi las condiciones de velocidad y tiempo de

centrifugacion para la separacion adecuada de las fases fueron 20,000 rpm durante 20 min.

Tabla 23. Distintas condiciones de velocidad v tiempo para encontrar el punto
donde las fases fueran ficilmente separables.

Velocidad (rpm) Tiempo (minutos) Separacion de fases
3.000 0 No hay separacion
5,000 30 No hay separacion
10.000 10 +/- Separacion
20,000 20 Separacion
20.000 30 Separacion

Una vez centrifugadas las DL’s se tomo la fase interna, se redisperso en agua destilada y se
determino el TPP. El TPP aumento aproximadamente al doble de su tamano inicial (previo a la
centrifugacion), debido probablemente a que con la centrifugacion las particulas se aglomeran
trayendo como resultado el incremento en el TPP. Para regresar al TPP submicrénicos inicial se
sonicaron las muestras por aproximadamente S min y asi se pudo continuar con el ratamiento de
la muestra para su observacion al microscopio electronico de barrido (MEB).  En las
micrografias de la MEB de las dispersiones de Compritol”™ ATO 8RR (Fig. 19, 20, 21 y 22) se
pueden apreciar las particulas de forma esférica v de superficie lisa. En  algunas de estas
imagenes es posible apreciar particulas de manera individual. La MEB es la téemica que nos
permite alirmar que hemos obtenido sistemas dispersos del orden submicronico, confirmando los
resullados previamente aportados por la PCS (TPP submicronicos ¢<1000nm) y por las
observaciones macroscopicas de las DIs entre las que se destacan el electo Tyndall y la no

aparicion de sedimento ¢n las dispersiones.
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Figura 19. Imagen obtenidas por medio de MEB (15,000X) de las
particulas submicronicas obtenidas a partir de Compritul’ ATO BES por
medio del MED. Imagenes tomadas con la asistencia del Técnico Rodolfo
Robles de la FESC.

Figura 20. Imagen obtenidas por medio de MEB (10,000X) de las
particulas submicranicas obtenidas a partir de Compritol” ATO 888 por
medio del MED.  Imagenes tomadas con la asistencia del Técnico Rodolfo
Rables de la FESC.
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Figura 21. Imagen obtenidas por medio de MEB (20,000X) de las
particulas submicronicas obtenidas a partir de Compritol” ATO 888 por
medio del MED. Imagenes tomadas con la asistencia del Téenico Rodolfo
Robles de la FESC,

Figura 22. Imagen obtenidas por medio de MEB (10,000X) de las
particulas submicronicas obtenidas a partic de Compritol” ATO 888 por
medio del MED. lmagenes tomadas con la asistencia del Téenico Rodolfo Robles
de la FESC,



7.5 EVALUACION DE LA EFICIENCIA IN VIVO DE LAS DISPERSIONES
LIPIDICAS CARGADOS CON OMAPATRILAT (OMA)

Los sistemas desarrollados en este trabajo pueden ser una alternativa para la administracion oral
de farmacos hidrofobicos, debido a que los materiales lipidicos de las DL’s y los tamafios de
particula de éstas pueden ser una alterativa para la liberacion controlada, vectorizacion y/o
facilitar la absorcion de este tipo de farmacos. Con la finalidad de probar la aplicacion de los
sistemas dispersos propuestos se decidio cargarlos con un farmaco liposoluble el Omapatrilat

para evaluar esta potencialidad (Fig. 23).

H
-
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5

Figura 23.  Estructura quimica del
Omapatrilat de Sica er al., 2000.

El Omapatrilat -OMA- (Vanlev"), uno de los agentes mas novedosos en el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares y renales, es un antihiperiensivo de los llamados inhibidores de
la vasopeptidasa (inhibe endopeptidasa neutra asi como la enzima convertidora de angiotensina).
El OMA tiene actividad por un periodo largo (1;, 14-19 h), lo que permite su administracion una
vez al dia. Puede ser suministrado por via oral alcanzando su concentracion maxima
aproximadamente entre 0.5 y 2 h. La biodisponibilidad oral de este agente es de
aproximadamente un 30%. Adicionalmente el OMA ha demostrado actividad ant-isquemia en
ensayos preclinicos (Morazo er al., 2001 Rouleau er al.. 2000). Este agente terapéutico presenta
una actividad a muy bajas dosis lo que permite su incorporacion en los sistemas que han sido

desarrollados.

La MO ha sido empleada para la administracion de Firmacos por via oral. debido a que ofrece
varias ventajas entre las que se destacan su practicamente nula toxicidad. sus propiedades de
bioadhesion, asi como su capacidad para liberar sostenidamente un farmaco (Ganem-Quintanar
er al, 2000: Sallam er al. 2002: Shah er of.. 2001). Las DI’s obtenidas con este lipido

presentaron una talla de particula mferior a los 180 nm ademas se pudieron obtener omitiendo el
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uso de un estabilizante. Este monoglicérido presenta un comportamiento similar a las sales
biliares formando distintas estructuras capaces de facilitar la absorcion (Patton y Carey, 1979).
haciéndolo un potencial acarreador de farmacos en la administracion oral. La preparacion de las
DL’s preparadas a partir de MO cargadas con OMA puede ser una alternativa potencial para la

administracion de este farmaco por via oral,

7.5.1 Solubilidad del Omapatrilat en los disolventes del método de emulsificacién
difusion

Se encontro que el OMA es soluble en los cuatro disolventes AM, AE, AIP, MEC utilizados
para la preparacion de las DL's por medio del MED en la primera parte de este trabajo. La
prueba se llevo a cabo con los disolventes saturados con agua. Considerando que los acetatos al
degradarse forman acidos que a su vez podrian interferir con el pH del medio y con ello en la
solubilidad del OMA se decidio emplear la MEC por ser el disolvente mas estable y con una
DL+ baja. Cabe mencionar que el AM. AE. AIP v la MEC se encuentran dentro del grupo de
disolventes considerados como menos 16xicos y con menor riesgo para la salud humana segun la

FDA ("“Guia sobre impurezas de disolventes residuales para la industria farmacéutica -Q3C-").

Para conocer algunas de las constantes lisicoquimicas del OMA se empled un programa de
computacion (SPARTAN), asi se obtuvieron sus pKa's y su logP. Los pKa's calculados fueron
4.2, 8.5,y 15.1 y el logP fue de 1.62. El valor obtenido de logP nos confirma que se trata de una
molécula hidrofobica, ya que este valor de coeficiente de particion [octanol/agua] indica que el
OMA (no 1omzado) estara en una proporcion aproximada de 42:1 favoreciéndose la fase oleosa.
De esta manera se pudo encontrar que en un medio alcalino la molécula se solubilizara debido a
que €sla se encuenira tonizada. Lo anterior permite establecer que entre 5-8 es el rango de pH en
el que se debe llevar a cabo el MED y garantizar que ¢l farmaco se encuentra en su forma neutra
v por tanto con su menor solubihdad acuosa.  Posteriormente se realizaron algunas pruebas

cualitativas de solubilidad (Tabla 24) para confirmar la baja solubilidad del OMA en agua.
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Tabla 24. Datos cualitatives sobre la solubilidad del Omapatrilat en los disolventes evaluados,

Fasede! MED  Disolvente  Saturacion  pH w0 'o  Cantidad soluble
(Si/ No)
H.0 5.9 No << 2% piv
SA pH 8.5 25 Si 0.15 % p/v
Fase Acuosa SA pH 4 — 390 No
H,0 MEC 55 Mo << 2% piv
SApH4 MEC 49 No << 2% plv
i o MEC H-0 53 Si 0.3 % plv
e e MEC SA pH 4 49 Si 0.3 % piv

SA: Solucion amoniguadora

En la Tabla 24 se puede observar también que el OMA se solubiliza en la MEC (Fase organica)
saturada con solucion amortiguadora pH 4 o con H.0 destilada (pH 5.9). De la misma manera el
OMA se disolvié en el medio acuoso a pH de 8.5, sin embargo ¢l OMA no es soluble en la
soluciéon amortiguadora a pH 4 ni en el H,O destilada a la que no se adiciono ningin regulador
de pH. Se eligio precisamente el H-O destilada (pH de 5.9) para el proceso ya que el OMA
presenté una muy baja solubilidad (<< 2 % p/v), ademas la preparacion de las DL's es mas
sencilla. Lo anterior va de acuerdo con las predicciones realizadas para la solubilidad del OMA
en funcion del pH. Asi se decidio que fuera MEC saturada con H.O destilada la fase interna v

H»0 desulada saturada con MEC la fase externa.

7.5.2  Preparacion de los sistemas submicronicos cargados con Omapatrilat

La dispersion de MO cargada con Omapatrilat (OMA-DLMO) se preparo por medio del MED a
temperatura ambiente usando MEC y HyO destilada. Estas presentaron un TPP de 1554 + 0.3
nm. de apariencia lechosa con un ligero tono azulado (Efecto Tyndall) y unmforme a nivel

MACTOSCOPICO.

7.5.3  Estabilidad quimica del Omapatrilat y fisica de las dispersiones lipidicas de
monolcina

Posterior a la preparacion de las dispersiones de MO se realizaron alpunas prucbas sencillas de
estabilidad de las particulas submicronicas asi como del OMA. Por medio de fa CCF se ascpuro
que ¢l OMA no habia presentado ningiin tipo de degradacion quimica como consecuencia del
proceso de preparacion de las dispersiones de MO ya que en la placa de CCF no se observo la

apancion de ningin otro compuesto ademas del OMA (Tabla 25)
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Tabla 25. Valores de Rf obtenidos de las dispersiones de MO
cargadas con Omapatrilat (OMA-DLMO), Omapatrilat puro
(OMAH_W) v una mezcla l'i_,v.Lca de ambos (OMA-DLMO + OM Ann!'

Muestras RT
OMA-DLMO 0.67
OMA-DLMO + OMAm 0.68
OMA,.. 0.69

En cuento a la estabilidad fisica de las dispersiones, el TPP de las dispersiones de MO no se
encontrd cambio en la talla de las particulas como se puede observar en la Tabla 26. En esta
Tabla se aprecia que no hay diferencia significativa entre los TPP segin la prueba de ANOVA
(0=0.05, Feueunaa de 2.2786; Frass de 5.1432). Lo anterior nos permite concluir que la
estabilidad fisica de las dispersiones de MO no se ve afectada en al menos el doble del periodo

en que se correran las pruebas in vivo .

Tabla 26. Estabilidad fisica de las dispersiones lipidicas de monoleina
cargadas con Omapatrilat.

Tiempo (dias) TPP £+ DE (nm) cVv
Preparacion 155.4+ 1.04 0.7
5 155.7 £ 0.98 0.6

12 157.1+ 1,10 0.7

754 Administracion del Omapatrilat a ratas genéticamente hipertensas (SHR)

El efecto alcanzado al administrar el OMA (Fig. 24) fue de 93 y de 37 % (comparado con la
solucion de mismo firmaco 100%) usando como acarreadores a las particulas submicronicas de
MO y a la suspensién respectivamente. Lo anterior estd relacionado directamente con la
solubilidad del OMA, mientras que en la suspension se encuentra en forma de grandes cristales,
en la formulacién con MO se encuentra molecularmente en las particulas. Esto explica porque
las dispersiones de MO provocaron un mayor efecto farmacologico, ya que si el OMA se
encuentra en forma molecular se facilita su absorcion y llegada a torrente sanguineo, por
consiguiente facilita su efecto. Comparando las curvas de porcentaje de efecto entre los distintos
tratamientos (Fig. 24) se observa que la administracion del OMA por medio de las dispersiones
de MO presenta menor variacion en cuanto al efecto alcanzado. Lo anterior es indudablemente
una ventaja de las dispersiones de MO con respecto a la administracion del antihipertensivo en

solucion, ya que estas variaciones no son recomendables para este tipo de tratamientos. Lo que

S



nos permite concluir que el uso de las dispersiones de MO permitio la administracion de OMA
presenta ventajas tangibles sobre la administracion de la suspension y la solucién del mismo

principio activo.
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Figura 24. Porcentaje de efecto antihipertensivo a través del tiempo de una solucion de
Omapatrilat (A) -tomada como el 100%-, una suspension (¢) y de las DL’s preparada a
partir de MO (m) en el primer dia del tratamiento.

El efecto maximo del OMA administrado por medio de las dispersiones de MO se alcanza
aproximadamente a las 2h, lo cual esta de acuerdo con lo reportado previamente por Morazo ef
al. (2001) y Rouleau er al. (2000). En esta misma prafica se puede ver que aproximadamente a
los 10 min se ha alcanzado 50 % del efecto maximo, lo cual es importante ya que es una ventaja
del empleo de estos sistemas submicronicos acarreadores de MO para la administracion de
farmacos cuyo efecto sea requerido de manera rapida. Lo anterior debe estar relacionado con lo
planteado previamente sobre el efecto de la monoleina en la absorcion de farmacos. al ser
administrada por via oral. Este efecto es similar a las sales biliares que forman distintas
estructuras capaces de facilitar la absorcion (Patton y Carey, 1979, Gustalsson er al.. 1999).
Para el caso del Omapatrilat es importante que se alcance un efecto rapido debido a que una
elevacion en la presion arterial puede traer consecuencias graves si no se normaliza lo mas

pronto posible.

-6 -



Calculando el valor de la presion arterial media (PAM) con los datos de la literatura -PS 116 y
PD 91 mmHg- se tiene que para una rata sana la PAM es de 107.7 mmHg (Flores er al., 2002).
La administracion de OMA a través de las dispersiones de MO permiti6 estabilizar la PAM de

los animales hipertensos al tercer dia del tratamiento (Fig. 25).

140

PAM (mmHg)

Uno Daos Tres Cuatro Cinco
Tiempo (dias)

Figura 25. Presion arterial media inicial (PAM jyqu; t=0 -A-) y final (PAM g t=180
min -m-) en ratas hipertensas, a lo largo de cinco dias de tratamiento con OMA-DLMO.

En la Fig. 26 se puede apreciar que la diferencia entre la PAM inicial y la final de las ratas baja
hasta alcanzar un valor constante al tercer dia. Es decir, la PAM inicial promedio (n=5) de las
ratas tratadas con OMA por medio de las dispersiones de MO descendid a través del tiempo, y al
tercer dia llegé a un valor de 108 mmHg que es muy cercano al valor de PAM reportado para

una rata sana.
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Figura 26. Diferencia de pri-sién (AP) entre la PAM ;. (t=0) ¥ la PAM g (=180 min)
4 lo largo de cinco dias de tratamiento con OMA-DLMO.

Un analisis de las PAM al tiempo cero nos permiti6 establecer diferencias importantes entre los
distintos tratamientos. En la Tabla 27 se observa que la PAM de las ratas a las que se administro
solamente MO (Blanco) en forma de DL’s mostré cambios en la PAM a través de los cinco dias
de tratamiento. Sin embargo hay que tener en cuenta que se esta trabajando con animales
genéticamente hipertensos por lo que con el paso del tiempo la PAM va en aumento. Un
resultado semejante se observé cuando se empleé la suspension de OMA, es decir, que las ratas
no mostraron una mejoria. La administracion de una suspension no permitio estabilizar a los
animales hipertensos, solo se presentd cierto efecto unas horas después de su administracion,
ademas de no permitir un efecto prolongado del farmaco. Esto probablemente porque hay una
disolucion-absorcion incierta, como consecuencia de la forma cristalina y lipofilicidad del

Omapatrilat en la suspension.

Tabla 27. Presion arterial media -PAM- tomada al tiempo cero los cinco dias para los distintos
tratamientos v el blanco de MO.

DiA MO (mmHg) Suspension OMA-DLMO  OMA-Solucion

(mmHg) (mmHg) (mmHg)
UNO 133.6+3.3 135914 1300+ 5.6 1354+ 3.8
DOS 1340+24 133.4 +0.8 1193135 1204+ 24
TRES 1333136 136.1 £1.8 107.7+£40 1170+ 3.6
CUATRO 375229 134.8 1.2 103373 111.8§274
CINCO 137.8+0.8 136.8 £2.0 108116 1165+ 5.6
ANOVA Fateutads 3.1645 3.7820 22.1599 17.0173
(=0.05) jg_hb‘ 28661 2.8661 28661 2R661
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De este mismo analisis se puede concluir que las SHR tratadas con el OMA-DLMO y del OMA-
Selucion provocaron una disminucion significativa en la PAM de las ratas hipertensas, Sin
embargo al comparar los promedios de las PAM de los tres dltimos dias de tratamiento entre las
OMA-DLMO vs OMA-Solucion (Tabla 28) se aprecia que existe una diferencia significativa
(Prueba 1, @=0.05). De lo anterior se puede concluir que la administracion de OMA por medio
de las DLMO provoca un descenso mayor en la PAM de las ratas y que el uso de los
acarreadores lipidicos permite un mayor control en la liberacion. Con este analisis se vuelve a
observar que la PAM alcanzada por la ratas tratadas con OMA-DLMO esta muy cercana de las
PAM reportada para una rata sana. Cabe senalar que al realizar el anilisis estadistico de la PAM
inicial de los distintos grupos de animales hipertensos los resultados de la prueba de ANOVA
(0=0.05, Fecuua de 2.4356; Fiy.e de 3.2389) nos indica que las PAM inicial de todos los

grupos estudiados se encontraba en dentro de un mismo rango.

Tabla 28. Comparacion de las PAM de los tres ultimos dias de tratamiento entre las
DLMO y la Solucion de OMA.

e —— PAM (mmHg) PAM Promedio DE
Dia Tres  Dia Cuatro  Dia Cinco (mmHg)

OMA-DLMO 107.7 103.3 108.1 106.4 38

OMA-Solucion 117.0 1118 116.5 115.12 28

U calculads 3 BG83

Prucba t-student (0=0.05)— — 2.7765

Se debe tener en cuenta que la administracion del OMA en solucion puede presentar ciertas
desventajas que las dispersiones de MO evitan, por ejemplo la dependencia de la solubilidad con
el pH y la estabilidad quimica de la molécula en solucion. Por su parte en las dispersiones de
MO la molécula de OMA, que por su caracter lipofilico se encuentre alojado en la parte
hidrofobica de las particulas, presentara una mayor estabilidad fisica, quimica y enzimética. Lo
anterior como consecuencia de la proteccion que le confieren las particulas acarreadoras a la
molécula. Al encontrarse el [armaco dentro de un acarreador pueden evitarse también efectos
secundanios relacionados con la irritacion de la mucosa gastrica y/o intestinal. Las dispersiones
de MO presentaron una talla submicranica, lo gue sumado al comportamiento estructural de este

lipido, lo hacen un potencial acarreador de farmacos en la administracion oral,
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VIII. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de solubilizacion de los lipidos en metil etil cetona.
acetato de metilo, acetato de etilo y acetato de isopropilo para obtener sistemas dispersos

submicronicos por medio del método de emulsificacion difusion.

Se obtuvieron dispersiones lipidicas de talla submicronica a partir de monoleina,
Gelucire® 44/14 mediante el método de emulsificacion difusion a temperatura ambiente,

lo que representa una nueva alternativa para la preparacion de estos sistemas

Al controlar la temperatura del método de emulsificacion difusion fue posible la
obtencion de dispersiones lipidicas de talla submicronica a partir de Gelucire® 50713,
Compritol® ATO 888 y Geleol®. Las dispersiones lipidicas preparadas a partir de estos
lipidos, también se conocen como nanoparticulas lipidicas solidas (SLN “Solid Lipid
Nanoparticles™) en este sentido este método es ahora una nueva alternativa para la

preparacion de estos sistemas.

El método de emulsificacion difusion permite modifica la superficie de las particulas de

manera sencilla al variar el tipo de estabilizaste.

Las variables tecnologicas del método de emulsificacion difusion empleado para la
preparacion de dispersiones lipidicas son sencillas de controlar. De entre estas variables
las que guardan una relacion inversa con el tamano de particula son la velocidad de
agitacion, la cantidad de estabilizante, la temperatura del proceso y la miscibilidad del
disolvente con el agua. Por otro lado, la cantidad de lipido en la fase interna presentd

una relacion directa con el tamafio de particula.

El método de emulsificacion difusion permitié cargar un farmaco antihipertensivo en el
sistema preparado a partir de monoleina, el cual promueve la absorcion oral in vivo y

permitio alcanzar rapidamente el efecto deseado

Ll método de emulsificacion difusion es una nueva alternativa para la preparacion de

sistemas lipidicos con potencial uso terapéutico



IX. PERSPECTIVAS

La combinacion de lipidos y polimeros para la preparacion de los sistemas submicronicos podria
ser una buena alternativa para modular la liberacion de farmacos, ademas podria tener una
repercusion positiva en la estabilidad de las dispersiones. De la misma manera explorar nuevas

posibilidades de materiales lipidicos como las ceras.

La preparacion de nanocépsulas lipidicas por medio del método de emulsificacion difusion
podria realizarse usando lipidos con alto punto de fusion para formar las paredes de la capsula y
el centro oleoso por medio de un principio activo oleoso o bien algun aceite mineral que sea
capaz de solubilizar farmacos lipofilicos. Lo anterior cumpliendo una condicion basica: La

insolubilidad de lipido y el aceite.

Llevar a cabo un estudio de estabilidad a largo plazo de algunas de las dispersiones lipidicas
preparadas probando distintos empaques, intensidad de luz, temperatura, etc. es decir, variando

las condiciones de almacenamiento.

Llevar a cabo un estudio sobre la liberacion in virro de un determinando principio activo

variando el tipo de lipido, de estabilizante y las posibles proporciones de estos.

Recientemente se han desarrollado nuevos sistemas en los que se incorporan lipidos duros y
aceites a los sistemas coloidales lipidicos, estos nuevos sistemas han sido llamados acarreadores
lipidicos nanoestructurados (NLC, “Nanoestructured lipid carriers ™). Estos sistemas prometen
ser la nueva generacion de sistemas lipidicos coloidales. El MED puede también ser una
alternativa para la preparacion de estos sistemas, ya que se cuenta con una variedad amplia de
disolventes y rangos de temperatura para poder solubilizar las distintas mezclas lipido-aceite

elegidas.

Se podrian tratar de formar complejos de inclusion con farmacos que presentan problemas de
solubilidad y/o estabilidad usando por ejemplo ciclodextrinas, posteriormente estos complejos se
incorporarian en las dispersiones lipidicas. En este mismo sentido se podria probar el uso de

detergentes cationicos para atrapar pequenos péptidos.
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XL ANEXOS
11.1  PROPIEDADES DE LOS LiPIDOS

11.1.1 Compritol 888 ATO"

El Compritol 888 ATO" es una mezcla de mono, di y tri-glicéridos del acido behenico donde la
fraccion de los diésteres es predominante (gliceril dibehenato). También se conoce como gliceril
behenato atomizado y es preparado a partir de materia prima de origen vegetal. El compritol se
sintetiza por esterificacion de acido behenico (idcido docosanoico -Cx»Ha0O, ), el producto se
atomiza por spray-cooling y se obtiene un polvo fino de color blanco. Nimero de registro CAS:
Gliceril dibehenato [94201-62-4]

Usos

Lubricante para la preparacion de capsulas y tabletas, agente aglutinante para la compresion
directa, matriz lipofilica para la preparacion sistemas de liberacion sostenida de farmacos como
tabletas y capsulas.

Toxicidad

Toxicidad aguda del compuesto puro por via oral: DL50 > 2000 mg/kg

Irritacion ocular del compuesto puro: Media

Irritacion cutanea: Ligera

Irritacion ocular (5% en aceite de nuez): Bien tolerada

Solubilidad

Soluble en cloroformo, cloruro de metileno cuando se calienta. Insoluble en agua, etanol (96°),
n-hexano y aceite mineral. Tiene un valor de HLB de 2.

Composicion y Algunas Propiedades Fisicoquimicas

Especificacion Descripcion
Rango de fusion (Punto de goteo) 69-74 °C
Valor de Acidez < 4.00 mg KOH/p
Valor de saponificacion 145 a 165 mg/kp
Contenido de agua < 1%
Contenido de glicerol libre < 1%
Monoglicendos totales 13.0-21.0%
Diésteres totales 40-60%
Triésteres totales 21-35%
Acido behenico (C22) > 83.0%
Acido aragquidico (C20) < 10.0%
Acido estearico (C18) < 5.0%
Acido palmitico (C16) < 3.0%
Acido hgnocénico (C24) < 3.0%
Acido crucico (C22:1) < 3.0%
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11.1.2 Geleol®

Monoestearato de glicerilo 40-55. Es una mezcla de mono. di y triglicéridos del acido estearico
y palmitico. Este contiene al menos 40% y no mas de 50% de monoglicéridos (2.3-
dihidroxipropil estearato - C;;Hs,04-). Producto de origen vegetal. Numero de registro CAS:
[31566-31-1]

Usos

Agente emulsificante, estabilizante, solubilizante; lubricante en tabletas y capsulas, emoliente.
Es un emulsificante no ionico que puede formar emulsiones ac/ag o ag/ac. Se usa también como
ingrediente de tabletas de liberacion sostenida de farmacos.

Toxicidad

Ratones administrados via IP: DLs, = 0.2g/kg

Irritacion cutanea del compuesto puro: Muy bien tolerado

Irritacion oculz;r (30%): Bien tolerado

Se considera un excipiente no toxico y no irritante, se incluye en la lista GRAS, asi como en la
guia de ingredientes inactivos de la FDA (via oral, oftalmica, otica, rectal, topica, transdermal y
vaginal).

Solubilidad

Soluble en cloroformo, cloruro de metileno, éter, benceno y etanol (96°) a 60 °C.

Insoluble en agua, n-hexano y aceite mineral.

Composicion y algunas propiedades fisicoquimicas

Especificacion Descripcion
Rango de fusion (Punto de goteo) 54.5-58.5 °C
HLB 38
Valor de Acidez < 3.0 mg KOH/p
Valor de saponificacion 158 a 177 mg KOH/p
Contenido de agua < 1.0%
Contenido de glicerol libre < 6.0%
Monogliceridos totales 40.0-55.0%
Diésteres totales 30.0-45.0%
Triésteres totales 5.0-15.0%
Acido palmitico (C16) 40.0-60.0%
Acido estearico (C18) 40.0-60.0%
Acido palmitico y estearico >90%




11.1.3 Gelucire® 44/14

El Gelucire® 44/14 o Lauroil macrogolglicéridos (EP) es una mezcla bien definida de mono, di y
triglicéridos y de mono y diésteres de acidos grasos y polietilenglicol. Su origen es vegetal y
petroquimico, se obtienen de la reaccion de hidrogenacion entre el aceite de grano de palma con
PEG1500 (Polietilenglicol PM promedio de 1500). La composicion aproximada es de 20%
mono, di y tri-glicéridos; 75% de ésteres de los acidos grasosos con el PEG 1500 y 8% de PEG
1500 libre. Se usa para mejorar la solubilidad y biodisponibilidad de farmacos poco solubles,
confiere proteccion contra la oxidacion e hidrolisis, permite el manejo de farmacos de baja
densidad, toxicos o cuya dosis sea muy baja. Numero de registro CAS: [93334-20-4/9004-81-3]
Toxicidad

Toxicidad aguda por via oral en ratas: DLs, > 2004 mg/kg

Toxicidad subcrénica (90 dias) en perros: NOAEL > 2500 mg/kg/)

Prueba en simios: negativa

Prueba en micronucleos: negativa

Ensayo en linfoma de raton: negativo

Solubilidad

Soluble en etanol (96°), cloroformo y cloruro de metileno: en agua es dispersable y en aceites
minerales es insoluble. Tiene un valor de HLB de 14.

Composicion y algunas propiedades fisicoquimicas

Especificacion Descripcién
Rango de fusion (Punto de goteo) 42.5a475°C
Valor de Acidez < 2.00 mg KOH/g
Valor de saponificacion 79 a 93 mg/kg
Contenido de agua <0.5%
Contenido de glicerol libre <3%
Acido caprilico (C8) <15 %
Acido caprico (C10) <12%
Acido latrico (C12) 30a 50 %
Acido miristico (C14) Sa25%
Acido palmitico (C16) 4a25%
Acido cstearico (C18) Sa35%
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11.1.4 Gelucire” 50/13

El Gelucire® 50/13 o estearoil macroglicéridos (EP) es una mezcla bien definida de mono, di y
triglicéridos y de mono y (iiésteres de acidos grasos del polietilenglicol (PEG). Su origen es
vegetal y petroquimico, se obtienen de la reaccion de hidrogenacion entre el aceite de grano de
palma con PEG1500 (Polietilenglicol PM promedio de 1500). La composicion aproximada es
de 20% mono, di y tri-glicéridos: 75% de ésteres de los acidos grasos con el PEG 1500 y 8% de
PEG 1500 libre. Se usa para mejorar la solubilidad y la biodisponibilidad de fiarmacos poco
solubles, como agente para controlar la liberacion de los farmacos, confiere proteccion contra la
oxidacion e hidrélisis, permite el manejo de farmacos de baja densidad, toxicos o cuya dosis sea
muy baja. El Gelucire 50/13 es uno de los grados que presenta un mayor punto de fusion como
consecuencia de su alto contenido de acidos palmitico y estearico. Numero de registro CAS:
[91744-66-0/9004-99-3]

Toxicidad

Toxicidad aguda por via oral en ratas: DL, > 20 g/kg

Solubilidad

Soluble en cloroformo y cloruro de metileno: en agua es dispersable y es insoluble en etanol
(96°) y en aceites mineral. . Tiene un valor de HLB de 13.

Composicion y algunas propiedades fisicoquimicas

Especificacion Descripcion
Rango de fusion (Punto de goteo) 46.0a51.0°C
Valor de Acidez < 2.00 mg KOH/g
Valor de saponificacion 67 a 81 mg KOH/kg
Contenido de agua <0.5%
Contenido de glicerol libre <3%
Acido caprilico (C8) <3%
Acido caprico (C10) <3%
Acido laurico (C12) <5%
Acido miristico (C14) < 5%
Acido palmitico (C16) 40-50 %
Acido estearico (C18) 48-58 %
Acido palmitico y estearico > 90 Yo
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11.1.5 Monoleato de glicerilo (Monoleina)

El monoleato de glicerilo o monoleina (acido 9-octadecanoico (Z)-monoéster) se obtiene por
esterificacion de la glicerina con acidos grasos, principalmente acido oleico (4cido (Z) -9-
octadecanoico). Se presenta en forma de una pasta blanca de olor caracteristico. Numero de
registro CAS: [25496-72-4]

Usos

Se usa en formulaciones topicas, como agente emulsificante para formar emulsiones ag/ac.
Puede ser usado para la liberacion sostenida de varios farmacos.

Toxicidad

El monoleato de glicerilo es considerado como un excipiente no toxico, biodegradable y
biocompatible, por lo que se clasifica como un material GRAS (Generally Recognized as Safe) y
esta incluido en la Guia de Ingredientes Inactivos de la FDA (/nactive Ingredients Guide). La
monoleina se degrada por accion de las estearasas que se encuentran presentes en diversos
tejidos. La MO es el mayor producto de la hidrélisis enzimatica de triglicéridos.

Solubilidad

Soluble en cloroformo, acetato de etilo, etanol (95%) éter, aceites vegetales y minerales.

Insoluble en agua (S=10° M)
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11.2 DETECCION DE OMAPATRILAT DISUELTO EN LA FASE ACUOSA

Curva de calibracion

Cantidad [ng] Areas Promedio = DE CVv
2300 10156 10495 10328 10326 + 169 1.6
1500 7237 7001 7123 7121 £ 118 1.7
1100 5514 5623 5684 5607 + 86 15
700 4647 4626 4309 4527 + 189 4.2
300 2405 2427 2448 2427 + 21 0.9
v 12000 2 - —
g
< 10000 -
8000
6000 -
v=3.8375x+1473.2
4000 B
R =0.9945
2000 ¢
[| Jif N S
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
Cantidad |ng|

1.3 PRUEBA PARA LA ESTABILIDAD DEL OMAPATRILAT FORMULADO EN
LAS DISPERSIONES LIPIDICAS DE MONOLEINA

Para determinar si se habian formado productos de degradacion como consecuencia del proceso
de preparacion de las DL se preparé una placa de CCF como de la misma manera que en el caso
mencionado previamente. Sin embargo en esta ocasion en la placa se colocaron: el control, la
muestra de las DLMO y una mezcla de ambos. La placa se eluyd y se revelo de la misma forma

en que se describio anteriormente.

Muestras Rf
DLMO 0.67
DLMO-OMA 0.68
OMA 0.69
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11.4  GUIA SOBRE IMPUREZAS DE DISOLVENTES RESIDUALES PARA LA
INDUSTRIA FARMACEUTICA

Requerimientos técnicos para el registro de productos farmacéuticos de uso humano segun la
ICH (International Conference on Harmonisation). Esta guia representa la opinion actual de la
FDA (Food and Drug Administration) sobre el tema. En la guia se hace una clasificacion de los

disolventes seguin su grado de toxicidad y hay cuatro clases:

Disolventes Clase 1: Disolventes que tienen que ser evitados. Conocidos por carcindgenos y
por su alto peligro para el medio ambiente

Disolventes Clase 2: Disolventes que deben ser usados bajo ciertos limites. Posibles causantes
de efectos toxicos irreversibles como neurotoxicidad o teratogenicidad.

Disolventes clase 3: Los disolventes Clase 3 son considerados como los disolventes menos
toxicos y con menor riesgo para la salud humana. La clase 3 no incluye disolventes conocidos
como daninos para la salud en los niveles aceptados para el uso farmacéutico. La cantidad
residual de estos disolventes que puede ser aceptada sin justificacion debe de ser de 50 mg por
dia o0 menos. Cantidades mayores pueden aceptarse si se considera que éstas son practicas con

relacion a las capacidades de produccion y las buenas practicas de manufactura.

Tabla de disolventes Clase 3.

Tabla de dosis letal cincuenta para los

Disolventes & N
L= T cuatro disolvente utilizados en este trabajo
Acido Acético Heptano ([Ref. 25).
Acefona Acetato de . DL
Isobutilo Disolvente ad
i Acetato de MEC 6.86 ml/kg
Anisol .

Isopropilo AM > 5 plkg
1-Butanol Acetato de metilo AE 11.3 ml/kg
2-Butanol 3-Metil-1-butanol AP 6.75 p/kg
Acetato de Buul Metiletil cetona
tert-Butilmetil éter Mctilisobutil cetona
Cumenc 2-Metil- I -propanol
Dimetil sulfoxido Pentano
Etanol 1-Pentanol
Acetato de ctilo 1-Propanol
Eter Etilico 2-Propanol
Formiato de Etilo Acctato de Propilo
Acido formico Tetrahidrofurano
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