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Introduccion

1.  INTRODUCCION

La eficacia de muchos farmacos es limitada por su habilidad para alcanzar el sitié de accion. Es
decir, solamente una pequefia cantidad de dosis administrada alcanza este sitio, mientras que la
mayor cantidad del farmaco es distribuida al resto del cuerpo. En contraste, una forma
farmacéutica que libera en un sitié especifico puede incrementar la cantidad de farmaco en ese
sitio, disminuir efectos no deseados y ademas, reducir la dosis de administracion. Hay autores
quienes afirman que los sistemas coloidales de liberacién de farmacos tienen estas ventajas
[Kreuter, 1994]. Estos sistemas son acarreadores de farmacos constituidos en gran parte por
polimeros y lipidos, los que proporcionan una nueva alternativa para la fabricaciéon de nuevas
formas farmacéuticas capaces de liberar su activo en sitios especificos del cuerpo. Los sistemas
coloidales pueden ser: liposomas, niosomas, microemulsiones y nanoparticulas (NP); teniendo

en comun, la talla y forma de administrarse [Pifion-Segundo y cols., 2003]

La nanotecnologia es el area que involucra, entre otros aspectos, el disefio y la
manufactura de componentes con dimensiones submicronicas. Area que estd teniendo
implicaciones muy importantes porque en las ultimas tres décadas se han tenido espectaculares

avances en diferentes areas de la Quimica, Biologia y Medicina [Chavez Monrroy y cols., 2002].

Las NP han recibido una considerable atencion como coloide reservorio de numerosos
farmacos, debido a su mayor estabilidad en fluidos biologicos. Hace algunas décadas se habian
aprovechado a los liposomas como acarreadores farmacéuticos por su capacidad de proteger al
farmaco de su degradacién, de transportar al sitio blanco y de tener poca toxicidad; pero
presentaron inconvenientes como: baja eficiencia de encapsulamiento y problemas de
estabilidad por periodos prolongados. Asi que, por un lado, las NP son méas eficientes como
acarreadores farmacéuticos que los liposomas gracias a su mayor estabilidad y una mejor
liberacién. Por estas razones muchos farmacos han sido formulados en NP, por ejemplo, los
antibiéticos, antivirales, antiparasitarios, citostaticos, vitaminas, proteinas y péptidos, incluyendo
enzimas y hormonas, para fines de investigacion. Y por otro lado, tenemos que las NP pueden
ser preparadas con polimeros que se biodegradan en el cuerpo humano sin causar ningun dafio
[Bogunia-Kubitk y Sugisaka, M., 2002].
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Una de las potenciales aplicaciones para los sistemas dispersos nanoparticulados es su
uso como vectores coloidales o acarreadores de entidades quimicas con actividad bioldgica
(principios activos). En la actualidad hay grupos de investigacion que trabajan en el disefio de
nuevos sistemas farmacéuticos con capacidad de entrega de un principio activo a un sitio
especifico, a una velocidad y régimen de dosificacién optimo. Este tipo de sistemas con las
propiedades mencionadas podrian evitar efectos toxicos, y proteger la entidad quimica de interés

y prolongar su estancia en el organismo [Chavez-Monrroy y cols., 2002].

Los sistemas nanoparticulados al ser administrados se distribuyen por todo el cuerpo, con
ésto, se obtienen ciertas ventajas en comparacion con farmacos convencionales, porque las NP
tienen la capacidad de cruzar diferentes barreras fisioldgicas por su diminuto tamafio, logrando

llegar a tumores sélidos, sitios inflamados o infectados, por ejemplo:

a) Los farmacos de elevado peso molecular formulados en NP tienen la capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica en comparaciéon con formas farmacéuticas convencionales,
entre éstos se incluyen antibidticos, agentes antineoplasicos y una gran variedad de
farmacos con actividad en el sistema nervioso [Bogunia-Kubitk y Sugisaka, M., 2002].

b) Llegar a células infectadas en distintos 6rganos, donde las NP al ser atrapadas, ofrecen una
respuesta farmacologica mas eficaz en comparacion a una formulacién convencional.

c) Minimizar los efectos secundarios o adversos que se presentan con frecuencia al administrar
una forma farmacéutica convencional.

d) Poder acarrear vitaminas con aplicaciones dermatoldgicas y cosméticas.

En afios recientes, los sistemas poliméricos biodegradables han atraido considerable
atenciéon como dispositivos nanoparticulados para la liberacion de farmacos. En primer lugar,
porque tienen muchas aplicaciones en la liberacién controlada de diferentes principios activos.
En segundo lugar, porque tienen la habilidad para llegar al érgano o tejido blanco como
acarreador de oligonucleodtidos, en terapias genéticas y administraciéon de vacunas con DNA;
ademas por su habilidad para liberar proteinas, péptidos y genes a través de una administracién
oral [Bogunia-Kubitk y Sugisaka, M., 2002].
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Hay muchas técnicas para preparar nanoparticulas, algunas son

a) Desplazamiento de solvente
b) Emulsificacién- evaporacion
c) Adicién de sales

d) Emulsificacion-difusion

Estas tienen ciertos aspectos en comin como:

Una solucién orgénica que contiene los componentes de las NP (polimero y principio
activo) que funciona como fase interna durante la preparacién y una solucién acuosa (que

contiene los estabilizadores) esta funciona como un medio de dispersion de las NP.

En la actualidad los farmacos con actividad terapéutica antituberculosa como la
Rifampicina (RIF), Pirazinamida, Etambutol, Estreptomicina, Clofazimina (CLFXM), entre otros,
tienen varios efectos adversos: pérdida de apetito, nauseas, ictericia, fiebre y alteraciones
inmunolégicas. Por lo tanto, grupos de investigacion estan desarrollando nuevas formas
farmacéuticas con el fin de aumentar la concentracion de farmaco en los diferentes érganos
infectados, disminuir los efectos adversos, aumentar la estabilidad del farmaco y conseguir una

liberacion controlada del mismo.

En la bibliografia se encuentran descritas formulaciones de liposomas, microparticulas y
NP, pero existen pocos articulos publicados de farmacos antituberculosos encapsulados en NP.
En este proyecto se prepararon NP con la técnica de emulsificacion-difusion (E-D) y adicion de
sales “salting-out” (S-O) y asi obtener NP biodegradables cargadas de farmacos antituberculosos
para su posterior utilizacién como vectores en el tratamiento de la tuberculosis (TB); asi mismo,
lograr que las NP provean una alta concentracion de farmaco en los sitios blanco, logrando un

mejor tratamiento.

Se encapsularon colorantes fluorescentes rojo de Nilo (RN) y Azul de Nilo (AN) para
emplearlos como marcadores; de igual manera, se encapsularon farmacos antituberculosos RIF
y CLFXM, con el fin de utilizarlos en proyectos futuros; estas NP se pondrén en contacto con
células pulmonares infectadas de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) para evaluar su

efectividad contra esta microbacteria.
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A las NP se caracterizaron por su forma y tamafio, ademés de observar su morfologia
esférica, observando tallas menor a 1 um; asi mismo, se determind la concentracién de farmaco
y ademas, se les midi6 su potencial zeta, el cual determina su redispersion de acuerdo a sus
valores propios. Se realizo, también, un analisis térmico para determinar si el farmaco se

encontraba disperso molecularmente en las NP.

Cabe subrayar que la preparacion de NP por los métodos antes mencionados, es la
primera fase del proyecto para evaluar la potencialidad de éstas en el tratamiento de TB. El
presente proyecto se realiza conjuntamente con la Universidad de Nuevo Ledn, en donde esta
evaluara la interaccién de las NP con células pulmonares in vitro, posteriormente in vivo con

animales de experimentacion para evidenciar su efecto terapéutico.
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2.  MARCO TEORICO

2.1  Sistemas acarreadores farmacéuticos

2.1.1 Generalidades

La propuesta de crear sistemas dirigidos de entrega de farmacos fue introducida por Paul Erlich
a principios de siglo XX con su concepto de “balas magicas”. Erlich imaginé que podrian
desarrollarse sistemas que Unicamente actuarian sobre un siti6 blanco, depositando en él la
sustancia activa. Los acarreadores coloidales de farmacos por su pequefia talla de particula
(generalmente menor a 1 um) podria hacer posible la propuesta de Erlich. Estos sistemas de
liberacién de farmacos ofreceran muchas ventajas en diferentes areas de la medicina,

agricultura, veterinaria y en aplicaciones industriales [Kreuter, 1994].

Una de las aplicaciones de los Sistemas Coloidales Acarreadores de Farmacos (SCAF)
es llevar al farmaco, por las diferentes regiones del cuerpo en altas concentraciones, hacia el
lugar de la infeccion, de la inflamacion o tumores sélidos; por lo tanto, se aumenta el tiempo de
circulacion y se disminuye la toxicidad del farmaco. Estos sistemas incluyen liposomas,
niosomas, sistemas micelares, complejos macromoleculares, microemulsiones, sistemas micro -
y nanoparticulados. Todos éstos son semejantes en tamafio y forma, es decir, a su estabilidad a
largo plazo y su potencial escalamiento industrial las NP se han posicionado como los SCAF
mas prometedores, reflejo de ello, tenemos el gran numero de investigaciones destinadas a

probar su efectividad [Pifion—Segundo y cols., 2003].

Los SCAF ideales deberian estar compuestos por moléculas del acarreador y del
farmaco, ademas deben de satisfacer los siguientes criterios:
a) Ser aceptados farmacéuticamente, estables y de facil administracion.
b) Ser susceptibles de esterilizacion (si se contempla para uso parenteral).
c) Transportar el farmaco al sitio de accién deseado.
d) Liberar el farmaco a una velocidad adecuada y conveniente hacia el sitié de accion.
)

e) El acarreador debe ser biodegradable y no toxico [Pifion—Segundo y cols., 2003].
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Aunque es dificil que algun sistema acarreador cumpla con todos los criterios antes
mencionados, en la actualidad, se estan desarrollando formas farmacéuticas con estas

caracteristicas, donde las NP cumplen con la mayoria de los criterios de un acarreador ideal.

21.2 Farmacos dirigidos al sitié de accion

Uno de los objetivos principales, en el disefio de nuevos sistemas de liberacion, es
controlar la liberacién de agentes farmacoldgicos a un sitio especifico de accién (6rgano, tejido,
célula) con una optima velocidad terapéutica y un adecuado régimen de dosificacion. En este
sentido, al liberar en el sitio especifico podria no solamente mejorar la eficacia del farmaco, sino,
ademas reducir la posibilidad de efectos toxicos no deseados y mejorar el indice terapéutico.
Entre los sistemas mas prometedores para lograr éstas metas se encuentran los SCAF [Kreuter,
1994].

2.1.3  Definiciones de vectorizacion

Las finalidades de los vectores farmacéuticos son

1. Lograr una respuesta farmacolégica deseada a un sitid selectivo sin interacciones
indeseables en otros sitios adjuntos. La vectorizacion puede ser lograda por una
modificacion quimica de los componentes principales de la formulacién para lograr este

objetivo.

2. Utilizar acarreadores como liposomas, microesferas, NP cargados con anticuerpos y

macromoléculas, los cuales, tienen la finalidad de dirigir el farmaco al sitio de accion.

3. Manipular la liberacion y paso del farmaco a compartimientos especificos dentro del cuerpo,
para lograr una accién prolongada, o bien, para proteger el farmaco [Robinsén R. y Lee V.,
1987; Schreier, 2001].
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2.1.4 Aplicaciones de la vectorizacion

Se ha tenido mucho éxito en la vectorizacién de farmacos con formas farmacéuticas
como: comprimidos, capsulas o granulos; las cuales, fueron las pioneras. Los comprimidos o
capsulas con recubrimiento de pelicula (excipientes o agentes protectores poliméricos) pueden
actuar como vehiculos y modificar la liberacién de sustancias activas en sitios especificos del
tracto gastrointestinal (TGI). Por ejemplo, acttan a un cierto nivel de pH en el estomago o
intestino, ayudando a contrarrestar los efectos irritantes del principio activo cuando éste es
liberado. En la actualidad, a estas formas farmacéuticas se les pueden llamar clasicos. Uno de
los objetivos del recubrimiento entérico es proteger principios activos que sean sensibles a pH
acidos como las enzimas y proteinas, ya que éstas rapidamente se hidrolizan e inactivan en
medio acido, como en el caso de los antibidticos. Farmacos como diclofenaco, acido valporicéd o
acido acetilsalicilico necesitan poseer un recubrimiento entérico para prevenir la irritacion de la
mucosa en el estomago. En farmacos como acido aminosalicilico o profarmacos, el
recubrimiento entérico es aprovechado para liberar la mayor parte de la concentracién del

farmaco en partes bajas del TGI (colon) [Schreier, 2001].

Otro ejemplo, es la administracion pulmonar, ésta ha experimentado un gran avance en la
liberacién de farmacos con la ayuda de dispositivos, llegando a ser una via de administracion
aprovechable. Por lo tanto, los pulmones pueden servir como una alternativa en la administracion
de una gran cantidad de farmacos que pueden reemplazar a ciertas formas de administracion,
inclusive la via oral e i.v. Por otra parte, los parches transdérmicos cargados con activos, como la
nitroglicerina, nicotina y estrogenos, tienden a reemplazar inyecciones parenterales. Este logro
atafie a la vectorizacién de farmacos, en forma de parches, a través de la piel sin la eliminacién
instantnea de farmaco en la circulacién sanguinea. La vectorizacién viral es uno de los ultimos
avances en el desarrollo de la vectorizacién de farmacos, en donde se utilizan procesos
biolégicos sofisticados para la liberacion o expresion de agentes activos. Dato que ha sido
mostrado utilizando gran variedad de virus, los cuales, han tenido excelentes resultados en la

vectorizacion de sitios cancerigenos [Schreier, 2001].
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La innovacion de vectores farmacéuticos tienen ligados especificos sobre la superficie
externa como: inmunoglobulinas, anticuerpos, carbohidratos o péptidos; y ademas tienen la

caracteristica de llegar a una poblacion celular especifica [Robinsén R. y Lee V., 1987].

La intencidbn de lo anterior es destacar que existe gran diversidad de vectores
farmacéuticos que estan dirigidos a diferentes sitios. Ademas para la concepcion de estos
vectores se han aprovechado los beneficios de los adelantos tecnoldgicos y conocimientos
cientificos en diversas areas de la Quimica, Bioquimica y Fisiologia Celular, asi, como también,
de la Microbiologia e Inmunologia. Gracias a estos conocimientos se han desarrollado
estrategias y nuevas ideas para la vectorizacion de farmacos. La propuesta de Erlich es
potencialmente alcanzable, pues se enfoca en desarrollar modernos sistemas de liberacion a un
sitio especifico como: tejido, érgano o poblacion celular. Posiblemente, mas adelante, se crearan
Optimos sistemas de liberacion; por un lado se lograrian excelentes tratamientos y la satisfaccion

del paciente; y por otro, disminuiria los costos en un tratamiento terapéutico [Schreier, 2001].

Se han encapsulado gran variedad de farmacos, entre éstos, tenemos a los
anticancerigenos, antibiéticos, antituberculosos, hipoglucémicos; por mencionar algunos. No

olvidemos su empleo en distintos tratamientos dirigidos a diferentes érganos y tejidos del cuerpo.

En la Tabla 1 se muestran una variedad de farmacos encapsulados, desde antibi6ticos
hasta farmacos con accion anticancerigena, que tienen la capacidad de llegar a diferentes sitios
blanco. A continuacion se muestran algunas aplicaciones de las NP por las vias i.v., oral,
subcutanea y ocular. La via inhalatoria se retomara con mas profundidad debido a que seré por

esta via en donde se pretende administrar las moléculas encapsuladas.

2.1.5 Aplicacion de nanoparticulas por las diferentes vias de administracién

2.1.5.1 Viaintravenosa

La administracion i.v. es atractiva porque los farmacos son llevados directamente hacia la

sangre para dar una respuesta inmediata, debido a que se mantienen altas concentraciones de
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farmaco en sangre. Pero hay limitaciones como la biocompatilidad y tamafio de particula de los
farmacos inyectados; por ejemplo, algunas formas farmacéuticas al ser administradas bloquean
pequefios capilares, por lo tanto, se requieren particulas pequefias para una administracion

intravenosa [Robinson, R. y Lee, V. 1987].

Farmaco

Sitios / microorganismos blanco

Referencia

Ampicilina

Salmonella typhimurium

Listeria monocytogenes

Vauthier y cols., 2003

Anfotericina B Antibiético Fungicida Espuelas y cols., 1997
Ciclosporina Infecciones oculares Lallemand vy cols., 2003
Ciprofloxacina Infecciones intracelulares Page-Clisson y cols., 1998
Doxorrubicina Leucemias Vauthier y cols., 2003
Enlapril Antihistaminico Ahlin y cols., 2002

Estradiol -benzoato

Terapia Hormonal

Hye-Young y cols., 2001

Fenil Butazona

Tratamiento del reumatismo

Alleman 'y cols., 1989

Gentamicida Antibidtico amplio espectro Kreuter, 1994

Ibuprofeno Analgésico y antipirético Kreuter, 1994

Indometacina Antiinflamatorio Quintanar-Guerrero y cols

1997a

Miconazol Antimicotico Kreuter, 1994

Paclitaxel Anticancerigeno Muy Feng , 2002

Rifabutina Tratamiento contra la Toxoplasmosis Dalencon y cols, 1997

Rifampicina Tuberculosis Callejay cols, 2003

Triclosan Antibacteriano en enfermedades Pifion-Segundo y cols., 2003
periodontales

Vitamina E Antianémico Quintanar- Guerrero y cols

1997a

Tabla 1. Farmacos encapsulados, asi como sus diferentes sitios/microorganismos blanco.
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En una administracion i.v las NP son distribuidas en toda la circulacién sanguinea,
llegando a células del higado, bazo y médula 6sea, como se observa en la Figura 1. Estas
particulas no bloquean los capilares debido a su tamafio nanométrico (menor a 1 pm) [Hans y
cols., 2003].

Fig. 1. Endocitosis de NP en cultivos celulares observados con microscopia electrénica de

transmision. A) Interaccion de nanoparticulas con la membrana de las células. B) Endocitosis de
las nanoesferas. C) Nanoesferas en fagosomas (las flechas indican la posicion de las

nanoparticulas) [Vauthier C. y cols, 2003].

Como el higado es un sitio de acumulacion, las NP son capturadas por las células Kupffer

[Couvreur y cols., 1995]. La interaccion de las NP con las células Kupffer abre posibilidades para
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el tratamiento de algunas enfermedades parasitarias y bacterianas, porque las NP, después de
una administracion i.v., pueden ser fagocitadas por los macréfagos de la circulacion sanguinea y
asi llegar a las células infectadas (Kupffer) y liberar el farmaco. Si la comparamos con una forma
farmacéutica convencional, tendria ventaja, porque ésta llegaria en concentraciones minimas a
los macroéfagos; problema que se puede resolver al encapsularlo dentro de NP [Barratt, 2000].
Este tipo de infecciones intracelulares han sido establecidas como un campo de interés para la

liberacion de farmacos por medio de nanoesferas (NE) [Vauthier y cols., 2003].

Se han realizado varios experimentos y se ha comprobado que hay una mayor eficacia
del farmaco encapsulado en NP, que en una forma convencional [Couvreur y cols., 1995; Barratt,
2000]; por ejemplo: se han formulado NE cargadas de ampicilina contra el tratamiento de Listeria
monocytogenes (localizada en macréfagos de higado y bazo) y salmonellosis. Se hizo un estudio
comparativo en donde se administro; por un lado, NP cargadas de ampicilina; y por otro, una
forma farmacéutica convencional de ampicilina. Después de la administracion de NE, la actividad
terapéutica se incrementdé en comparacion con la forma farmacéutica convencional, esto se
corrobor6 con un conteo bacterial, donde se determin6 que habia una reduccion de la poblacion
bacteriana 20 veces menor con la administracion de NE en comparacién del farmaco libre
[Vauthier y cols., 2003]

2.1.5.2 Via oral

En afios recientes se han efectuado diversas investigaciones en donde se emplearon NP
como vehiculos de liberacion oral [Hans y cols., 2002]. La via oral ha sido una de las mas
elegidas; sin embargo, podria tener una pobre disposicidon de algunos farmacos cuando son
absorbidos por el organismo, porque deben cumplir con ciertos requerimientos como:
biocompatibilidad y biodegrabilidad [Jung y cols., 2000]. Ademés de factores inherentes a las NP,

éstas incluyen talla, distribucién, consistencia, hidrofobicidad y propiedades de superficie.
Muchos farmacos tienen poca biodisponibilidad cuando son administrados por esta via.

Para mejorar su biodisponibilidad se ha propuesto la administracién de sistemas

nanoparticulados. Guilles y cols (1997) administraron NP por via oral en donde observaron que

11
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se quedaban adheridas a la mucosa del TGI. Este proceso se realiza en diferentes pasos, como
se observa en la Figura 2. Primero, la suspension de NP es administrada, llega al TGl e
inmediatamente entra en contacto con una porcién de la mucosa intestinal (paso ). El
concentrado de NP actua como un reservorio y sélo una fraccion de las NP es adsorbida por la
capa de la mucosa. Las que no son retenidas en la porcidn inicial del intestino transitan a través
de éste (paso lll), facilitindose la absorcion en pequefias fracciones, las NP que no son

atrapadas se eliminan por las heces (paso IV) [Gilles y cols., 1997].

Administracion Adsorcion
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Fig. 2. Comportamiento adhesivo de un sistema de particulas coloidales después de una

administracion oral) [Gilles y cols., 1997].

Se puede tener un efecto terapéutico prolongado debido a que las propiedades
bioadhesivas de las particulas podrian ser absorbidas sobre la mucosa intestinal e incrementar el

tiempo de residencia en el TGl y asi liberar lentamente el activo [Gilles y cols., 1997]. El
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encapsulamiento dentro de nanocapsulas (NC) mejora y prolonga el efecto terapéutico por la
ruta oral. Sin embargo, las propiedades bioadhesivas de las NP podrian tener interesantes
implicaciones para mejorar la pobre absorcion de farmacos pocos solubles, asi como proteger la
mucosa del TGl [Barratt, 2000].

2.1.5.3 Via subcutanea.

Esta ruta de administracion es comunmente usada cuando las propiedades
farmacocinéticas de un farmaco no son favorecidas por la administracion oral; los farmacos
incluyen vehiculos como: geles, implantes, inyecciones subcutaneas usando sistemas
biodegradables [Robinsén, R. y Lee, V. 1987].

Las NP lipidicas han ganado gran interés en las formulaciones farmacéuticas y
cosmeéticas, pues gracias a su tamafio pueden abarcar una gran superficie, permitiendo formar
grandes peliculas sobre una parte especifica sobre la piel. Esto se puede aplicar en
bloqueadores solares, porque incrementan el efecto hiumedo, lo que contribuye a la proteccion

de la piel de los efectos adversos del sol [Mlller-Goymann, 2004].

Por otra parte, se tendria una liberacion sostenida de principios activos irritantes en altas
concentraciones, ya que por otras vias no es posible administrarlos (intramuscular, oral 0 i.v.)
porque el farmaco dafiaria al organismo. O bien, si se pretende administrar un farmaco por un
periodo prolongado y no se quiera tener dafios fisiologicos, estos farmacos pueden ser
formulados en NP para ser administrados sobre la piel sin que tengan algun efecto irreversible
[Miller-Goymann, 2004].

2.1.5.4 Viaocular
Para el tratamiento de enfermedades oculares, la instilacién topica es las mas escogida

que otras vias de administracion, porque se puede tener una alta absorcion de farmaco sobre el

epitelio corneal, no solo maximiza la liberacién de farmacos a tejidos oculares afectados, sino

13
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también minimiza los efectos sistémicos. De cualquier forma la aplicacién tdpica de farmacos a
los ojos y su efectividad farmacoldgica se ve impedida significativamente por la eficiencia de los
mecanismos de proteccion fisioldgica, los de drenaje y circulacion lagrimal. Cuando los farmacos
son instilados en solucién acuosa éstos son eliminados del area precorneal de 1-2 minutos,
después de la aplicacion, asi que una dosis menor del 3 % del total penetra en el humor acuoso,
y por ende, la accién del farmaco es corta y sera necesario aplicar otra dosis [Robinsén, R. y
Lee, V. 1987].

Debido al drenaje lagrimal y a la estructura hidrofébica del epitelio corneal, la
biodisponibilidad ocular predispone que las soluciones oftalmicas resulten ineficientes. Por lo
tanto, se han experimentado con nuevos sistemas de entrega de farmacos, entre los cuales, los
mas efectivos fueron las NP. Estos sistemas son capaces de encapsular y proteger el farmaco
contra la degradacién enzimatica y quimica, ademas de incrementar el transporte y tiempo de
vida media intraocular. Calvo y cols., 1996, realizaron NP de poly-¢ —caprolactona (PECL),
cargadas con ciclosporina A. Después, las administraron por via tdpica en conejos,
conjuntamente con una solucion oleosa. Las NP lograron mayores niveles de concentracion, en
comparacion con la solucion oleosa. Clavo y cols., 1996, suponen que las NP fueron tomadas
por las células del epitelio corneal, logrando una liberacion por un extenso periodo de tiempo,

ademas de ser bien toleradas.

En otro experimento, Boundelle y cols. (1996) compararon el efecto después de la
administracion tépica de una dispersién de NP cargadas con policarpina por una parte, y de una
solucién (convencional) a conejos por via ocular. En los resultados comprobaron que las NP
tenian mayor retencién debido a su bioadhesividad en comparacion a la solucién convencional.
lindudablemente existe una clara ventaja sobre las formulaciones convencionales, las cuales,
son incapaces de mantener los niveles terapéuticos en estos tejidos. Asimismo se detectaron
bajos niveles de policarpina en sangre, lo cual, indica que se tienen minimos efectos sistémicos

[Bounduelle y cols., 1996].
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2.2 Farmacos administrados por via inhalatoria

2.21 Anatomia del aparato respiratorio

El aparato respiratorio consta de nariz, faringe (garganta), laringe, traquea, bronquios y
pulmones. En lo estructural, se divide en dos porciones estas son 1) vias respiratorias superiores
estas son nariz y faringe; 2) vias respiratorias inferiores, que incluyen laringe, trdquea, bronquios

y pulmones [Tortora, 2002]. En La Figura 3 se observa un esquema de las vias respiratorias.

2.21.1 Vias respiratorias superiores

La nariz incluye una porcion externa que sobresale del rostro y una cavidad interna
para el paso del aire. Los senos paranasales ayudan, en pequefia medida, a calentar y
humedecer el aire inspirado. La cavidad nasal esta dividida en dos mitades laterales o fosas
nasales, por el tabique nasal. [Mellado-Balderas, 2000]. La faringe o garganta es un conducto
ahusado de unos 13 cm. de longitud que inicia en los orificios posteriores de la nariz y llega
hasta la laringe. La faringe constituye un conducto para el paso del aire y alimentos, con una
camara de resonancia para la voz y el sitio donde se alojan las amigdalas, quienes participan en

respuestas inmunitarias contra microorganismos invasores [Tortora, 2002].

Cavidad
nasaly boca

Laringe
y traquea

Pulmch 3 Fulrmah
derecho ' IZeuierdo

Fig. 3. Representacion esquematica del aparato respiratorio [Tortora, 2002].
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2.2.1.2 Vias respiratorias inferiores

La laringe es un conducto corto que se conecta la traquea. Se ubica en la linea media
del cuello, por delante de las vértebras cervicales. La funcién primaria de la laringe es evitar la
entrada de liquidos y/o alimentos a la traquea en los pulmones durante la deglucion, asi como
permitir el paso del aire a la traquea en otros momentos. La traquea es un conducto tubular, por
el cual, fluye aire, tiene 12 cm de longitud y 2.5 cm de didmetro en personas adultas. Se localiza
por delante del eséfago y abarca desde la laringe hasta el borde superior de la vértebra T5 y en

la entrada a los pulmones se divide en bronquio derecho e izquierdo [Tortora, 2002].

Los pulmones son dos 6rganos conicos situados en la cavidad toracica; los separan el
corazon y otras estructuras del mediastino, que divide la cavidad toracica en dos partes
anatémicamente distintas. El pulmon derecho se compone de tres lobulos: superior, medio e
inferior; separados entre si, por fisuras o cisuras horizontales. El izquierdo, de menor volumen
debido a la presencia del corazdn, tiene dos lébulos: superior e inferior [Mellado-Balderas y cols.,
2000].

En el borde superior de la vértebra T5, la traquea se bifurca en los bronquios primarios
derecho e izquierdo, que se dirigen a los pulmones respectivos. Posteriormente, los bronquios
primarios se subdividen en otros mas pequefios: los bronquios secundarios (o lobulares), uno
para cada lébulo pulmonar. Los bronquios secundarios dan origen a los bronquios terciarios
(segmentarios), que a su vez se ramifican en bronquiolos. Estos se dividen repetidas veces y los
mas pequefios se denominan bronquiolos terminales; los bronquiolos terminales se subdividen
en bronquiolos respiratorios. A su vez éstos se subdividen en varios conductos alveolares.
Desde la traquea hasta dichos conductos, existen unas 25 ordenes de ramificacién, es decir, la

divisién ocurre 25 veces entre la traquea y los conductos alveolares [Tortora, 2002].

La circunferencia de los conductos alveolares esta rodeada por numerosos alvéolos y
sacos alveolares. Un alvéolo es una excrecencia en forma de taza con revestimiento de epitelio
escamoso sencillo y ademas es sostén de una membrana basal elastica delgada; mientras que
un saco alveolar consiste en dos 0 mas alvéolos que comparten una abertura comun. Los

macréfagos alveolares son fagocitos errantes que retiran las particulas diminutas de polvo y
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otros desechos de los espacios entre los alvéolos [Tortora, 2002]. En la Figura 4 se observan las

diferentes subdivisiones de los bronquios hasta llegar a los bronquiolos.

2.2.2 Administracion pulmonar

La administracion de medicamentos por via inhalatoria es (til para tratar enfermedades
pulmonares con accién local y disminucién de efectos sistémicos. La liberacion de farmaco al
pulmén a través de la inhalacién parece trivial, pero la efectividad de la terapia pulmonar es
altamente compleja y dificil de lograr. Esto es, porque de todos los dispositivos ocupados para la
administracion pulmonar (aerosol, inhalacién de polvos secos, y nebulizadores), solo una parte
de la dosis liberada llega directamente hacia los pulmones, mientras la otra porcién puede ser
depositada en el estbmago. La porcion de la dosis depositada en el estomago, dependiendo de
su biodisponiblidad, puede absorberse pudiendo contribuir con efectos adversos [Schreier,
2001].
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Fig. 4. Anatomia de los pulmones [Tortora, 2002].
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La deposicion de particulas aerolizadas es mediada por factores como: talla de particula,
forma, densidad, carga e higroscopicidad, ademéas de la geometria de las vias aéreas y factores
fisiolégicos, tales como: patrones de respiracion, flujo dinamico del aire en el tracto respiratorio,
variaciones en la humedad relativa y temperatura dentro de las vias respiratorias. Todas las
particulas menores a 10 um de didmetro son depositadas en alguna extension de la region
pulmonar mediante inhalacién. Una vez, que las particulas aerolizadas son depositadas sobre la
superficie alveolar, ellas tiene que atravesar la barrera capilar-alveolar antes de alcanzar la
circulacion sanguinea [Robinson, R. y Lee, V. 1987]. Se considera que la absorcién de farmacos

en el pulmdn es mucho mas rapida que en el intestino.

Se han disefiado varias formas de liberacion (liposomas, microparticulas, microesferas,
particulas cubiertas y NP) con las que se desea alcanzar altos niveles de concentracion de
farmaco en los pulmones, ofreciendo proteccion en el medio que se encuentren, ademas de un
control de su liberacion. Estos sistemas de liberacion pueden aumentar su biodisponibilidad
debido a su tamario, ya que alcanzan a los alvéolos pulmonares, que son de alta absorcion. Una
ventaja de la nebulizacion de farmacos por sistemas micro - y nanoparticulados se debe a su

tamafio que nanométrico que son facilmente nebulizadas [Dailey y cols., 2003].

La terapia inhalatoria pulmonar tiene algunas ventajas sobre otras rutas como:

a) La superficie del area de los pulmones es extremadamente grande y la permeacién mucosal

de los farmacos es de facil acceso, debido a que las paredes del sistema vascular alveolar

son extremadamente delgadas.

b) La metabolizacion de los farmacos por enzimas intracelulares o extracelulares es

relativamente baja [Takeuchi y cols., 2001].

2.2.3 \Vectorizacion de farmacos en macréfagos pulmonares

Los macréfagos pulmonares son sitios blanco, prometedores para la liberaciéon de

farmacos. En la region no ciliada de los pulmones, se encuentra una linea de defensa,
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responsable de la fagocitosis de particulas inhaladas menores a 5 um de didmetro. La funcion
de los macrofagos pulmonares es eliminar las particulas ingeridas (incluyendo patdégenos), ésto
se lleva a cabo por la produccion de sustancias como proteasas y radicales oxigeno, los cuales,
capacitan a los macréfagos en su funcion. Si, la funcién de los macrofagos es eliminar a ciertos
patogenos facultativos e intracelulares como M. avium y M. tuberculosis. Entonces una opcion
para los vectores es llegar al macréfago infectado y promover un canal de entrada para los
antibiéticos. El potencial para usar liposomas y NP al tejido infectado es que los macrofagos

alveolares, sean un sitio blanco para que asi llegue el farmaco [Schreier, 2001].

Los macréfagos alveolares tiene la capacidad de engullir (ingerir) liposomas. Esto, ha
sido demostrado, en estudios in vivo e in vitro, donde los liposomas son tomados por los
macrofagos alveolares; posteriormente, al ser engullidos liberaran el principio activo en los
macroéfagos alveolares, como fue en el caso de M. avium que es un patdgeno intracelular. En
estudios in vivo se aerolizaron liposomas cargados con ciprofloxacina a ratones infectados con
Francesella tularensis, la cual, es una bacteria intracelular que usan los macréfagos alveolares
como hospedero. Se encontrd que todos los ratones tratados con liposomas cargados con
ciprofloxacina sobrevivieron, mientras los ratones tratados con ciprofloxacina, de una forma
farmacéutica convencional, murieron. Los investigadores atribuyeron que los liposomas fueron
capaces de liberar el farmaco en los macréfagos y prolongar la retenciéon del farmaco en los

pulmones [Schreier, 2001].

Pandey y cols. (2003) realizaron experimentaciones de NP cargadas con farmacos
antituberculosos (rifampicina, isonizacida y pirazinamida), mediante aerolizacién con un
nebulizador tipo Anderson. Esta suspensién de NP fue aerolizada, las gotas tenian un diametro
promedio de un 1 um; y mas del 90 % de las particulas, se depositaron en las regiones
profundas de los pulmones (alvéolos). Posteriormente, se dieron a la tarea de detectar los
principios activos en el plasma, donde identificaron, que después de 6 horas de la administracion
de las NP, y 200 horas después, el farmaco continuaba en el plasma. De igual manera, se
administraron los mismos farmacos por via oral e i.v. Los investigadores notaron que los niveles
plasmaticos administrados por la via inhalatoira fueron mayores en comparacion de farmacos
administrados por la via oral o i.v. Esto sugiere que la via pulmonar puede ser una excelente

opcion para hacer llegar farmacos en altas concentraciones a los pulmones.

19



Introduccion

2.2.4 Aerosoles Farmacéuticos

El tratamiento de enfermedades respiratorias por inhalacion, tiene sus inicios desde la
antigliedad. En aquellos tiempos, ocupaban métodos, en los cuales, involucraba la inhalacion de
sustancias aromaticas, tales como metanol, eucalipto o alcaloides derivados de belladona, entre
otros. La sintesis de agentes terapéuticos para tratamientos como asma y bronquitis crénica,
conjuntamente con la invencion del aerosol de dosis-medida, revolucionaron la forma de
administrar farmacos por inhalacién. La administracion directa a los pulmones por estos
dispositivos reduce la dosis necesaria para producir alivio. Se compar6 la via oral con la via
inhalatoira, y asi observar el efecto toxico, mediante farmacos utilizados para el tratamiento de
asma crénica. Se administraron 400 ug de dipropionato de beclometasona por inhalacion, lo que
fue el equivalente a 5 -10 mg de la dosis oral. En general los efectos toxicos mediante la via

pulmonar fueron minimos en comparacion a la via oral [Ganderton y Trevor, 1992)].

Numerosos estudios experimentales y tedricos han mostrado, que particulas de 1 — 3
Mm, tienen una alta probabilidad de depositarse en la regién de los alvéolos pulmonares
[Ganderton y Trevor, 1992]. Particulas que poseen un didmetro menor a 1 ym son en su mayor
parte exhaladas, y en contraste particulas mayores a 10 pm tienen pocas probabilidades de
llegar a los pulmones, debido a que se quedan en la boca. Por estas razones, terapias
inhalatorias, hoy en dia, dependen de cierta talla en los aerosoles o particulas comprimidas de

polvos, para producir un efecto terapéutico dptimo [Edwards, 1999].

Una gran variedad de dispositivos inhalatorios estan actualmente en el mercado. Los
dispositivos inhalatorios estan divididos en tres categorias: aerosoles de dosis-medida (MDls),
nebulizadores e inhaladores de polvo seco (DPIs). Estos dispositivos contienen ingredientes
activos en solucion o suspension, con particulas finas en un propelente licuado (frecuentemente
fluorocarbonados), el cual, le da la presiéon necesaria para que la suspensidn o solucién sea
expulsado a través de un orifico de la valvula. Las gotitas salen del dispositivo a alta velocidad,
causando una deposicion orofaringea. La cantidad méaxima de farmaco liberado por una sola
presion puede ser de 1- 3 mg en MDIs y DPIs. Los nebulizadores no requieren de propelentes y

pueden generar grandes cantidades de pequefas gotitas, capaces de penetrar en los pulmones.
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En la actualidad, los nuevos sistemas de nebulizacién evitan problemas de sedimentacion y

excesiva deposicion en boca-traquea [Edwards, 1999].

Los nebulizadores modernos tiene la capacidad de expulsar pequefas particulas, que
son capaces de penetrar en la region distal de los pulmones y mejorar la liberacion del farmaco.
Entre varios sistemas de liberacién, considerados para la terapia pulmonar por medio de
nebulizacion, las NP poliméricas biodegradables y los sistemas liposomales son los mas usados.
En investigaciones previas, se ha demostrado, que las NP son mas efectivas que los liposomas.
Ya en que en varios estudios con liposomas han mostrado que las fuerzas de corte generadas
durante la nebulizacién (debido a la alta energia durante la salida de las gotitas en forma de
aerosol), pueden desequilibrar la integridad de los liposomas, ocasionando la ruptura y dafio a
los componentes de éstos, en forma particular, al principio activo encapsulado. Sin embargo, las
NP poliméricas tienen la resistencia necesaria para minimizar el dafio al farmaco, cuando son
disparadas durante el proceso de nebulizacion. Por otra parte, las NP, cuando son aerolizadas,
por medio de los nebulizadores, pueden ser mas faciimente incorporadas al tracto respiratorio

debido a su tamafio nanometrico [Dailey y cols., al. 2003].

Los productos farmacéuticos pueden ser formulados como aerosoles farmacéuticos;

utilizando soluciones, suspensiones, emulsiones, polvos y semisolidos.

Las dispersiones o suspensiones (aerosol de polvo) son las mas cominmente usadas
para la formulacién de aerosoles, debido a que es posible lograr un control mas estricto de la
distribucion del tamafio de la particula, de las gotitas expelidazas de la solucién aerolizada;
presentando una mayor estabilidad. Estas dispersiones estdn compuestas por principio activo,
propelente(s) y solventes. El principio activo estd suspendido o disperso por todo el propelente;
el solvente se emplea para disolver los componentes activos y/o retardar la evaporacion del
propelente. Este sistema es Util para antibioticos, esteroides y otros componentes dificiles de
disolver. Como en toda formulacion, se presentan factores a controlar, los cuales son
aglomeracion, apelmazamiento, aumento del tamafio de la particula y obstruccién de la valvula
del aerosol. Para evitar la aglomeracion y apelmazamiento, un aumento en el tamafio de
particula, evitaria la obstruccion de la valvula del aerosol. Ademas, se han ocupado diferentes
surfactantes para dispersar las particulas, como los agentes dispersantes, los cuales, pueden ser

trioleato de sorbitan, alcohol oleilico, &cido oleico, lecticina y aceite de maiz, que son utiles para
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impedir a que las particulas se aglomeren [Rémington, 1999a]. No solo los factores mencionados
en estos sistemas existen; sino que hay otros factores que afectan a los aerosoles, por ejemplo,
cuando son formulados con particulas micronizadas, se tienen factores como: propiedades del
farmaco y acarreador, talla de particula, presencia de otros componentes, humedad relativa,

comportamiento electroestatico y condiciones de proceso [Ganderton y Jones, 1992].

Ejemplo de una suspensidn para el inhalador de dosis medida es

a) Componente(s) activos (s): micronizados y suspendidos
b) Agente(s) dispersante(s): trioleato de sorbitan, alcohol oleilico, &cido oleilico, entre otros
c) Propelentes: 12/11, 12/114, 14 0 12/114/11

Con los componentes anteriores se puede formular una suspensién, en la que el
principio activo liofilizado se mezcla con agentes dispersantes y propelentes, con ésto se obtiene
una suspension con las caracteristicas necesarias para un nebulizador. El liofilizado puede ser
formado con NP y una mezcla de polvos (lactosa o sucrosa) adecuados para una dispersion o

una suspension para el aerosol.

2.2.5 Suspensiones

Una suspension farmacéutica puede definirse como una dispersion que contiene
material insoluble, finamente dividido y suspendido en un medio liquido. Las formas de
dosificacion en suspensiéon se administran por via oral, se inyectan por via intramuscular o
subcutanea, ademas, de aplicarse sobre la piel en preparaciones tépicas o se utilizan para

propésitos oftalmicos. [Rémington, 1999b].

Hay ciertos criterios que una suspension debe cumplir, una de ellos son que las
particulas dispersadas deben ser de un tamafio tal, que no sedimenten rapidamente en el
recipiente. Sin embargo, en caso de que se produzca sedimentacion, no debera formarse una
pasta dura; si llegara a formarse, debera redispersarse con un minimo esfuerzo por parte del

paciente. Los tres aspectos principales en relacién con las suspensiones son 1) asegurar una
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dispersion adecuada de las particulas en el vehiculo; 2) reducir al minimo la sedimentacién de
las particulas dispersadas y 3) prevenir que estas particulas formen “cake” (sedimento en el

fondo del envase que lo contengan) en el caso que sedimenten [Rémington, 1999b].

2.2.5.1 Floculacion y defloculacion

El potencial zeta (¥;) es una medida del potencial presente en la superficie de una
particula. Cuando el ¥, es relativamente alto (25 mV o mas), las fuerzas de repulsion entre dos
particulas son mayores, que las de atraccion de London; en consecuencia se dispersan y se dice
que estan defloculadas. Aun, cuando se acercan por movimientos arbitrarios, las particulas
defloculadas resisten la colision debido a su alto potencial superficial. La adicién de un ion
adsorbido preferencialmente, cuya carga sea de signo opuesto al de la particula, producira un
descenso progresivo del W,. A cierta concentracién de ion afiadido, las fuerzas de repulsion
estaran lo suficientemente disminuidas como para que predomine las de atraccién; en estas
condiciones, las particulas pueden aproximarse mas entre si y formar agregados laxos, llamados

floculos; se dice entonces que el sistema esta floculado [Rémington, 1999b]

2.2.5.2 Sedimentacion y su control

Con el fin de controlar la sedimentacion del material disperso en suspension, el
formulador debe conocer los factores fisicos que afectan la velocidad de sedimentacion de las

particulas en condiciones ideales y no ideales.

a) Humectacion o mojado de las particulas: para obtener una suspensién es indispensable que
el liquido humecte las particulas del solido, si esto no ocurre no se puede dispersar una fase
en la otra. Por lo general, muchos de los principios activos son insolubles en el medio
acuoso; por lo tanto, se requiere de agentes humectantes para hacer una suspensién. Los

mas comunes son span, lauril sulfato de sodio, polisorbatos, entre otros.
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b)

Velocidad de sedimentacion: nos determina el tiempo en el que se producira un depdsito de
particulas “cake”, durante su tiempo de almacenamiento. Ademas, este pardmetro nos indica
si es necesario aumentar o disminuir el tamafio de particula 0 aumentar la viscosidad del

medio.

Tamario de particula: Cuando se formula una suspension se debe de tener un tamafio de
particula adecuado y garantizar que se mantenga, debido que particulas mayores a 5 pm
ocasionan una textura desagradable; por lo tanto, se requieren particulas con menor tamario.
Ademas la disminucidn del tamafio de particula reduce la velocidad de sedimentacién, asi

mismo tiene influencia con la velocidad de liberacién del principio activo.

Control de la viscosidad: Las propiedades reoldgicas de una suspension farmacéutica debe
tener la caracteristica que cuando se encuentren en reposo tengan una elevada viscosidad;
asi se evitan procesos de sedimentacion “cake” y agregacion, pero al agitarla, la viscosidad
se reduce para permitir la reconstitucion y homogenizacion necesaria; por lo tanto, se
necesitan vehiculos plasticos o pesudoplésticos, de forma que en reposo sus viscosidades
aparentes sean elevadas y retrasen la sedimentacién, mientras con la agitacion, disminuya

la viscosidad y se pueda realizar una administracion facil y adecuada.

Control del potencial zeta: Cuando las particulas se encuentran muy cargadas, se suele
modificar las fuerzas de repulsién interparticulares con el fin de lograr un estado de
floculacion. Esto se puede lograr con la adicién de electrélitos a la suspension, favoreciendo
que en la suspension no se forme un “cake” [Vila, 2001].

2.2.5.3 Velocidad de sedimentacion

La velocidad de sedimentacion en una suspension esta relacionada con el tamafio de las

particulas, al igual que la densidad y la viscosidad del medio de suspension. EI movimiento

browniano puede ejercer un efecto significativo, y ademas la ausencia o presencia de floculacion

del sistema.
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La velocidad de sedimentacién de una suspension uniforme de particulas esféricas esta

regida por la ley de Stokes:

Donde:

r = radio de la particula

D?(p1-p2)g v= volumen de sedimentacion
Ve——m—m—— D= diametro de la particula
18n 01= densidad de la particula

p2=densidad del liquido
9= gravedad

n= viscosidad

La ley de Stokes se cumple sdlo si el movimiento de las particulas hacia abajo no es lo
suficientemente rapido para causar turbulencia o que la suspension tenga menos de 2 g de
solidos por 100 ml. Si bien, las condiciones de una suspension farmacéutica no estéan
estrictamente para cumplir la ley de Stokes, la ecuacién de Stokes suministra factores que deben
influir en la velocidad de sedimentacion. Por consiguiente, se reduce si disminuye el tamafio de
las particulas, siempre y cuando éstas se mantengan en estado defloculado; pero, si las
particulas forman un sedimento muy compacto superando las barreras energéticas, se pueden
unir irreversiblemente. La velocidad de sedimentacién es una funcion inversa de la viscosidad del
medio de dispersién. Sin embargo, no es deseable una viscosidad muy alta del medio, en
especial, si el medio suspensor es newtoniano y no se fluidifica por agitacion, dado que resulta
dificil la redispersion del material que se ha sedimentado. El tamafio real, que se hace
significativo el movimiento browniano, depende de la densidad de la particula, asi como, de la
viscosidad del medio de dispersion [Rémington, 1999b]. Existen casos en los que no es posible
que una suspension cumpla con la ecuacién de Stokes: como en el caso de las suspensiones
concentradas a mas de 10 g de solidos por 100 ml; con tamafios heterogéneos o si las particulas

son irregulares [Vila, 2001].
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2.2.5.4 Floculacion controlada

Cuando se tiene una suspension défloculada y se quiere producir floculacion, se le debe
agregar un agente floculante como los electrolitos, polimeros o tensoactivos. El objetivo es
controlar la floculacion, afiadiendo la cantidad de agente floculante que dé como resultado un
volumen maximo de sedimentacion. Es probable, que los electrolitos sean los agentes
floculantes mas utilizados, éstos reducen las fuerzas eléctricas de repulsién entre particulas, lo
que permite que las particulas formen floculos laxos tan caracteristicos en las suspensiones
floculadas. Dado que la capacidad de las particulas es juntarse y formar un floculd, dependeria
de su carga superficial. Cuando se le afiade un electrolito a la suspension y se le mide el W, nos
proporcionaria informacion valiosa para el grado de floculacion en el sistema [Rémington,
1999b].

2.3 NANOPARTICULAS

2.3.1. Generalidades

Las NP son definidas como particulas coloidales sélidas, con talla submicrénica (entre
10 y 1000 nm); pueden estar formadas con materiales de naturaleza polimérica, que suelen ser
biodegradables o no; también son utilizadas como acarreadores farmacéuticos. Si se comparan
con otros acarreadores coloidales, como los liposomas, las NP presentan una mayor estabilidad,
cuando estan en contacto con fluidos biologicos; debido a su naturaleza polimérica son mas
susceptibles de convertirse en sistemas de liberacién prolongada y controlada. [Pifion-Segundo y
cols., 2003].

Las NP pueden ser clasificadas como nanocapsulas (NC) y nanoesferas (NE). La
diferencia entre estas dos estructuras esta ligada a su morfologia y arquitectura como se
muestra en la Figura 5. Las NC son sistemas vesiculares, en las cuales, el farmaco en solucion
acuosa u oleosa esta confinado en el centro de la particula, rodeado por una membrana

polimérica; asi también, puede ser considerado como un sistema reservorio. Las NE son
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sistemas matriciales donde el farmaco se encuentra dispersado por toda la particula [Brigger y
cols., 2002].

Matriz
polimérica Membrana

polimérica

Centro oleoso
0 acuoso

Nanoesfera Nanocapsula

Fig. 5. Representacion esquematica de las NE y NC [Brigger y cols., 2002].

Los polimeros, generalmente, se componen con poliésteres, tales como acido polilactico
(PLA), acido polilactico-co-glicolico (PLGA) y poli-c-caprolactona (PECL), estos son cominmente
usados en el area clinica por su alta seguridad. EI PLGA con una relaciéon 50:50 de lactico y
glicélico; hidrolizan rapidamente que aquellos que contienen una mayor proporcién, de
cualquiera de los dos mondmeros [Brannon-Peppas, 1995]. Estos polimeros son derivados de
mondmeros (metabolitos naturales del cuerpo); asi la degradacion de estos materiales produce
el correspondiente hidroxiacido, convirtiéndolos en sistemas seguros para su uso in vivo. La
biocompatibilidad de los mondmeros es el fundamento de la biocompatibilidad del polimero. Los
acidos lactico y glicélicos entran al ciclo de los &cidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, que
posteriormente, son eliminados del cuerpo como biéxido de carbono y agua [Pifion-Segundo y
cols., 2003].

2.3.2 Métodos de preparacion
Las NP pueden ser preparadas por métodos que involucran la polimerizaciéon de

mondémeros dispersos o por la dispersion de polimeros preformados, utilizando materiales de

origen natural o sintético. De forma general, la preparacion de NP, a partir de la polimerizacion
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de mondmeros, presenta diversos inconvenientes, pues los productos de reaccién podrian no
compatibilizar entre si con el activo, provocar irritacion, y ademas suelen dejar residuos toxicos.
Con lo anterior, desde el punto de vista farmacéutico, se prefiere la preparacion de NP a partir de

polimeros ya formados [De Jaeghere y cols., 1999].

Las técnicas de preparacion de NP con polimeros preformados se pueden clasificar en cuatro

categorias:

) Emulsificacion — evaporacion
) Desplazamiento de solvente
c) Adicion de sales o insolubilidad por soluciones salinas

Emulsificacién - difusion

En forma general, estas técnicas presentan similitud, ya que, todas ocupan una solucion
organica, que funciona como fase interna durante la preparacion de las NP, fase que contiene el
polimero y principio activo; la fase acuosa funciona como fase externa, ésta contiene los
estabilizantes (medio de dispersion). Con estas técnicas se tiene un bajo rendimiento de
encapsulacién para farmacos solubles en agua, porque tienden a dirigirse por la fase externa, asi
que estas técnicas son consideradas eficientes para farmacos lipéfilos [Quintanar- Guerrero y
cols., 1997a.

A continuacién se explican de manera general las técnicas de emulsificacion -
evaporacion y desplazamiento de solvente, y también se describen aspectos importantes para
las dos técnicas que serdn empleadas en este proyecto: adicion de sales y emulsificacion-

difusion.

2.3.2.1 Técnica de emulsificacién-evaporacion
En esta técnica el polimero y el farmaco son disueltos en un solvente inmiscible en agua,

los que seran emulsificados en una solucién acuosa que contiene un surfactante. Esta emulsién

es expuesta a una fuente de alta energia, tal como un dispositivo de ultrasonido o se hace pasar

28



Introduccion

a través de homogenizadores, molinos coloidales o microfluidizadores. El objetivo es reducir el
tamafio de la particula, seguida por una remocion del solvente organico por calor o vacio,
obteniendo, finalmente, la formacién de una dispersion fina de NP [AIvarez-Roman y cols., 2000].
Una representacion esquematica se presenta en la Figura 6. Este método es sugerido para la
produccion de NE, con diferentes polimeros como: PLGA, PECL y derivados de celulosa. Los
solventes organicos utilizados por este método son comunmente cloroformo y cloruro de
metileno, y los agentes estabilizantes incluyen a los polisorbatos, poloxameros y alcohol
polivinilico (PVAL). Este método ha permitido el encapsulamiento con alta eficiencia de principios
activos como testosterona, indometacina y ciclosporina A [Quintanar-Guerrero y cols., 1997a].
[Tortora, 2002].

SOLUCIGN ORGANICA
Polimero y principio

activo en un solvente no
miscible en agua

SOLUCIGN _ACUOSA

Estabilizante en agua

Fig. 6. Representacion esquematica de la técnica “emulsificacion-evaporacion” para obtener NP
[Quintanar-Guerrero y cols., 1997]
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2.3.2.2 Técnica de desplazamiento de solventes

La formacion de NP por este método fue descrito por Fessi y cols., en 1989. Se basa en
el desplazamiento rapido del solvente de una solucién formada por un solvente semipolar,
soluble en agua, como es el caso de la acetona; aunque, también puede usarse etanol y
metanol. El polimero, principio activo y, opcionalmente un estabilizante lipofilo (fosfolpidos) es
adicionado o inyectado a otra solucién que contiene un estabilizante (PVAL o poloxamer 188)
hallandose en agitacion mecanica. Las NP se forman instantaneamente por una rapida difusion
del solvente, posteriormente, el solvente es eliminado de la suspensién por la evaporacion, bajo
presion reducida [Alvarez-Roman y cols., 2000]. Esta sencilla técnica se muestra en la Figura 7.
La aplicacion de este método se limita a farmacos muy solubles en solventes polares, pero,
ligeramente, solubles en agua para evitar la pérdida de farmaco durante la difusion del solvente.
Este método facilita la obtencién de NP y NC sin necesidad de formar previamente una emulsion

[Pifion-Segundo y cols., 2002].

2.3.2.3 Técnica de adicion de sales

La técnica estd basada en la separacidén (inmiscibilidad) de un solvente organico
semipolar soluble en agua, por ejemplo: acetona, acetato de etilo (AE), entre otros, debido a sus
propiedades solubilizantes y a la conocida separacion de soluciones por electrolitos. El polimero
y el activo son disueltos en el solvente organico, y la solucién se emulsifica con agitacién
mecanica vigorosa en un gel acuoso que contiene una sal como el cloruro de magnesio, cloruro
de calcio 6 acetato de magnesio, y ademés de un estabilizante coloidal: el PVAL. Esta emulsién
aceite/agua (O/W) se diluye con agua para permitir la difusion del solvente orgénico hacia la fase
acuosa, induciendo la formacion de NE. Posteriormente, el solvente y el electrolito son
eliminados por filtracion tangencial o centrifugacion [Quintanar—Guerrero y cols., 1997a]. La

Figura 8 muestra el procedimiento de la técnica de adicion de sales.
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SOLUCION ORGANICA

Polimero, principio
activo y estabilizante
en el solvente polar

A%

SOLUCION ORGANICA

Estabilizante en agua

NP [Quintanar-Guerrero y cols., 1997].

Fig. 7. Representacion esquematica de la técnica “desplazamiento de solventes” para obtener

Aunque el mecanismo de formacién no ha sido propuesto, éste podria tener cierta similitud con
el observado por la técnica de desplazamiento de solvente. Las ventajas de esta técnica radican
en la posibilidad de incorporar altas cantidades de polimero y activo con excelentes
rendimientos; ademas, existe la posibilidad de escalamiento industrial. Por otro lado, esta técnica
se limita a activos solubles en los solventes antes mencionados, asi como electrolitos que
permiten la separacion de fases sin precipitacion, y los estabilizantes solubles y compatibles con
los electrolitos que no coacerven en presencia del solvente organico [Quintanar-Guerrero y cols.,
1997a).
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SOLUCION ORGANICA

Polimero y principio
activo en un solvente
I no polar

SOLUCION ACUOSA

Estabilizante y
electrolito

Fig. 8. Representacidn esquematica de la preparacién de NE por el método “adicién de sales”
(S-O) [Quintanar-Guerrero y cols., 1997].

La técnica de adicion de sales permite la utilizacién de polimeros preformados (por
ejemplo poliésteres), éstos evitan problemas en la polimerizacién de mondmeros e iniciadores a
veces toxicos y dificiles de eliminar. Sin embargo la utilizacién de agentes “salting out” a veces
toxicos y una velocidad de agitacién muy elevada, en ocasiones son limitantes de la técnica

[Montasser y cols., 2000].

Esta idea fue propuesta por Bisdchaedler y cols., en 1990, posteriormente fue
optimizada por Alleman y cols., (1992) para preparar sistemas coloidales a base de polimeros
sintéticos. El procedimiento implica por una parte; la disolucién de un polimero hidrofilico (PVAL)

en una solucion saturada de un agente salino, como cloruro de magnesio, para obtener un gel
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viscoso; méas un polimero insoluble en agua (por ejemplo derivado de celulosa) que se disuelve
en solventes miscibles como acetona, metiletilcetona (MEC) 6 acetato de etilo, que son solubles
en todas las proporciones con agua. La presencia de una gran concentracion de electrolitos
solvata las moléculas del agua, iniciando la difusion del solvente organico (en el agua) y la
formacion de una fase homogénea. Este proceso permite la emulsificacion de ambas fases bajo
la agitacion mecanica [Montasser y cols., 2000]. La dilucion progresiva del medio, mediante la
adicion de agua permite la difusion del solvente en la fase interna (fase acuosa). Proceso que
permite la agregacion del polimero insoluble en agua, formando particulas nanomeétricas

[Montasser y cols., 2000].

La seleccion del electrolito esta basada en sus parametros termodinamicos (energia libre
de hidratacion) que permiten la separacion de ambas fases liquidas. La emulsificacion de la fase
organica en la fase acuosa, sin precipitacion del agente salino, después de la dilucién del medio
[Montasser y cols., 2000]. La utilizacién de una sal basica, como el acetato de magnesio, da
lugar a una sal neutra o acida (cloruro de magnesio) que mejora la absorcion de principios
activos basicos como por ejemplo la savoxepina (pka=8.5). El aumento del pH en la fase acuosa
evita la solubilizacion de la savoxepina en la fase externa [Montasser y cols., 2000].

2.3.2.4 Técnica de emulsificacion-difusion

Esta técnica es una modificacion del proceso de adicion de sales, pero no se ocupan
sales; por lo tanto, no se requiere tiempos prolongados de purificacion. Asi mismo, involucra el
uso de solventes parcialmente solubles en agua como: AE, acetato de metilo, acetato de
isopropilo, alcohol bencilico, carbonato de propileno y MEC, éstos deben ser, previamente,
saturados con agua para alcanzar un equilibrio termodindmico en ambos liquidos.

En esta técnica se tienen dos fases:

a) La fase organica en donde se tiene el solvente saturado de agua, en el cual, se

encuentra el principio activo a encapsular y el polimero.
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b) La fase acuosa, compuesta por agua saturada de solvente, en donde se encuentra el

estabilizante (poloxameros o PVAL).

Estas dos fases se emulsifican con agitacion mecénica vigorosa formando una emulsion
O/W. Después se adiciona agua a la emulsion, lo que causa que el solvente organico se difunda
hacia la fase externa, provocando la formacién de NP. Posteriormente, el exceso de solvente es
retirado, por medio de destilacion o por filtracién tangencial, obteniendo NP libres del solvente
organico [Quintanar-Guerrero y cols., 1998]. Los pasos de la técnica de obtencion de NP por la

técnica de emulsién-difusion se muestran en la Figura 9.

SOLUCION ORGANICA
Palimera v principio activa en
un salvente parcialmente
soluble en agua

SOLUCION ACUOSA
Estabilizante en agua

Adicidn
de agua

Fig. 9. Representacion esquematica de la técnica E-D para obtener NE [Quintanar-Guerrero y
cols., 1997].
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Esta técnica presenta algunas ventajas sobre los otros métodos: a) el uso de solventes
orgénicos aceptados farmacéuticamente como es el caso de la MEC y AE, considerados como
los disolventes menos toxicos y con menor riesgo para la salud humana; b) no necesita paso de
homogenizacion; c) es altamente productivo; d) reproducibilidad de lote a lote y €) con grandes

posibilidades de escalamiento industrial [Quintanar-Guerrero y cols., 1998].

Por ofra parte, como todo método tiene sus desventajas: a) eliminacion de altos
volumenes de agua de la suspension; b) la probable salida del farmaco hacia la fase externa
durante la emulsificacion [Quintanar-Guerrero y cols., 1998]. La formacion, por este método,

involucra una serie de fendmenos secuenciales, como se observa en la Figura 10.

PLGA y solvente

Solvente Agitacion Agua
—

— —> —

Agua

Saturacién Agua y estabilizante Emulsién aceite/agua

a o oo
0 5,20
oy OQ: o
:} en T2 aa
0 O

oo oo,

Suspension de NP
estahilizadas

Difusion Agregacion del

polimero El PVAL |§| NP

Fig. 10. Descripcién de los fendmenos ocurridos para la formacién de NP por la técnica de E-D.
[Quintanar-Guerrero, et al, 1997b; Hye-Young, et. Al. 2001].

Primeramente hay una mutua saturacion del solvente organico con el agua y agua con el
solvente organico. Esta saturacién favorece la existencia de un estado de equilibrio

termodinamico entre los dos solventes. Después de la mutua saturacién de los dos solventes, el
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solvente organico saturado es mezclado con PLGA y el principio activo; en tanto que, al agua
saturada se le adiciona el estabilizador. Posteriormente, se procede a una agitacion vigorosa, lo
que causa una dispersion en la solucién del solvente, formando glébulos que se encuentran en
equilibrio con la fase continua; el agente estabilizante es, después, adsorbido sobre el area
interfacial creada. La adicién del agua desestabiliza el sistema, causando que el solvente se
difunda hacia la fase externa. Durante el transporte del soluto, nuevos glébulos de talla
nanométrica son producidos, los que, gradualmente llegan a ser pobres en solvente. Como
resultado, los nuevos globulos formados se transforman en diminutos agregados de polimero,

solido con una forma esférica [Quintanar-Guerrero y cols., 1998; Hye-Young y cols., 2001].

2.3.3 Nanoparticulas cargadas con colorantes fluorescentes

El uso de NP encapsuladas con colorantes fluorescentes proporciona variedad de
aplicaciones en las investigaciones; por su tamafio nanométrico, las NP, son ocupadas para tefir
tejidos o localizar algin tumor; asi como marcador en la circulacién sanguinea, estomago,
intestino o cualquier otro érgano interno en animales de experimentacion, ésto con la finalidad de
determinar si el marcador llega al lugar deseado. A nivel celular, también, se puede realizar; las
NP pueden ser engullidas por diferentes células, como monocitos, linfocitos o macréfagos.

Algunas de las aplicaciones de las NP cargadas con RN se presentan a continuacion.

La primera es de Ganem-Quintanar y cols., (1998) quienes prepararon NP
biodegradables de PLA por la técnica de emulsificacion — difusion, cargadas con un marcador
fluorescente (RN); tenian una talla promedio de 300 nm. Al obtener las NP realizaron estudios in
vitro con mandibula porcina. Mediante microscopia confocal laser observaron como las
nanoparticulas penetraban a través del epitelio dentogingival. Con esto, ellos proponen un
tratamiento para enfermedades periodontales mediante el uso de NP [Ganem—Quintanar y cols.,
1998].

Ademas, se han ocupado como un sistema acarreador para atravesar la barreara

hematoencefalica. Un grupo de investigadores administraron NP por via i.v. en ratones, con un

caracter lipidico, atravesaron la barrera hematoencefalica; adhiriéndose a las células endoteliales
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del cerebro. Esto fue determinado mediante microscopia electronica donde se observé una
difusién del colorante en los tejidos del cerebro. Una ventaja de poder atravesar la barrera
hematoencefalica es administrar farmacos en enfermedades como tripanosomiasis, donde el
agente etioldgico se halla en el cerebro; ya que los medicamentos ocupados para este tipo de
tratamiento tienen poca afinidad al sitio de accion y una alta neurotoxicidad [Gessner y cols.,
2000].

La segunda es de Nguyen y cols., (2003), quienes realizaron NP con &cido polilactico
(PLA) y acido polilactico- metoxipolietilenglicol (PLA- MePEG), que fueron adicionadas a una
mezcla de linfocitos y monocitos (aislados de suero humano). Posteriormente, esta mezcla (NP,
monocitos y linfocitos) se incub6 por 30 minutos a 37 ° C con agitacion moderada. La medicion
de la interaccion de NP con las células sanguineas se realizd con un densitometro, donde se
midié la fluorescencia asociada de los monocitos (por que estas células actuan como fagocitos
eficientes). Estudio que demostré la minima interaccion de NP de MePEG con las células
sanguineas que fue de un 20 %. Los resultados sugieren que el MePEG actua interfiriendo en el
proceso de opsonizacién de las NP con los monocitos y linfocitos. Logrando que las NP

permanezcan tiempos prolongados en la circulacion sanguinea.

La tercera es de Takeuchi y cols, (2001), quienes realizaron NP con polietilenglicol y
colorante RN, se les evalu6 la adhesividad en el saco intestinal de rata; para contar el nimero de
particulas, con talla submicrénica adheridas, fue necesario la utilizacion de medios
fluorométricos. Se determino que las NP se encontraban en mayor numero en duodeno;

posteriormente en jejuno y finalmente, en ileum [Takeuchi y cols., 2001].

2.4 Tuberculosis

241 Generalidades
En las ultimas décadas, mas de 30 nuevas enfermedades infecciosas han sido

identificadas. Algunas de éstas son el SIDA, Fiebre del Ebola, Encefalitis, Sindrome Pulmonar,

Fiebre Hemorragica, Hepatitis C, D y E; entre otras. Durante éste mismo periodo, algunas
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enfermedades infecciosas, que ya se habian determinado como extinguidas, han resurgido como
el caso de la TB, debido a la resistencia de farmacos antituberculosos, factores sociales, asi

como los viajes, el desplazamiento social y la pobreza [Snell, 2003].

Entre los diferentes factores asociados al resurgimiento de la TB, los de mayor importancia son

los siguientes:

a) Constitucion genética: algunos individuos y grupos étnicos tienen mayor susceptibilidad a
padecer la enfermedad, posiblemente por la participacion de las moléculas del complejo
mayor de histocompatiblidad (CMH).

b) Condiciones socioecondmicas: la incidencia de la TB es frecuente en las clases sociales
con menos recursos econdmicos; las condiciones de marginacion como desnutricion,
hacinamiento, falta de servicios sanitarios, falta de servicios de agua potable, atencién
médica baja escolaridad; los grupos de alto riesgo (nifios, ancianos, drogadictos) son

determinantes [Medina-Varela, 2001, Garcia y cols., 1995].

Ademés, con el advenimiento de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y la diabetes mellitus, resurge la TB como una de las enfermedades de mayor
importancia en la salud publica, al modificar su magnitud y naturaleza [Medina-Varela y cols.,
2001]. Por lo tanto, en la década de los afios noventa la OMS declaré a la TB como emergencia
global [Soto, 1997].

A pesar de los avances e investigacion en los ultimos cien afios sobre el tratamiento y
prevencion para esta enfermedad, continan muriendo millones de personas cada afio, parece
extenderse al continente Africano y el sureste de Asia [Collins, 1998]. De acuerdo con la OMS el
90 % de los nuevos casos de TB se encuentran en paises del tercer mundo, convirtiéndose en

una de las infecciones bacteriales mas importantes del mundo [Milian-Suazo y cols., 2002].
La mayoria de los casos de TB en el hombre son causados por M. tuberculosis,

ademas de existir otros especies como: M. avium, M. boris, M. bovis, M. kanasassi, entre otras

menos comunes: M. xenopi, M. szulgai, M. gordaonae [Tierney, 2003].
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La incidencia de la TB ha cambiado draméticamente, desde el siglo pasado, de una
enfermedad que afectaba principalmente a infantes, jovenes y adultos en grandes comunidades
urbanas; ahora empieza a expandirse principalmente a hospitales, casas hogar, albergues y

prisiones [Rasolofo-Razanamparanya y cols., 2000].

La quimioterapia ocupada inicialmente contra la TB, habia resultado satisfactoria, hasta
mediados del siglo pasado, para disminuir la mortalidad de esta enfermedad en Europa y Norte
América, asi como, en paises del tercer mundo donde la TB empez6 a incrementarse seriamente
por problemas de salud publica. La severidad del problema ha sido indudablemente agravada
por la epidemia del VIH, la cual, continla causando muchas muertes a través de Africa, Asia y

gran parte de Latinoamérica [Collins, 1998].

En paises asiaticos y africanos encontramos a la TB con los mayores indices de
infeccidn, se tienen reportes que en la India, China, Bangla Desh y Pakistan se hallan mas de la
mitad de los casos de la enfermedad en todo el mundo. Esto se debe a las condiciones de salud
antes mencionadas. En paises del centro de Europa, Norte y Sudamérica, asi como el
Mediterraneo no hay tanta incidencia; sin embargo, en paises del centro de Africa va en aumento
su tasa de incidencia (de hasta 290 casos por cada 100 000 habitantes), este incremento esta
fuertemente asociado con la infeccién de VIH, donde los paises mas infectados son Botswana,
Sur de Africa, Zambia y Zimbabwe [Frieden y cols., 2003].

La tasa de mortalidad por TB en México es elevada, ya que se tiene un promedio de
morbilidad de 21 infectados por cada 100 000 habitantes, segln la Secretaria de Salud (SSA)
(www.ssa.gov, 2002), en comparacion con los paises desarrollados donde las tasas son
menores al 0.5 por cada 100 000 habitantes [Trejo y cols., 2003].

24.2 Patogénesis de la infeccion con M. Tuberculosis
Los pacientes infectados con M. tuberculosis, en la mayoria de los casos, no muestran

signos de la enfermedad, solamente un 10 % de los individuos infectados pueden desarrollar una

reactivacion de la enfermedad durante su tiempo de vida. Mucha gente considera a la TB como
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un patbgeno ineficaz, porque solamente una pequefia proporcion de la poblacién infectada
muestra signos. De cualquier manera, los recientes brotes en el mundo muestran répidamente

como la infeccion es establecida y expandida [Honer y Rusell, 2001].

M. tuberculosis tiene grandes capacidades asociadas a su patogénesis, esta
capacidades le permiten; sobrevivir y replicarse dentro del hospedero (fagocitos mononucleares),
donde el acceso de farmacos antituberculosos es limitado [Quenelle y cols., 1999]. Este
microorganismo tiene la habilidad especifica de permanecer adormecido y de sobrevivir
prolongados periodos de tiempo, dentro de los tejidos del hospedero sin, causar sintomas

clinicos al paciente [Honer y Rusell, 2001].

2.4.3 Infeccion con M. Tuberculosis

La infeccion por M. tuberculosis se contagia de persona a persona, en la cual, el
portador se encuentra enfermo de los pulmones. Cuando el paciente enfermo tose: expulsa
aerosoles (gotitas con un diametro de 3 — 5 ym), que contienen organismos viables [Tierney,
2003; Tossi y Ellner 1998; Collins, 1998]. La(s) persona(s) que estén en contacto con el portador
de M. tuberculosis y sean susceptibles, inhalan estas gotitas dispersas en el aire (éstas
contienen los organismos vivos). Estos bacilos tuberculosos pueden alcanzar los alvéolos
pulmonares y como una respuesta inmune del cuerpo, son ingeridos por macrofagos alveolares
produciendo una infeccién pulmonar. Las bacterias que logran escapar de los macréfagos, tienen
una caracteristica en su adaptacién, ya que emplean varias moléculas celulares que se
encuentra sobre la superficie de los macréfagos (receptores fibroliticos y receptores de manosa)
con quienes adquieren acceso al espacio intracelular. De esta forma y con algunos otros eventos
celulares (alcalinizacion del fagosoma, prevencion de fusion fagosoma - lisosoma y escape de

fagosoma), la M. tuberculosis evade los mecanismos de muerte intracelular naturales.

Cuando se desarrolla una respuesta inmune por las células T y macréfagos, estos
rodean a la micobacteria formando un granuloma, la cual, limita su multiplicacién y propagacion.
Asi la infeccion es contenida, pero no erradicada, permaneciendo afios 0 décadas dentro del

organismo. Los individuos con esta infeccion no tienen una enfermedad activa y no pueden

40



Introduccion

transmitir los organismos a otras personas. Sin embargo, es posible que la infeccion se reactive,
si se produce deterioro en las defensas inmunitarias del huésped, debido a los diversos
trastornos como: la gastrotectomia, silicosis, diabetes mellitus e infeccion por VIH, tratamiento

con corticoesteroides u otros farmacos inmunodepresores [Tierney, 2003].

Si la infeccion no es controlada ésta micobacteria empieza a crecer, culminando con la
ruptura de los fagocitos infectados y de esta manera la infeccién se extiende a otras células por
la circulacion sanguinea, dafiando tejidos, antes de desarrollarse una respuesta inmune eficaz
del huésped contra la micobacteria. Si la infeccion se extiende la circulacién sanguinea, llega a
bazo, rifiones, huesos y al sistema nervioso central (en su mayoria nifios, ya que ellos ain no
tienen desarrolladas por completo sus defensas). El desarrollo de la infeccion continua
extendiéndose a pesar de una respuesta inmune celular, ya que esta respuesta es incapaz de

limitar el desarrollo de la infeccidn dentro de los pulmones [Collins, 1998].

24.4 Signos y sintomas

La TB es a menudo asintomatica, de modo, que existe la probabilidad de que el paciente
no muestre sintomas, excepto una vaga sensacion de “no encontrarse bien”. La tos crénica es el
sintoma pulmonar mas frecuente; puede ser seca al principio, pero al avanzar la enfermedad, se
produce con esputo amarillento o verdoso, ésto ocurre por lo general, cuando el paciente se
levanta por la mafiana. Otro sintoma es la disnea que puede ocurrir debido a la rotura del tejido
pulmonar o la existencia de un derrame pleural, causado por una reaccion inflamatoria intensa,
ya que el material gaseoso fue liberado por un pequefio granuloma, signo que por lo regular,

sugiere una infeccion reciente o TB primaria progresiva [Mellado-Balderas, 2000].

Los sintomas de la TB son caracteristicos, ya que progresan de manera lenta:
1. malestar general

2. anorexia

3. pérdida de peso
4. fiebre
5

sudores nocturnos
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Cuando se les realiza un examen fisico a pacientes con TB suelen presentarse
cronicamente enfermo y desnutrido. En las radiografias del térax no existen hallazgos
especificos de infeccién tuberculosa (crecimiento de ganglios linfaticos hiliares y paratraqueales,

asi como atelectasia segmentaria) [Tierney, 2003].

2.4.5 Infeccion de tuberculosis a enfermos con VIH.

Las condiciones de una débil inmunidad incrementan la posibilidad de provocar una
infeccion primaria y por lo tanto, incrementar el desarrollo M. tuberculosis. En personas
infectadas con VIH corren un alto riesgo para desarrollar TB, cuando estan infectados con esta

micobacteria, ya que M. tuberculosis es cominmente oportunista [Tossi y Eliner, 1998].

Recientemente, la infeccién por VIH se ha sumado a la larga lista de factores de riesgo,
y en la actualidad constituye el de mayor asociacion con el desarrollo de TB. En sujetos VIH

positivos existen situaciones en relacion con la TB, son las siguientes:

1. Representa un riesgo importante que ocasiona deterioro en la calidad de vida y de sus
funciones cotidianas.

2. Mayor frecuencia de infecciones ante la exposicion del bacilo; ya que, un individuo con VIH
positivo tiene mayores posibilidades de ser mas susceptible a la exposicion, que un
individuo VIH negativo.

3. Cuando los pacientes VIH positivos desarrollan TB activa, son mas frecuentes las
localizaciones extrapulmonares, sufren mayor nimero de recaidas y la mortalidad es mas
elevada.

4. Se infectan por cepas de M. tuberculosis mas resistentes a uno o a mas farmacos
antituberculosos, desarrollando la enfermedad.

5. Sefiala la probabilidad de que el padecimiento no se diagnostique en vida del paciente.
La magnitud del problema destaca la importancia para reforzar la prevencién y el control

de la TB en estos pacientes. La herramienta con la que se cuenta para disminuir la transmision

es la busqueda y el tratamiento de los casos de TB activa. Esta actividad presenta graves fallas;
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porque existe una diferencia entre la tasa notificada y la tasa estimada; por lo tanto es probable
que se diagnostique sblo una tercera parte de los pacientes. La frecuencia de TB activa
detectada en pacientes con VIH indica la posibilidad de presentacién de brotes nosocomiales,

institucionales o comunitarios en México [Garcia y cols., 1995].

2.4.6 Tratamiento

La meta del tratamiento es asegurar la cura de la TB sin recaidas, prevenir la muerte,
detener la transmision y prever la resistencia a farmacos por M. Tuberculosis [Frieden y cols.,
2003]. Casi todos los tratamientos recomendados tienen dos basados en ensayos clinicos
extensivos. Hay una fase inicial intensiva disefiada a detener el crecimiento y matar el bacilo
adormecido. Esta accién disminuye hasta un 80-90 %, después de dos meses. En la segunda
parte se limita el crecimiento de M. tuberculosis y empieza a matar a los bacillos lentamente
[Frieden y cols., 2003].

Los tratamientos por seis meses han demostrado su efectividad en practicamente 100%
de los casos, bajo una estricta supervision del paciente. El Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), la OMS y Norma Oficial Mexicana (NOM) contempla un tratamiento supervisado a todos
los enfermos de TB bajo un régimen de seis meses [Trejo y cols., 2003]. En la Tabla 1 se

muestra el esquema de un tratamiento contra la TB ocupado en el IMSS.

Debido al prolongado periodo de generacién de las micobacterias y sus largos periodos
de inactividad metabdlica, los tratamientos prolongados son siempre necesarios. Los regimenes
terapéuticos no difieren en el tratamiento de TB pulmonar y extrapulmonar, excepto en los casos
de TB miliar, 6sea-articular y meningea el tratamiento debe ser al menos 12 meses de duracion
[Soto, 1997].

Hoy la TB puede ser resuelta usando quimioterapia. El régimen de tratamientos con
farmacos, es largo (6, 9 y hasta 12 meses) y el incumplimiento es uno de de los mayores
obstaculos para la efectividad del tratamiento. Sin embargo, nuestro arsenal de antibiéticos para

el tratamiento de TB activa es relativamente ineficiente contra esta micobacteria; por lo tanto,
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nuevos farmacos necesitan acelerar el curso de la quimioterapia debido a la resistencia de la

micobacteria [H6ner y cols., 2001].

Fase Individuos con peso > 50 kg Individuos con peso< 50 kg
Nifio/adulto Dosis: mg/kg, via oral
Nifio Adulto
Fase intensiva Cuatro comprimidos al dia, via
(dos meses) oral, de la  siguiente
combinacion
Isoniazida 75mg Isonizida 10 -20 ( 300) | Isonizida 5 (300)
Rifampicina 150 mg Rifampicina 10-20 | Rifampicina 10
(600) (600)
Pirazinamida 400 mg Pirazinamida 15-30 | Pirazinamida 15-30
(29) (29)

Tres capsulas al dia, via oral
Etambutol 400mg

Etambutol 15- 25( 2.5g)

Etambutol 15-25 (2.5g)

Fase

mantenimiento

de

Cuatro capsulas al dia ( lunes,
miércoles y viernes), via oral,

de la siguiente combinacion

Dosis: mg/kg, via oral

Dosis: mg/kg, via oral

Isoniazida 200

Isoniazida 20-40

Isoniazida 15

Rifampicina 150

Rifampicina 10- 20

Rifampicina 10

Quimioprofilaxis

Durante 6 a 12 meses, Isoniazida 10 -15 mg/kg (300 mg)

Entre paréntesis aparecen las dosis maximas recomendadas; los medicamentos deben ingerirse en una sola toma

Tabla 2. Tratamiento para TB (seis meses). [Trejo y cols., 2003; Soto y cols., 1997].

Para combatir la TB son necesarias formas farmacéuticas que tengan la capacidad de

llegar a los pulmones y generar un efecto farmacolégico prolongado, asi como efectivo; por

ende, se tendrian tratamientos de periodos cortos, sin tener efectos toxicos y una minimizacién
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en las reacciones adversas. Candidatos excelentes pueden ser las NP para lograr las metas
antes mencionadas. Los tratamientos ocupados en la actualidad con formas farmacéuticas
convencionales no tienen los requerimientos antes mencionados, debido a que no llegan en
grandes concentraciones a los pulmones, ocasionando tratamientos largos y tediosos, ésto
implica en los pacientes un alto porcentaje de desertacion antes de concluir su tratamiento,

provocando un nimero elevado de brotes de nuevos casos, que en su mayoria no se registran.

2.4.7 Toxicidad

Farmaco Efecto Adverso
Rifampicina Hepatitis, fiebre, trombocitopenia
Isoniazida Hepatitis, neuropatia  periférica, niveles elevados de

difenilhidantoina

Piramizida Diarrea, dolor abdominal, hepatitis, hiperuricemia, artralgias,
urticaria
Etambutol Urticaria, neuritis peptica, disminuye la discriminacion visual entre

el rojoy el verde

Estreptomicina Eosinofilia, hipomagnesemia, e hipocalemia; toxicidad auditiva,

vestibular y renal

Etionamida Hepatitis

Cicloserina Depresion y convulsiones

Tabla 3. Principales reacciones adversas de farmacos antituberculosos. Fuentes de: [Trejo y
cols., 2003; Soto, 1997].

Como se ha revisado bibliograficamente se tiene una alta incidencia de la TB, tanto en
México como en el resto del mundo, debido a sus tiempos prolongados del tratamiento (3,6 9 y
hasta 12 meses). Por lo tanto, se ha tomado la iniciativa de crear o descubrir nuevas formas
farmacéuticas, las cuales tengan, un efecto sostenido y puedan llegar al sitio blanco de infeccién,

con el fin de disminuir el tiempo en el tratamiento y los costos, donde las NP pueden ser una
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opcion. En el presente trabajo se ocuparon los SCAF (sistemas acarreadores) porque no solo
tienen la capacidad de incrementar la concentracion de farmaco en sitios blanco (tejidos,
érganos y células); sino, ademas contribuyen a la proteccion del farmaco y a la degradacion en

el medio donde son expuestas [Brzoska y cols., 2004].

Para saber si una sustancia o principio activo pueda llegar al sitio donde nosotros
deseamos, se utilizan los marcadores intracelulares, en los cuales, los colorantes fluorescentes,
han tenido mucho éxito. Estos colorantes se han podido encapsular en NP, en la actualidad los
marcadores han servido en varias investigaciones (ver punto 2.3.3.).Cuya finalidad es saber si un
farmaco o sustancia puede llegar a cierto érgano, tejido o célula, 6 en su caso, saber si puede

atravesar cierta barrera fisioldgica.

Las NP fluorescentes han servido como marcadores en varias experimentaciones para
llegar al sitio deseado, por lo tanto, nosotros encapsulamos dos colorantes fluorescentes: RN ya

utilizado como marcador intracelular y AN que no se ha ocupado como marcador intracelular.

En la actualidad, un cuadro basico de farmacos se ocupan para el tratamiento de la TB,
pero entre los de mayor uso contra esta micobacteria es la RIF debido a su eficacia. La RIF es
un antibiético de espectro reducido, considerado como el farmaco mas eficaz contra M.
tuberculosis; actia en bacilos intracelulares y extracelulares, ademas se ha comprobado su
sinergismo, cuando se emplea junto con la Isoniazida, produciendo una excelente respuesta en
TB pulmonar, con la desaparicion de fiebre, disminucion de tos y desaparicion de los bacilos en
los esputos [Litter, 1992]. Este farmaco se ha encapsulado en microparticulas, las cuales,
tuvieron un efecto sostenido, ya que disminuyeron las UFC (unidades formadoras de colonias)
con una sola administracién por mas de tres semanas [Quenelle y cols., 1999] (ver seccién
2.2.3).

Entre otros, se encuentra la CLFXM que es un agente antibactericida para combatir M.
tuberculosis, pero, aln se encuentra en investigacion para determinar su potencialidad contra la
TB [Soto, 1997], sin embargo, su mayor actividad es actuar contra Mycobacterium leprae. Este

farmaco esta incluido en una terapia multiple de 4 medicamentos, contra Mycobacterium leprae
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incluyendo la RIF, ademas, tiene la capacidad de ser antibacteriostatico y tener poca actividad

bactericida [Godman y Gilman, 1998].

Las NP fluorescentes se utilizaran en otros proyectos, donde se piensa estudiar la
relacion in vitro, los cuales, se pondran en contacto con células infectadas por M. tuberculosis,
cuyo fin sera saber si pueden ser engullidas o internarse en dichas células infectadas. Cuando
se tengan resultados favorables, posteriormente, se pondran en contacto NP cargadas con
farmacos antituberculosos y determinar si tienen los mismos resultados que las NP
fluorescentes. Mas adelante, se pretende realizar estudios in vivo, en donde las NP se pondran
en contacto directamente con tejido, érganos o conejillos de indias para determinar su efecto en
organismos vivos. En proyectos futuros se piensa formular las NP en aerosoles, ya que éstos
tienen la capacidad de llegar a los pulmones y lograr un efecto mas sostenido, con ventajas
sobre las otras formas farmacéuticas, cuya finalidad, sera no tener efectos adversos, porque el

farmaco Unicamente llegara al sitio infectado; ademas disminuiria los costos en los tratamientos
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Optimizar las técnicas de emulsificacion-difusién y adicion de sales para obtener
nanoparticulas biodegradables con tallas menores a 500 nm cargadas de colorantes
fluorescentes y farmacos antituberculosos para su potencial uso como vectores

farmacéuticos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Encapsular un colorante fluorescente (Rojo de Nilo) y un principio activo lipofilico

(Clofazimina) mediante la técnica de emulsificacion — difusion.

2. Encapsular un colorante fluorescente (Azul de Nilo) y un principio activo antituberculoso

(Rifampicina) mediante la técnica de adicion de sales.

3. Analizar el efecto de la velocidad de agitacion y tipo de solvente sobre el tamafio de las NP

en las técnicas de emulsificacion-difusion y adicion de sales.

4. Evaluar las nanoparticulas obtenidas por medio de su forma mediante Microscopia

Electrénica de Barrido, tamafio promedio, eficiencia de encapsulamiento y andlisis térmico.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

41 MATERIALES E INSTRUMENTOS

411 POLIMEROS

1. Poli (D, L-lactico - co-glicélico) 50:50, Resomer® RG502; Boheringer Ingelheim, Alemania
2. Poli-c-caprolocatona; Sigma Aldrich, Estados Unidos de America

3. Alcohol polivinilico, Mowiol ® 4-88, Glomarza, Mexico

41.2 REACTIVOS

1. Acetato de etilo grado espectrofotémetrico, Fermot, México

2. Metiletilcetona, grado HPLC; Fermot, México

3. Acetona, grado HPLC; Fermot, México

4. Agua destilada obtenida de un equipo RiOs Millipore, Estados Unidos

41.3 COLORANTES Y PRINCIPIOS ACTIVOS

—_

Rojo de Nilo, Sigma Aldrich, Estados Unidos de América
Azul de Nilo Sigma Aldrich, Estados Unidos de América

Rifampicina Sigma Aldrich, Estados Unidos de América

HOwWoN

CLofazimina Sigma Aldrich, Estados Unidos de América

41.4 INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

1. Filtros Millex®-GV con poro de 0.22 um Millipore®, Estados Unidos de América
2. Rota vapor, Buche, Heidolph, Q01Tipo Laborota 4000, Alemania
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Liofilizador de mesa; Labconco®, Estados Unidos de América

Agitador de velocidad variable RZR - 1; Caframo®, Alemania
Ultracentrifuga Optima® LE-80K; Beckman, Estados Unidos de América
Centrifuga Hettich, EBA 12, Estados Unidos de América

Ph metro 430, Cornig® Ukrania.

Ultrasonicador, Branson® 5210, Estados Unidos de América

Nanosizer® Coulter N4 Plus, Beckman, Estados Unidos de América

. Espectrofotémetro DU® — RU, Beckman, Estados Unidos de América

. Balanza Analitica BBC32, Boeco Alemania

. Microbalanza MS, E. Mettler ®, Zurich

. Zetasiser Nano ZS, Zen 3600, Inglaterra

. Ultraturrax TS5BS1, IKA, Labortechik®, Estados Unidos de América

. Parilla eléctrica con agitacion Cimarec®, Thermoline, Estados Unidos de América

. Agitador magnético Magnestir, Lab-Line Instumentes, Estados Unidos de América

. Microscopio electrénico de barrido JSM-25 S Il; JEOL, Japon

. Campana para recubrimiento de oro JFC-1100; JOEL, Japon

. Calorimetro diferencial de Barrido DSC Q10; TA Instruments, Estados Unidos de América
. Recirculador de liquidos con termostato; 9105 Scientific, Estados Unidos de América
. Filtros Pirex ASTM 10-15 M4-10 my, GB, Suiza

. Material de cristaleria
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42 METODOLOGIA

421 Preparacion de nanoparticulas por la técnica de emulsificacion difusion

1. Se mezclaron 80 ml de AE o MEC con 120 ml de agua en un embudo de separacion.
Posteriormente, se colocd el embudo en posicion vertical dejando reposar de 20 - 30
minutos hasta la separaciéon de ambas fases.

2. Setomo la fase acuosa y se prepar6 una solucién de PVAL al 5% piv.

3. Enlafase orgénica se disolvio el colorante, principio activo y polimero.

4. La fase acuosa y organica se emulsificaron mediante agitacion mecanica (agitador de
velocidad variable) a 1700 rpm durante 10 min.

5. Alos diez minutos se le adicion6 agua destilada sin parar de agitarla.

6. Elsolvente organico es eliminado bajo presidn reducida por medio de un rotavapor

7. La suspension es concentrada hasta la mitad del volumen inicial (aproximadamente 100 ml)
por la eliminacion del agua.

8. Las NP se lavaron por medio de centrifugacion a una velocidad de 20000 rpm por 10
minutos.

9. La pastilla se resuspendi6 con agua destilada por medio de sonicacion o vortex.

10. Se repiten dos veces los pasos 8y 9.

11. La pastilla se resuspendio con agua destilada. Esta suspension se congelé a—20° C en un

enfriador de inmersion etanol — agua 50: 50 y posteriormente, se liofilizo.

4.2.2 Preparacion de nanoparticulas por la técnica de adicion de sales.

| Preparacion de la fase acuosa:

Se realiz6 una solucién al 60% p/p de Cloruro de Magnesio Hexahidratado, en la fase acuosa.
Posteriormente, a esta solucion se le adiciond PVAL en una proporcion al 1 % p/p y se le dejé
humedeciendo de 30 — 60 min; después se calenté a una temperatura de 80 °C por 20 minutos

con agitacién continua. Por Ultimo se deja enfriar hasta temperatura ambiente.
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[l Preparacion de la fase organica:
En 20 ml AE se disolvié de 5 — 20 mg de principio activo y 400 mg de PLGA, posteriormente,

se colocd en agitacion por 5 minutos, hasta disolucion total.

Preparacion de nanoesferas:

1. En un vaso se mezclaron 40 ml de la fase acuosa con 20 ml de la fase organica con
ultraturrax a 13000 rpm por 5 minutos.

El solvente organico se elimind bajo presion reducida por medio de un rotavapor

Esta solucion se centrifugd a una velocidad de 20000 rpm por 10 minutos.

La pastilla se resuspendié en agua destilada por medio de vortex y sonicacion.

Los dos pasos anteriores se realizaron por duplicado.

2 e

La pastilla se resuspendio en agua destilada. Esta suspensién se congel6 a - 20 ° C en
un enfriador de inmersién etanol — agua 50:50 y posteriormente se liofilizd.
7. Por Ultimo, se tomaron 5 mg del polvo liofilizado y se resuspendié en 10 ml de agua

destilada, esta solucién se ley6 en un Nanosizer.
4.2.3 Determinaciones previas
4.2.3.1 Espectros de Absorcion para Clofazimina y Rifampicina
Se establecié la A (longitud de onda) de méxima absorciéon de CLFXM en metanol. Los
barridos se realizaron de 200 — 400 nm (observar anexos). Asi mismo se realizd un barrido para
saber la A de maxima absorcion de RIF en NaOH 0.1 N de 200-400 nm (observar anexos).
4.2.3.2 Curva de calibracion para Clofazimina y Rifampicina
Se realizaron dos curvas de calibracion por triplicado con 6 concentraciones diferentes
cada una leyéndose a las diferentes A de cada principio activo por medio de Espectrofotometria
UV (observar en anexos).

CLFXM en metanol A =285 nm
RIF en NaOH A =234 nm
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424 EVALUACIONES DE LAS NANOPARTICULAS

4.2.41 Medicion del tamaio de particula

Se determiné la talla de particula promedio y la distribucién de las nanoesferas, por
medio de un Nanosizer®. Las mediciones se hicieron por triplicado en una suspensién de

nanoparticulas liofilizadas y no liofilizadas.

Los datos obtenidos, con este andlisis, son la talla promedié de las particulas, la
distribucion de tamafio de particula y la desviacion estandar de la misma; ademés del indice de
polidispersidad de la muestra. La desviacion estandar (d.e.) de la distribucién del tamafio de
particula proporciona una indicacion cualitativa de la polidispersidad de la muestra. El indice de
polidispersidad (I.P.) esta relacionado con el coeficiente de variacion (C.V.) de la distribucién del

tamario de particula por la expresion:

CV = Coeficiente de Variacion

_ I.P. = indice de Polidispersidad
cv 2*1P P

4.2.4.2 Morfologia

Las NP de las diferentes sustancias encapsuladas RN, AN, RIF y CLFXM, se observaron
por Microscopia Electronica de Barrido con un previo bafio de oro (grosor aproximado de 20-30
nm).

4.2.4.3 Calorimetria Diferencial de Barrido.

Se tomaron entre 5-10 mg de NE de los lotes liofilizados de RN, AN, RIF y CLFXM. Las

muestras se colocaron en celdas y se analizaron por calorimetria diferencial de barrido a una

velocidad de calentamiento de 10 °C/ min. Todos los termogramas se corrieron de 25 a 250 °C.
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4.2.4.4 Determinacion del potencial Zeta

Se tomaron entre 5y 10 mg del liofilizado de nanoparticulas de los lotes liofilizados de
RN, AN, RIF y CLFXM, los cuales, fueron suspendidos en 10 ml de agua destilada previamente
filtrada con Filtros Millex®-GV de 2.5 ¢cm de diametro y poro de 0.40 um (Millipore®).A esta
solucion se le realizo una dilucion de 1:10 que posteriormente, se le evalud la movilidad
electroforetica con un equipo Malvem (ZEN3600), utilizando una aproximacion de Smoluchowski
para medios acuosos obteniendo el potencial Z correspondiente. Las mediciones de las NP se

realizaron por triplicado.

4.2.4.5 Determinacion de Rifampicina en las nanoparticulas elaboradas por la

técnica de adicion de sales.

Se digiri6 una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (5-10mg) con 5 ml de
hidréxido de Sodio 0.1 N (NaOH 0.1N), con agitacién magnética por 72 horas. Después, el
sistema se filtr6 con membrana Millipore de 0.22 um y se ajust6 el volumen a 10 ml con agua
destilada. Se determiné la absorbancia a A = 234 nm interpolando en la curva de calibracién
correspondiente para obtener la concentracién del compuesto atrapado en el sistema. El blanco
utilizado fue NaOH 0.1 N.

4.2.4.6 Determinacion de Clofazimina en las nanoparticulas elaboradas por la

técnica de emulsificacion -difusion.

Se toméd una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (10-20 mg), la cuél, se
suspendi6 en 10 ml de H20O; posteriormente, se centrifugd a 15000 rpm por 10 minutos. Se toméd
el precipitado de la muestra y se coloc6 en un vidrio de reloj dentro de un desecador; una vez
seca la muestra es colocada en 5 ml de metanol y en agitacion por 48 horas. Después se llevo a
centrifugacion para eliminar la cantidad de PVAL residual; se determind la absorbancia a A = 285
nm y se interpold en la curva de calibracion correspondiente, para obtener la concentracion del

ingrediente encapsulado en el sistema. El blanco fue metanol.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Nanoesferas blanco preparadas por el método de emulsificacion-difusion:

Efecto de la velocidad de agitacion

Se prepararon NP blanco por el método de E-D (ver metodologia, seccion 4.2.1.)
utilizando AE, solvente parcialmente soluble en agua. La técnica utilizada para la preparacion de
NP se apoy6 en trabajos investigacion previamente realizados en nuestro laboratorio [Pifion-

Segundo y cols., 2003; Chavez-Monrroy y cols., 2002].

Se realizaron los primeros lotes blanco, posteriormente se les midio la talla de particula
con un Nanosizer® Coulter N4 Plus obteniendo NE con una talla promedio de 2000 nanémetros
(nm). Uno de los objetivos primordiales era obtener NP menores a 500 nm por lo tanto se le

realizaron modificaciones al proceso original

El método de E-D consiste de dos etapas: la emulsificacién y la difusion. Quintanar-
Guerrero (1997) y Hye-Young (2001), consideraron la emulsificacion como el proceso mas
importante, debido a que en esta etapa se define el tamafio de glébulo formado y a partir de este
glébulo se forman NP debido a la difusién del solvente. Por consiguiente entre mas pequefios

son los glébulos mas pequefias son las NP.

Por lo tanto para obtener NP menores a 500 nm se realizaron las siguientes modificaciones al

proceso original:
a) Aumento de la velocidad de agitacion para disminuir el tamario de particula.

Se prepararon lotes de NE blanco a 1200, 1400, 1600 y 1800 rpm con un agitador de
velocidad variable, ademas, de obtener las tallas de particula se les determiné la D.E. e I.P,
estos datos son mostrados en la Tabla 4 pagina 56 y figuras 11- 14 (paginas 57, 58). Se
determin6 que al incrementar la velocidad de agitacion disminuye la talla promedio, asimismo
obteniendo valores de I. P. alrededor de 1.00. Con este valor se tiene una poblacién polidispersa

(NP con diferentes tallas), pero, el objetivo era obtener una poblacién monodispersa (NP del
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mismo tamafio) para tener reproducibilidad del tamafio de particula de lote a lote, para lograrlo

es indispensable tener valores menores a 0.2 del I.P., por lo tanto no hay reproducibilidad del

tamario de NP en los lotes preparados.

RPM Talla de D.E I.P.
Particula (nm) (nm)

1906.9 344.8 0.602
1200 1976.7 356.8 1.184
1896.0 351.0 1.002
Y 1926.9 350.8 0.926
1229.2 474.8 0.706
1400 1125.4 442.2 0.404
1123.6 509.3 1.153
Y 1159.4 475.4 0.754
1008.3 325.0 0.329
1600 1002.1 509.3 1.153
945.5 528.6 2.264
Y 985.3 454.3 1.249
740.2 3125 0.380

1800 749.5 260.6 1.341
7347 337.9 1.374
Y 741.5 303.7 1.023
535.2 175.5 0.148
1900 518.9 261.5 0.816
524.4 171.5 0.151
Y 526.2 202.8 0.371

Tabla 4. Talla de particula promedio para NE blanco por el método E-D a diferentes

velocidades de agitacion, con un agitador de velocidad variable.
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Fig. 11. Distribucién del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1200 rpm por la
técnica de E-D.
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Fig. 12. Distribucién del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1400 rpm por técnica
de E-D.
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Fig. 13. Distribucién del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1600 rpm por técnica

de E-D.
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Fig. 14. Distribucién del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1800 rpm por técnica

de E-D.
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b) Modificaciones al método de preparacion de la solucién de PVAL

El PVAL determina forma, propiedades fisicas, caracteristicas de superficie,
productividad y uniformidad en el tamafio de particula, ademas, evita la coalescencia y formacion
de aglomerados, porque cadenas de PVAL se unen fuertemente en la superficie de las NP
formando una capa estable [Murakami, H. y cols, 1997; Pifidn-Segundo y cols., 2003]. En
estudios previos realizados por Quintanar-Guerrero y cols., (1996) experimentaron con polimeros
que funcionan como estabilizantes en la técnica de E-D los cuales fueron: PVAL (Mowiol® 4-88),
polioxitelino sorbitan monoleato (polysorbato 80), gelatina, poloxamero 188 (Pluronic®, F-68),
polyvinilpirrolidona (Kollidon®) y dextran 70. De entre todos estos se confirmé que el PVAL es el

mejor estabilizante para la técnica de E-D.

Para lograr NE con una capa estable de PVAL, se modifico la preparacion del
estabilizante. Los granulos de PVAL se dejaron humedeciendo con la solucion saturada de
solvente por una lapso de 30 — 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente se calento la
solucién a una temperatura de 60-70 °C por un tiempo de 30-60 min. evitando la evaporacién del
solvente. Se continud con agitacion continua hasta enfriar la solucion. Posteriormente, se filtr6

para eliminar impurezas.

¢) Disminucion de la temperatura del bafio del rotavapor de 40 a 30 °C, debido a que en esta
temperatura el polimero se encuentra por debajo de su Tg.

d) Aumento del tiempo de evaporacion, para eliminar todo el solvente (20 a 40 min).

e) Disminucion del tiempo y velocidad de centrifugacion (en los lavados) evitando que se forme
una pastilla dificil de resuspender.

f)  Realizacion de ciclos de 5 minutos de agitacion con el sonicador para poder resuspender la
suspension de NP, de igual manera se hicieron ciclos de resuspension con el vortex

g) Utilizacion de filtros Schot num. 2 y 4, para seleccion de NP con talla menores a 500 nm.

Con estas modificaciones se obtuvieron los resultados deseados, llegando a una talla promediéd
de 500 - 600 nm en los lotes preparados con AE. Esto se observa en el lote a 1900 rpm
obteniéndose un I. P. menor a 0.2 lo que indica una estrecha distribucién del tamafio de

particula. Cuando se tiene una talla constante de particula y angosta distribucién, se sugiere que
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la preparacién de la técnica es reproducible y las particulas formadas, tienen una talla
homogénea [Bivas-Benita y cols., 2004]. Por consiguiente un indice de polidispersidad menor a
0.2 es poblacion monodispersa. Donde el 90-95 % de las particulas se encuentran en la talla

referida.

15

INtensidad

1 2345710 20 40 1(:'12‘:‘:!1'4&! ‘IIW:I 3000 10000
Talla {nm)

Fig. 15. Distribucién del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1900 rpm por técnica
de E-D.

5.2  Nanoesferas cargadas con Rojo de Nilo y Clofazimina por el método de

emulsificacion-difusion.

Después de que se obtuvieron los lotes blancos de NE con el tamafio requerido (500
nm), se procedié a encapsular el Rojo de Nilo. Después de preparar varios lotes con las
condiciones antes mencionadas, se obtuvieron NE con una talla promedio de 500 — 600 nm. No
obstante se tuvieron problemas con los lavados debido a que se formaba una pastilla dura y

dificil de resuspender. Por lo que se intentd separarlas con una disminucién del tiempo y

60



Resultados y Discusion

velocidad de centrifugacion, aplicando ciclos de agitacion por mas de 10 minutos y el uso de
filtros Schot pero sin ningun resultado favorable. Por lo tanto se decidi6 evaluarlas por medio de
MEB, donde se observo que se habian formado agregados (grupos de NP) ver Figura 28
paginas 60 y 61. Estos agregados tenian tallas mayores a 1000 nm y eran muy dificiles de

separar por lo que se optd por cambiar de solvente.

Se eligi6 MEC, al igual que el AE, es altamente miscible con el agua [lbrahim y cols.,
1992].Estos solventes son considerados como los menos tdxicos y con menor riesgo para la
salud humana, por lo tanto son aceptados para su uso farmacéutico segun la Federacion

Estadounidense de Medicamentos y Alimentos [www.fda.gov].

Se prepararon lotes blanco con MEC a 1700 rpm y con las modificaciones antes
mencionadas obteniendo NE con una talla menor a 500 nm. En la Tabla 5 y Figura 16 se
muestran los lotes blanco realizados con MEC a 1700 rpm con un agitador de velocidad variable.
Como se puede observar se obtuvieron NE con tallas semejantes a las reportadas por Pifion-
Segundo y cols. (2003). En dicha investigacion se prepararon NE a la velocidad de agitacion
mencionada, obteniendo NE con talla menor a 300 nm. Debido a que esta talla de NP (< 500 nm)
es la indicada para ocuparlas como vectores farmacéuticos [Hans y cols., 2002; Couvreur y cols.,
1995]. Por otra parte se obtuvo un indice de polidispersidad menor a 0.2 en la mayoria de las
mediciones, indicando una estrecha distribucion de la talla de particula. Esto se puede observar
en la Tabla 5 y Figura 16 que es una representacion de tres lotes realizados, donde la mayoria

de las tallas de particula se encuentran entre 305 y 317 nm.

RPM Talla de particula D.E LP.
(nm ) (nm)
1700 317.3 67.6 0.075
310.3 46.1 0.020
305.8 46.1 0.332
Y 311.13 53.3 0.142

Tabla 5. Talla de particula promedio para NE blanco por el método E-D usando como solvente
MEC.
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Fig. 16. Distribucion del tamafio de particula para NE blanco realizadas a 1700 rpm por la técnica
de E-D utilizando como solvente MEC.

Lote Talla de particula D.E LP.
(nm) (nm)

3125 46.1 0.225
RN 313.8 46.1 0.023
315.3 46.1 0.121
Y 313.8 46.1 0.123
CLFXM 290.8 64.4 0.006
291.5 63.6 0.060
293.2 61.8 0.025
Y 291.8 63.3 0.030

Tabla 6. Talla de particula promedio para NE por el método E-D de RN y CLFXM antes

de liofilizar.
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Fig. 17. Distribucién del tamafio de particula para NE cargadas con RN formadas mediante la

técnica de E-D a 1700 rpm.
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Fig. 18. Distribucion del tamafio de particula para NE cargadas con CLFXM formadas mediante

la técnica de E-D a 1700 rpm.
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Uno de los problemas que se encontraron en las NP de PLGA fue su alta inestabilidad
en medio acuoso. Por consiguiente si se obtiene una completa eliminacion del agua, se tendrian
NP anhidras y con ello extender el tiempo de vida media, proporcionando asi alta estabilidad.
Para obtener particulas deshidratadas se ocup6 la liofilizacién, con la que obtienen productos no
hidratados [Konan y cols. 2002]. En la Tabla 7, Figuras 19 y 20 se muestran las tallas de las NE
de RN y CLFXM después de lidfilizar. El proceso de liofilizacion afect6 al lote de NE cargadas
con CLFXM, debido a que se determind un aumentd en la talla de particula ademas de obtener

NE mayores a 500 nm.

Principio Lote Talla DE LP.
Activo (4m) (um)

1 403.7 141.7 0.156
2 402.7 152.7 0.163
RN 3 3731 1245 0.035
Y 393.16 136.3 0.118
1 772.0 588.6 0.376
2 597.8 403.3 0.237
CLFXM 3 425.7 153.5 0.018
BN 598.5 381.8 0.210

Tabla 7. Talla de particula promedio para NE por el método E-D de RN y CLFXM después de

liofilizar.

Ademas del aumento en la talla de particula de los lotes cargados con CLFXM y RN se
observd agregacion de las NE después de liofilizar. Para poder eliminar este problema se le
adicioné un crioprotector (trealosa) el cual tiene la caracteristica de evitar la agregacion de las

particulas, esto se retomara con mas detalle en la seccién 5.5.
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Fig. 19. Distribucion del tamafio de particula para NE cargadas con RN mediante la técnica de
E-D a 1700 rpm después de liofilizar.
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Fig. 20. Distribucion del tamafio de particula para NE cargadas con CLFXM mediante la técnica
de E-D a 1700 rpm después de liofilizar.
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5.3 Nanoesferas formadas por la técnica de adicion de sales y el efecto de la

velocidad de agitacion

En esta técnica se recomienda usar acetona como fase oleosa, pero debido a la
insolubilidad de los principio activos en este solvente, se eligid AE, el cual también ha sido
ocupado en esta técnica [Alleman y cols., 1992]. Los principios activos se disolvian faciimente en

este solvente.

La metodologia ocupada fue basada en trabajos previos de Alleman y cols., 1992;
Alleman vy cols., 1993. En esta técnica se ocuparon las mismas proporciones de la fase oleosa
(misma cantidad de polimero y solvente) y la fase acuosa (mismo volumen de solucién de PVAL)
de la técnica de E-D. Cabe recalcar que al método se le hizo una modificacion la cual fue la
ausencia de adicion de agua después de emulsificar. Es importante mencionar que a nuestro
conocimiento es la primera vez que se realiza NE por el método de S-O sin el paso de dilucion,

para encapsular principios activos hidrofilicos.

Los lotes de NE blanco se prepararon con un agitador de velocidad variable obteniendo
NE con tallas =2 000 nm, como ya se habia mencionado anteriormente el objetivo era obtener
NP con tallas menores a 500 nm, por lo consiguiente se optd por cambiar de agitador, utilizando
un dispositivo de alta velocidad (ultraturrax). Realizando lotes a diferentes velocidades de 11 000

a 22 000 rpm. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8, Figuras 21, 22 y 23.

Como se esperaba, la talla de particula disminuyé cuando la velocidad de agitacion fue
incrementada. Entre las velocidades de agitacion de 11 000 a 22 000 rpm, se observo una
disminucion en la talla de particula de 100 nm. Konan y cols., (2002) realizaron NP de PLGA, por
el método de S-O con un agitador de altas velocidades, de igual manera ellos determinaron que
al aumentar la velocidad de agitacién, disminuia la talla de particula. Estos investigadores
ocuparon velocidades de agitacién de 2000 rpm a 13500 rpm logrando tallas de

aproximadamente 200 nm.
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RPM Talla de particula D.E L.P.

(nm) (nm)

2000 1716.1 259.2 1.157

1636.7 360.3 1.866

1736.1 264.7 1.054

X 1693.3 294.7 1.357

356.3 109.0 0.496

11000 361.7 114.7 0.308

358.7 111.6 0.263

Y 358.9 111.8 0.356

3125 46.1 0.140

13 000 313.6 46.1 0.476

315.5 46.1 0.163

Y 313.8 46.1 0.259

297.5 56.8 0.281

16 000 297.8 56.4 0.305

290.7 64.5 0.294

Y 295.3 55.8 0.293

269.4 78.6 0.079

19000 267.1 79.5 0.053

2711.2 77.8 0.004

Y 269.2 78.6 0.045

265.9 74.9 0.085

22 000 266.8 79.6 0.071

255.9 82.4 0.062

Y 262.8 78.9 0.072

Tabla 8. Talla de particula promedio para NE por la técnica de S-O a diferentes rpm utilizando

como solvente AE.
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Fig. 21. Distribucion del tamafio de particula para NE blanco a 2000 rpm mediante la técnica de

S-O ocupando como solvente AE, con una talla promedio de 1736.7 nm
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Fig. 22. Distribucion del tamafio de particula para NE blanco a 11 000 rpm mediante la técnica

de S-O ocupando como solvente AE, con una talla promedio de 358.7 nm.
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Fig. 23. Distribucion del tamafio de particula para NE blanco a 13 000 rpm mediante la técnica

de S-O ocupando como solvente AE, con una talla promedio de 313.8 nm.

5.4 Nanoesferas cargadas con Azul de Nilo y Rifampicina por el método de
adicion de sales.

Se eligio una velocidad de agitacion de 13 000 rpm para preparar los lotes cargados con
AN y RIF los resultados de estos lotes se muestran en la Tabla 9, Figuras 24 y 25. No se
eligieron las velocidades de agitacién de 16000, 19000 6 22000 rpm debido a que se producia
bastante espuma y calentamiento en el medio de homogenizacién, disminuyendo la eficiencia del
proceso, ademas de una posible degradacion del principio activo por la elevacion de la
temperatura. Se ha establecido que el mezclado a alta velocidad genera una considerable
energia, debido a una gran fuerza de corte, la cual incrementa la temperatura. Por lo tanto se
debe de mantener una adecuada temperatura de trabajo, debido a que si hay un aumento de

temperatura se tiene una transferencia de calor hacia el farmaco [Konan y cols., 2002].
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Principio Lote Talla D.E L.P.

activo (nm) (nm)

1 278.5 74.0 0.117

Azul de 2 276.0 75.4 0.123

Nilo 3 274.6 76.2 0.150

X 276.3 75.2 0.130

1 229.1 80.2 0.021

2 229.1 80.2 0.019

Rifampicina 3 233.2 81.4 0.093

X 230.4 80.6 0.044

Tabla 9. Talla de particula promedio para NE de AN y RIF antes de liofilizar por la técnica de

adicion de sales utilizando como solvente AE.
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Fig. 24. Distribucion del tamafio de particula para NE de AN preparadas por la técnica de S-O
antes del proceso de liofilizacion.
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Fig. 25. Distribucion del tamafio de particula para NE de RIF preparadas por la técnica de S-O

antes del proceso de liofilizado.

Al encapsular RIF se formaron agregados (grupos de NP), después de liofilizar se
determind la talla de particula obtenida, también sucedié lo mismo con los lotes de NE cargados
de CLFXM por el método de E-D (Tabla 10 y Figura 27). En la figura 27 se observan los
histogramas, el histograma con mayor &rea nos indica un 90% de NE con una talla mayor a 1000
nm, esto se debe a los agregados que se forman durante el proceso de liofilizacion. y el

histograma de menor &rea representa el 10 % de NE con tallas menores a 1000 nm.
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Principio Lote Talla D.E LP.
activo (nm) (nm)
1 316.2 46.1 0.098
Azul de 2 308.4 46.1 0.180
Nilo 3 3174 66.7 0.127
BN 314.0 158.9 0.135
1 4840.7 363.1 1.305
Rifampicina 2 4426.0 2974 0.482
3 27951 490.3 0.748
Y 4020.6 383.6 0.845

Tabla 10. Talla de particula promedio para NE liofilizadas de AN y RIF preparadas por la técnica
de S-O.
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Fig. 26. Distribucién del tamafio de particula para NE de AN preparadas por la técnica de S-O

después del proceso de liofilizacién.
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Fig. 27. Distribucién del tamafio de particula para NE de RIF preparadas por la técnica de S-O
después del proceso de liofilizacién.

5.5 Evaluacion de Nanoesferas de Rifampicina y Clofazimina

5.5.1 Cantidad de principio activo encapsulado en las nanoesferas

Después de determinar espectrofotometricamente la cantidad de CLFXM y RIF presente
en las NE se procedié a determinar la cantidad de farmaco encpasulado (% de farmaco cargado)
ecuacion 1y eficiencia de encapsulamiento (E.E.) ecuacion 2 para cada uno de los lotes. Leroux

y cols., (1994) y Gorner y cols. (1999) proponen las siguientes formulas:

Es do = Cantidad de farmaco en nancesferas 100 o1
amace ragade = Cantidad de nanoesteras ) <

_ % Farmaco cargado K
EE () = o Famacomea 100 Ec. 2
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Los datos se resumen en la Tabla 11, donde se considera que el porcentaje de
encapsulacién puede considerarse como alto para CLFXM, pues generalmente es dificil alcanzar
eficiencias de encapsulacion cercanas al 80 %. En contraste para la RIF que alcanzé un 8.80 %
de farmaco encapsulado. Aunque el porcentaje de encapsulamiento es bajo cabe considerar que
el farmaco es soluble en agua, donde una parte del farmaco pudo haber sido arrastrado con los
lavados- centrifugacion, lo cual pudo haber disminuido la cantidad de RIF en las NE. En otras
experiencias realizadas por nuestro grupo de trabajo Quintanar-Guerreroy cols., (1997) realizd
NE, encapsulado un 3 % de un principio activo hidrofilo. Por lo que la propuesta se considera
como aceptable. Para RIF se tiene referencia de un porcentaje de encapsulamiento del 12 % por
el método de doble emulsificacion (Ain Q. y cols, 2002), un 35.9 % por el método de evaporacién
de solvente (Calleja Ay cols.) y un 55 % por el método de multiple emulsificacién (Pandey R. y
cols., 2003). Los métodos antes mencionados son complicados y requieren de solventes no

aceptados farmacéuticamente.

Lote Polimero | farmaco | mg farmaco/ | % Farmaco | % Farmaco | %E. E.
(mg) (mg) mg NE inicial cargado

CLFXM | 400.0 20.0 0.037 476 3.7 77.94

RIF 250.0 25.0 0.076 9.09 7.60 8.80

% Farmaco inicial: cantidad de farmaco empleado en cada lote
% Farmaco cargado: cantidad de farmaco contenido en las NE

% E. E.. porcentaje de farmaco en NE

Tabla 11. Resultados del porcentaje de RIF y CLFXM cargados en NE y su eficiencia de

encapsulacion

La técnica de adicién de sales se realizd con la emulsificacion del polimero y farmaco
disueltos en AE la solucién se emulsificd con un agente salino y PVAL. La emulsién se diluy6 con
agua, permitiendo la difusion del solvente organico en la fase acuosa y de esta manera
disminuye la concentracién de agentes salinos en la fase externa. Este proceso permite la

agregacion del polimero insoluble en el agua permitiendo la formacion de NE.
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En esta experimentacion se omitié el paso de la adicién de agua, para evitar que parte
de la RIF fuera arrastrada, lo cual puede disminuir la cantidad de farmaco cargado en las NE,
evitando asi la disolucién del farmaco que es soluble en agua y de esta manera obtener un

mayor porcentaje de encapsulamiento. Pero es claro que no se logré lo esperado tedricamente.

Es probable que al manejar AE como solvente (parcialmente soluble en agua) la RIF
pudo haber sido arrastrada fuera de los glébulos de la emulsion durante la etapa de difusién en
el proceso de formacion de las NP. Ademas suponemos que en la eliminacién del solvente una
parte del farmaco pudo haberse eliminado junto con el sobrenadante, en los procesos de lavado-

centrifugado, lo cual ocasion6 una disminucion de la cantidad de RIF en las NE.

5.5.2 Evaluacion de la morfologia de las nanoesferas

Las NE de RN, AN, RIF y CLFXM fueron analizadas por medio de Microscopia
Electronica de Barrido (MEB), para observar sus detalles morfolégicos y presencia de cristales.
Se determinaron caracteristicas tales como la forma esférica sélida, didmetro menor a 1 ym. En
las NE no se encontraron cristales en los materiales encapsulados tanto aislados como incluidos
en las NP. En la Figura 28 (paginas 75y 76) se muestran fotografias de los principios activos
encapsulados, donde la barra blanca representa 1 um. Un detalle percibido en las NE de RIF y
CLFXM es que aunque se observaron estructuras esféricas, estas tienden a formar agregados,

formando peliculas de NP o grupos de éstas.
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Fig. 28. Macrofotografias de NE tomadas por medio de microscopia electrénica de barrido. A)
AN, y B) RN, fueron tomados a 15000 X; C) RIF y D) CLFXM fueron tomadas a 10000 X. La
barra representa 1 um.

5.5.3 Liofilizacion de las nanoesferas

Cuando las NP son capaces de dispersarse en un medio acuoso posterior al proceso de
liofilizacién, se debe a que se forma una capa de PVAL sobre su superficie, esta capa tiene la
caracteristica de ser hidrofilica, por lo tanto se favorece la redispersion de las NP después de
rehidratarlos. Pero para algunos farmacos encapsulados no es suficiente esta capa hidrofilica
debido a que no conservan su tamafio original después del proceso de liofilizacién, debido a las

caracteristicas del principio activo encapsulado como fue el caso para RIF y CLFXM.

El proceso de liofilizacién puede producir fenémenos fisicoquimicos tales como adsorcion de aire
y/o modificacion en la superficie de las NP, esto puede suceder durante los diferentes pasos del
complejo proceso de deshidratacion y de esta manera conducir a una dificil redispersion de las

NP en medio acuoso [Konan y cols., 2002].
El proceso de secado, el cual es considerado como un proceso de deshidratacién

parece ser problematico para pequefias particulas debido a su tendencia a agregarse. Este

procedimiento parece generar tensiones durante el congelamiento y secado, lo cual induce a
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modificar la superficie de la particula resultando en la formacion de agregados. Por lo tanto se
debe proteger la formulacién contra varios de estos esfuerzos fisicoquimicos inducidos por la
liofilizacion y los cuales se pueden evitar al adicionar excipientes tales como azlcares. Los
azucares han mostrado ser estabilizadores efectivos, debido a que previenen la formacion de
agregados, éstos son adicionados a las NP antes de liofilizarlas, ya que ayudan a conservar su

tamario original después del proceso de liofilizacion [Konan y cols., 2002].

Debido a los problemas antes mencionados con el proceso de liofilizacion se decidid
ocupar DL- trealosa como lidprotector para evitar la agregacion de las NP. Numerosos estudios
han mostrado un efecto lioprotector de los azlcares previniendo la agregacion de las particulas

durante el proceso de liofilizacion.

El efecto de los lioproctectores se describe por la formacion de una matriz amorfa
alrededor de las NP, previniendo la adhesion de éstas durante la eliminacién del agua [Konan y
cols., 2002]. Azucares como la trealosa, tienen la capacidad de formar enlaces de hidrégeno y
separar la capa del estabilizante, estas capas son remplazan por moléculas de azUcar,

originando una repulsion entre las particulas [Quintanar —Guerrero y cols., 1998].

En la preparacion de NE cargados con CLFXM se observd que antes de liofilizarlas
tenian una talla promedio de 300 nm y posteriormente al liofilizarlas sin trealosa aumentaron a
tallas mayores de 500 nm. Pero al adicionarle trealosa (5% p/v), la talla promedio no tuvo un
cambio significativo, solo en algunos casos aumento el 6.6 % que no se considera significativo.
En la Tabla 12 y Figura 29 se observa el efecto del lioprotector en los lotes realizados antes y
después de liofilizar las NE de CLFXM. En algunos casos la agregacion se debe a que el activo
funciona como un plastificante no convencional que disminuye la temperatura de transicion vitrea
del polimero.

Después de liofilizar las NE con el liprotector se observé que solamente se necesitaban
algunos minutos de agitacion, para una completa redispersion del liofilizado. Comparandose con
los lotes de CLFXM sin lidprotector, a estos lotes se les realizaron varios ciclos de agitacion de
10 — 15 minutos con vortex, también ciclos por medio de sonicacion de 10 minutos, sin poder

separar los agregados de NE.
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Fig. 29. Distribucion del tamafio de particula para NE cargadas con CLFXM mediante la técnica

de E-D a 1700 rpm después de liofilizar con trealosa, con un diametro promedio de 312.0 nm.

Tallas después
Principio Lote Talla antes de liofilizar D.E. L.P.
activo de liofilizar | s/trealosa cltrealosa
1 290.8 772.0 305.4 46.1 0.135
Clofazimina 2 291.5 597.8 317.9 54.5 0.034
3 293.2 425.7 312.9 46.1 0.140
X 291.9 598.5 312.0 48.9 0.103

Tabla 12. Talla de particula promedio para NE por el método de E-D de CLFXM con y sin
crioprotector (trealosa).
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5.5.4 Potencial zeta en las nanoparticulas

El valor del potencial zeta es una caracteristica importante en una suspensién debido a
que es un indicador de la estabilidad fisica de las particulas en suspension. Esta estabilidad esta
referida a que las particulas se mantengan en la suspension sin precipitarse o aglomerarse. Bajo
ciertas condiciones, un alto valor absoluto del potencial zeta y su elevada carga en su superficie
guia a fuertes interacciones de repulsion entre las mismas particulas dispersadas [Ahlin y cols.,
2002]. En teoria valores altos de potencial zeta, positivos 0 negativos, tienden a estabilizar
fisicamente una suspension. Asi mismo la repulsion electrostatica entre particulas con igual

carga evitan la agregacion [Ravi y cols., 2004].

Quintanar-Guerrero y cols. (1998) realizaron NP de PLA con PVAL como estabilizante,
posteriormente les midieron le potencial zeta obteniendo valores cercanos -10 mV. Ellos
propusieron que este valor esta referido a las de cadenas de PVAL ancladas en la superficie de

las NP, formando una capa estable.

Muestra Potencial Zeta
(mV)
Rojo de Nilo -15.44
Rifampicina -3.54
Clofazimina -20.61
Azul de Nilo -5.71

Tabla 13. Datos de Potencial Zeta de NE cargados con RN, RIF, CLFXM y AN.

La presencia del activo en las nanoparticulas dependiendo de su carga puede aumentar
o disminuir el W,. Por lo tanto los cambios del ¥, en los activos nos indican que estan presentes
en las NPy que influyen en su carga de superficie. Por consiguiente un cambio del potencial zeta

afecta la estabilidad del sistema
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Por otra parte un valor elevado de W, no establece que una suspensién de NP pueda
resuspenderse, esto se pudo corroborar con los lotes de CLFXM los cuales tenian un potencial
zeta de -20.61, con este valor suponiamos que se resuspenderian facilmente, pero fue todo lo
contrario. Sin embargo si se comparan los lotes de RIF y AN, los primeros tuvieron un pobre
efecto del PVAL sobre la superficie de las particulas de igual manera una recristalizacién de las
particulas, por otra parte el lote de AN tenia un valor de — 5.47, estos lotes se redispersaron

faciimente después del liofilizado.

5.5.5 Estudios por Calorimetria Diferencial de Barrido

El analisis por medio de Calorimetria Diferencia de Barrido (DSC), provee informacién
cuantitativa y cualitativa del estado fisico del farmaco en las NE, asi como de los componentes
de su formulacién [Mu y Feng,, 2002], las cuales son: principio activo, polimero y estabilizante. El
DSC también permite determinar si hay interacciones entre el farmaco y el polimero dentro de
las redes poliméricas de las NP [Espuelas y cols., 1997]. Otras de las aplicaciones es determinar
si el activo se encuentra disperso molecularmente en la matriz 0 en forma de cristales. Asi
cuando existe una dispersion molecular del activo en las NP, no se detecta el pico endotérmico

caracteristico de la fusion del activo [Pifion-Segundo., 2003].

En la Figuras 30 y 31 se muestran los termogramas de las NP cargadas con RIF y
CLFXM, estas muestras se analizaron bajo las mismas condiciones y se presentan en un solo

grafico para facilitar su andlisis.

El termograma para el principio activo CLFXM (Fig. 30) presenta una pico nitido
endotérmico de fusion a 224.04 °C, este valor estd por encima del punto de fusién (210-212 °C)
conforme con lo reportado en la bibliografia [Index Merck, 2002]. Mu y Feng (2002) se percataron
de algo similar al realizar un andlisis por DSC de Vitamina E donde observa que el punto de
fusion era mas alto que el reportado en bibliografia. Ellos determinaron que el punto de fusién del
principio activo tenia una alta cristalinidad. Por lo que el estado cristalino requiere de mas
energia térmica para su fusién que un estado amorfo. Entonces la CLFXM se encuentra en un

estado cristalino.
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Con referencia al termograma del PLGA (Fig. 30), presenta una endoterma relacionada con la
temperatura de transicion vitrea a 48.48 °C del PLGA. El termograma de PVAL presenta un pico
endotermico a 194.5 ° C, el cual esta relacionado con su punto de fusién y coincide con el
reportado en la literatura.

En el termograma para NE cargadas con CLFXM (Fig.30) se observa que no hay
ninguna endoterma caracteristica del principio activo entre 100 a 300 °C, por lo que se puede
afirmar que el principio activo se encuentra dispersado molecularmente en las NE (las moléculas
de farmaco se encuentran dispersadas en toda la NE). Asi mismo se puede observar que el
polimero y estabilizante no influyeron en la preparacién de las NE, ya que este termograma no
se vio alterado por los termogramas del PLGA y PVAL [Mu'y Feng., 2002].

PVAL

1945°C
NP-CLFXM

Flujo de calor my

et 22404°C

PLGi

4843°C

] 50 100 1 SIEI 200 230 300
Temperalura

Fig. 30. Termogramas de PVAL, PLGA, CLFXMy NE de CLFXM.
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En el termograma de RIF (Fig. 31) se forma una endoterma de fusion forma Il a
189.01°C, después el material sufre una cristalizacion y reacomodo formandose una exoterma
tipo |, ya que a 256.85 °C, continua con una fusién y degradacion de la RIF, este pico es mayor
que el de la forma amorfa. Alvarez- Roman y cols. (2000) realizaron un analisis térmico al
Naproxeno el cual mostré dos picos, similares al de Rifampicina, donde ellos determinan un pico

de fusion y otro de cristalizacién en su termograma.

296850 C

RIF

18901°C

Flujo de calor mvy

1945°C
4H3B0C

4848°C

0 50 100 150 200 230 300
Temperatura °C

Fig. 31. Termogramas de PVAL, PLGA, RIF y NE de RIF.

En el termograma de NE de RIF (Fig. 31) no se observa un pico caracteristico de la RIF,
solamente se aprecia una endoterma a 50 °C caracteristica a Tg del polimero asi como un

endoterma a 230 °C, este pico puede relacionarse con la evidencia a la recristalizacion de la RIF
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Resultados y Discusion

después de fundido el polimero [Chacdn y cols., 1999], esto significa que el activo esta
dispersado molecularmente dentro de la matriz polimérica y el ligero corrimiento del pico del

PLGA es debido a un efecto del activo en la matriz (plastificacion no convencional).

Entonces se confirma lo observado en MEB, donde disminuyo la temperatura del punto
de fusion del polimero por la presencia del activo, por ende hay un aumento de la motilidad de
las cadenas del polimero y esto hace que se agreguen y forme pelicula para Clofazimina y

Rifampicina
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6.

CONCLUSIONES

Se lograron obtener nanoesferas con una talla promedio de 300 nm, talla ideal para ocuparse
como vectores farmacéuticos cargadas con un colorante fluorescente Rojo de Nilo y un agente
antituberculoso Rifampicina por el método de emulsificacion-difusion, con una eficiencia de

encapsulacion del 77.94 % para Rifampicina.
Se encapsulo un colorante fluorescente Azul de Nilo y un farmaco antileproso Clofazimina por el
método de adicién de sales, el cual fue modificado en la etapa de difusién con una eficiencia de

encapsulamiento del 8.81% para Clofazimina y con una talla de particula promedio de 300 nm.

Se determind que al aumentar la velocidad de agitacién tanto en el método de emulsificacion-

difusién asi como el método de adicion de sales la talla de particula disminuye drasticamente.

Mediante microscopia electronica de barrido se pudo observar la morfologia de las nanoesferas

las cuales eran de forma esférica, sin presencia de cristales.

La adicién de trealosa durante el proceso de liofilizacion previene la agregacion de las
nanoesferas ayudando a formar una capa estable, lograndose una facil resuspension de estas.

Mediante estudios de calorimetria diferencial se determind que ambas moléculas encapsuladas

se encuentran dispersos molecularmente en las nanoesferas.
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1.

1.

PERSPECTIVAS

Se realizo la primera fase de un proyecto que pretende poder aplicar nuevos tratamientos contra
la tuberculosis, esta primera etapa fue la produccién de nanoesferas. A estas nanoesferas se les
realizara estudios in vitro en colaboracién con la Universidad de Nuevo Leén. Estos estudios
pretenden estudiar la fagocitosis de células pulmonares sobre las nanoesferas. Se esperan
obtener buenos resultados para asi poder realizar estudios in vivo donde las nanoesferas seran
administradas en animales de experimentacion. Estos animales seran inoculados con cepas de

tuberculosis para determinar el efecto antituberculoso de las nanoesferas.

Finalmente se pretende formular estas nanoesferas en una forma farmacéutica como aerosoles,
ya que estos dispositivos pueden lograr que el farmaco llegue directamente al sitio de accién, ya

que en este sitio se encuentran las micobatecterias causante de la patologia.

Ademas de encapsular Rifampicina se recomienda trabajar con otros farmacos antituberculosos
y otras técnicas de encapsulamiento faciles de realizar, ademas de los solventes a ocupar sean
aceptados farmacéuticamente para obtener nanoparticulas que se pueda utilizar contra la M.
tuberculosis y asi tener una gran variedad de farmacos y formas farmacéuticas para combatir

esta enfermedad.
Con el método de emulsificacién-difusion se logro un alto porcentaje de encapsulacion, con lo

cual se propone trabajar con mayores volimenes, para comenzar con el potencial escalamiento

del proceso propuesto.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Barridos de Rifampicina y Clofazimina
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Barrido de Clofazimina en metanol, con una concertacion de 30 pg/ml.
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ANEXO I I. Curvas de calibracion de Rifampicinay Clofazimina
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ANEXO I I I. Estructuras quimicas y generalidades de principios activos

Q

()

O
_ —_— = =

o

Rifampicina

Nombre quimico: 3-[[(4-metil-1-piperazinil) imino] metilJrifamicin.

Formula condensada: C43H58N4012

Peso molecular: 822.94. g/mol

Caracteristicas: polvo rojo a anaranjado

Solubilidad: Levemente soluble en CH3Cl, DMSO; soluble en metanol, acetato de etilo,
tetrahidrofurano (1/200); es relativamente insoluble en agua, pero a bajos valores de pH
aumenta su solubilidad, levemente soluble en agua (pH <6).

Pka: 1.7.7.9

DL50: en ratas y ratones (mg/kg): 885, 1720 oralmente; 260, 330 i.v.; 640, 550 i.p

Usos: Es principalmente usado en el uso del tratamiento de tuberculosis y lepra.
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Clofazimina

Cl
)Cf
N N CHs
=
N N Cl
H

Nombre quimico: N,5-Bis(4-clorofenil)-3,5-dihidro-3-[(1-metiletil)imino]-2-phenazinamine.

Formula condensada: C27H22CI2N4

Peso molecular: 822.94 g/mol

Caracteristicas: polvo rojo oscuro

Solubilidad: casi insoluble en agua (1/10 000), levemente soluble en cloroformo, benceno y
dimetil sulfoxido (1/15), poco soluble en etanol de 1/700 partes, 1/ 1000 partes de eter

pka: 8.51

Punto de fusion: 210-212°C

DLso : en ratas, ratones y credos: > 4 g/kg

Usos: farmaco antibacteriano, especialmente efectivo contra  Mycobacterium leprae, el cual
también tiene propiedades antinflamatorias en altas dosis. Es un colorante cationico usado en
histoquimica para tefir lipidos [Vijayalaskshimi y cols., 2003], también es empleado como
colorante anilico e indicador acido-base, que cambia de amarillo pasando por el azul llegando a
magneto cuando el pH se eleva (www.rsc.or), incluso puede ser ocupado como indicador

electroquimico para detectar DNA [Huangxian y cols., 2005].
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Anexos

Azul de Nilo

AT 1 % AT _ o _ TlTT
HsCalpNay, e A A, .INH2
) ’ 1 1 1] 1
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cr N

Nombre quimico:

Formula condensada: C,0HoN3;OCl

Peso molecular: 353.861 g/mol

Caracteristicas: polvo azul intenso

Solubilidad: soluble en agua, acetato de etilo

Absorcion méxima en UV: 638 nm

Usos: Preferencialmente en la tincién de lipidos, acidos nucleicos
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Anexos

Rojo de Nilo

(CHyCHZ)N o 0

Nombre quimico: 9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxa- Jphenoxazine-5-one)

Formula condensada: C,0H;sN,0xl1

Peso molecular: 318.495g/mol

Caracteristicas: polvo rojo ladrillo

Solubilidad: insoluble en agua, soluble en metanol, acetona, acetato de etilo, metil etil cetona,
Absorcion méxima en UV: 565 nm

Usos: colorante lipofilico, para marcar intracelularmente grasas
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