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I. INTRODUCCION

La quimioterapia antimicrobiana se inicio en la década de los afios treinta. Desde entonces se han
sintetizado un gran numero de antibidticos con mayor o menor efecto y con la finalidad de mejorar
la potencia y efectividad de los ya existentes.

Por desgracia, el desarrollo de las defensas de las bacterias ha dado lugar a la aparicion de las

resistencias, originadas por el uso frecuente, indiscriminado y excesivo de antibidticos.

En la actualidad se estan realizando numerosos esfuerzos en muchos paises para encontrar nuevos
antibioticos eficaces contra las bacterias multirresistentes, lo que involucra costos altos de
investigacion y tiempos prolongados. Pensando en que llegara un momento que la sintesis no sera la

via adecuada y probablemente la solucion serd el uso racional de los ya existentes.

Este impacto origina la necesidad de redisefiar formulaciones involucrando a la investigacion
farmacéutica que ha desarrollado los llamados sistemas de liberaciéon modificada (SLM), los cuales
tienen por objetivo obtener formas farmacéuticas que garanticen que la liberacion del farmaco sea
de una manera no convencional haciendo asi que la pauta posologica y el aprovechamiento de la
dosis administrada sea mayor. La opcion de formular los farmacos en SLM acarrea el desarrollo de

nuevos sistemas y procesos, entre ellos se engloban las microemulsiones y las nanoparticulas.

Las microemulsiones son sistemas constituidos por dos fases liquidas inmiscibles entre si, que de
manera espontidnea una se dispersa en la otra con la ayuda de un tensoactivo o una mezcla de
tensoactico-contensoactivo, siendo éstas un medio para la generacion de las nanoparticulas,

destacando las Nanoparticulas Sélidas Lipidicas




(NSL) formadas por lipidos sélidos derivados de &cidos grasos. Las nanoparticulas presentan como

ventajas para su uso farmacéutico baja toxicidad, tamafio nanométrico y poca respuesta inmune.

Por otra parte, la norfloxacina es una fluoroquinolona con un amplio espectro antibacterial, ésta se
administra en el ser humano. Se considera un antibiotico de eleccion en muchas enfermedades
(prostatitis, cistitis, neutropenia, infecciones del tracto urinario y a nivel de vias respiratorias). Sin
embargo, esta molécula presenta baja solubilidad, lo que ha llevado a buscar la sintesis de sales,
presenta una pobre penetracion en tejidos y alcanza bajos niveles en sangre, por otro lado su tiempo
de vida media corto, lleva a tener una pauta posologica multidosis dando posibilidad de la
generacion de resistencia bacteriana, aunada a la mala disciplina del paciente. Una dosificacion o
toma frecuente origina reacciones adversas como trastornos gastrointestinales, que se presentan en
un 2-4% de los pacientes, efectos sobre el sistema nervioso central que suelen ser minimos, pero
incluyen aturdimiento, mareos, cefaleas y somnolencia dado que la forma farmacéutica de eleccion

es oral.

La presente tesis propone como una alternativa de solucion, la formulacion de este activo de
eleccion en un sistema de liberacion modificada basada en nanoparticulas sélidas lipidicas de acido
estedrico con norfloxacina, buscando como opcion una administracion parenteral, ademas de
obtener conocimientos basicos sobre la influencia de la metodologia de formulacion en el sistema

resultante.




I1. ANTECEDENTES

1. Norfloxacina

La primera quinolona utilizada en clinica, a principio de los 60’s, fue el acido nalidixico. Se clasific6 como
antiséptico urinario debido a que so6lo en orina alcanza concentraciones suficientes como para actuar frente a
bacterias patdogenas. Mas tarde surgieron otras quinolonas, denominadas de 1* generacion, que aunque superaban

algunas de las limitaciones del 4cido nalidixico, seguian siendo antisépticos urinarios (oxolinico, pipemidico).

La introduccion de un adtomo de fltior en la molécula basica de las quinolonas dio lugar a la aparicion de las
fluoroquinolonas, que presentan una potente actividad antibacteriana, principalmente frente a bacterias gram (-)

aerobias y facultativas. Norfloxacina fue la primera fluoroquinolona comercializada.

Desde 1973 a la fecha se han llevado acabo 8710 reportes bibliograficos en revistas de ambito internacional que

alcanzan estudios tanto en medicina humana como veterinaria implicado como principio activo a la norfloxacina.
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De los cuales, la mayoria son relevantes desde el punto de vista del interés de varios paises, referente a la
sensibilidad o resistencia hacia las bacterias, comparando esa actividad con otros principios activos para radicar
los problemas de enfermedades del tracto urinario y respiratorio que tienen diferentes origenes, presentando la
norfloxacina una actividad diferente seglin sea el tipo de bacteria.

Unos pocos mas se enfocan a la determinacion de la cantidad de norfloxacina presente en tejidos por ejemplo de
cerdos y gallinas, a través de técnicas analiticas, concluyendo que existe presencia del principio activo en

concentraciones de ng/g de tejido.




El resto, se centra en encontrar una formulacion que ofrezca ventajas terapéuticas, considerando la correlacion

de estudios in vitro-in vivo.

A partir de estos informes de investigacion podemos discernir la gran importancia de este antibidtico tanto en

medicina humana como en veterinaria.




1.1 Ficha técnica.

CH,
HN
N N
Formula desarrollada de norfloxacina: . / 0
@) OH

Formula condensada:

Ci6HisFN3O3
Peso molecular:

319.34

Nombre quimico:

1-etilo-6-fltor-1,4-dihidroxi-4-oxo-7(1-

piperazinil)-3-acido quinolinocarboxilico.

Descripcion:

Polvo cristalino amarillento.

Punto de fusion de:

227-228 °C

Solubilidad en agua:

1.78E+005 mg/L

pKa.

8.76,2.75




1.2 Farmacocinética

La norfloxacina es una fluoroquinolona, estructuralmente similar al acido nalidixico. Sefiala Stein.GE' que la
estructura anfotérica de este farmaco produce una rapida disolucion, absorcion y penetracion tisular. Debido a
que no se dispone de una preparacion intravenosa de norfloxacina para ser utilizada en seres humanos, algunos

parametros farmacocinéticos no han sido completamente dilucidados.

Absorcion

Luego de su administracion oral, el 30 al 40% de la dosis de norfloxacina se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal con una tasa de absorcion media de 3.22 horas. Aproximadamente 1.5 horas (ty.c) después de
una dosis oral de 400 mg se alcanzan los niveles séricos pico de 1.5 a 2.0 ug/mL. Si bien la dosis de norfloxacina
de 200 a 800 mg produce un aumento lineal en el pico del nivel sérico y del area bajo la curva de concentracion

plasmatica-tiempo, las dosis superiores a 800 mg producen un incremento no lineal en estos parametros.

Distribucion

Luego de su administracion oral, el farmaco alcanza rapidamente concentraciones terapéuticas en suero y orina,
y su baja union proteica (14%) y alta solubilidad en los lipidos determinan un gran volumen de distribucion de la
misma. La vida media de eliminacion sérica de la norfloxacina es 3.25 horas pero, luego de 14 dias de
tratamiento con norfloxacina en voluntarios sanos estos no mostraron una acumulacion plasmatica importante ni
un aumento en la vida media de eliminacion sérica. Se ha demostrado, que la norfloxacina penetra en diversos
tejidos, incluyendo liquidos de ampollas, tejido renal y prostatico, amigdalas faringeas, senos paranasales,

liquido amniotico y sangre del cordéon umbilical (luego de la ingesta materna del fArmaco).




Metabolismo

El higado parece ser el sitio primario del metabolismo de la norfloxacina, 6 metabolitos del principio activo se
excretan en la orina en forma no conjugada. Un estudio realizado en 3 pacientes con diagnostico de hepatitis B
aguda y anormalidades hepaticas moderadas no revelé modificaciones farmacocinéticas en comparacion con lo

observado en voluntarios sanos.

Excrecion

A partir de una sola dosis de norfloxacina de 400 mg la recuperacion en las heces es de aproximadamente un
29% (entre 8.3 y 53.5%) en las 48 horas siguientes. El pico de los niveles fecales (23 a 36 horas después de la
administracion) de norfloxacina, de 207 a 2.716ug/g de heces. Si bien los niveles biliares de norfloxacina
exceden los séricos, el arbol biliar no se considera una ruta importante en la eliminacion del principio activo. El
aclaramiento renal de norfloxacina, es alto (272 a 296 mL/minuto) y las concentraciones urinarias del fArmaco
varian de 100 a 300 veces la concentraciones séricas simultaneas. El 30%, aproximadamente, de la dosis oral de
norfloxacina se excreta en la orina sin modificaciones. Sin embargo, la administraciéon concomitante de
probenecid disminuye a la mitad la recuperacion urinaria del principio activo. Sugiere en consecuencia, que
ademas de la filtracion glomerular, la secrecion tubular activa puede participar en la secrecion urinaria de la
norfloxacina. Las reducciones en la tasa de filtracion glomerular se asocian con un incremento en la vida media
de eliminacion sérica y del area bajo la curva concentracion plasmatica-tiempo de norfloxacina. Es necesario

ajustar la dosis cuando el aclaramiento de creatinina es inferior a 20 mL/minuto.




2.0 Sistemas de liberacion modificada

En muchas enfermedades, el régimen posologico ideal seria aquel con el cual se consiguiera inmediatamente una
concentracion terapéutica aceptable de farmaco en el lugar o lugares de accion y esta concentracion se
mantuviera constante durante el tratamiento. Esto, se puede conseguir modificando la forma convencional de
cesion del farmaco. La necesidad de formular estas formas farmacéuticas en sistemas de liberacion modificada

acarrea el desarrollo de novedosos sistemas y procesos.

Se entiende, como un sistema de liberacion modificada, aquellas formas farmacéuticas disenadas de tal manera
que se modifica la velocidad o el lugar de liberacion del mismo principio activo respecto a las formas
farmacéuticas de liberacion inmediata del mismo farmaco. La terminologia empleada para estos sistemas no es

bastante precisa y todavia no existe armonizacion.

El término “liberacion modificada” es el que emplean las farmacopeas europea y americana como alternativa a la
expresion convencional formas retard. Estrictamente la denominacion de formas retard solo deberia utilizarse
para las formas de liberacion retardada.

De esta forma de liberacion se distinguen diferentes tipos:

Liberacion acelerada. Es aquella preparacion farmacéutica cuya velocidad de liberacion del activo es mucho
mas rapida que la de una forma de liberacion convencional destinada a la misma via.
Entre las cuales se encuentran dos tipos de formulaciones:

Comprimidos efervescentes en contacto con la saliva: Efferalgan odis® (paracetamol).




Tabletas liofilizadas o liotabs: Son matrices en las que se encuentra disperso el principio activo y en contacto con
cualquier solucion acuosa (saliva) se disuelven instantaneamente y liberan el principio activo que contienen:
Feldene flas® (piroxicam), Zyprexa velotab® (olanzapina), Vastat flas® y Rexer flas® (mirtazapina).

iOJO! No se debe confundir el concepto liberacion con absorcion; en general, estas formas de liberacion
acelerada no tienen una absorcion mas rapida que las formas convencionales; la diferencia entre ellas radica en
que se libera o dispersa rapidamente sin necesidad de administracion con agua, pero no se diferencian en el

inicio de accion.

Liberacidn diferida. Indica que el farmaco no se libera inmediatamente después de la administracion, sino mas
tarde, existiendo un control en cuanto a la forma y el tiempo de liberacion. Ejemplo de tipo de formulacion:

Cubierta entérica o sensible al pH. Ej.: especialidades farmacéuticas que contienen AINE (ej.: Voltaren® 50 mg
40 comprimidos gastrorresistentes, Orudis®50 mg 40 comprimidos entéricos) o inhibidores de la bomba de

protones (ej.: omeprazol 20 mg 28 capsulas EFG).

Liberacion extendida o prolongada. Es la forma farmacéutica que permite una reduccion de al menos dos veces
la frecuencia de administracion en comparacion con una forma convencional. Tipos de formulacion:

Matrices inertes lipidicas o hidrofilas: dispersiones moleculares o particulares del medicamento en un sistema
generalmente polimérico que resiste la disgregacion y regula la liberacion (ej.: MST Continus).

Microcapsulas, microgranulos o microesferas: aplicacion de una fina cubierta de gelatina u otros materiales de
naturaleza polimérica sobre pequefias particulas que contienen uno o varios principios activos. La permeabilidad
de la cubierta condiciona la velocidad de liberacion. Las microcapsulas, microgranulos o microesferas pueden
comprimirse (ej.: Beloken retard®) o introducirse en una capsula (ej.: Skenan®).

Formas obtenidas por modificacion farmacéutica: la velocidad de liberacion del principio activo se reduce, bien

aumentando el tamafio de particula, bien modificando la cristalizacion (ej.: Adalat Retard®).




Liberacion controlada. Son formas farmacéuticas que liberan el farmaco a la velocidad constante y proporcionan
concentraciones plasmaticas que permanecen invariables con el tiempo. Ej.: Versatrol T, un nuevo soltgel de

Banner.

La liberacion temporal es una forma de liberacion controlada que involucra la velocidad con la cual el sistema
libera el activo que debe ser suficiente para alcanzar y mantener el efecto deseado por un lapso predeterminado.
En otras palabras, la cantidad del activo que entra en el organismo es igualada con la cantidad removida. La
idealizacion de esta liberacion es que siga una cinética de orden cero, esto es constante e independiente de la

cantidad del activo en el sistema de liberacion.’' >

Dosis doble

Concentracion toxica

Cp Dogp

Infusidn venosa
Liberacion controlada

\ \ Liberacion

\ Prolongada o sostenida

Concentracion subterapéutica

Tiempo

Figura 2.1. Niveles plasmaticos vs. Tiempo para diferentes sistemas de liberacion de activos.
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2.1 Factores que determinan el disefio de un sistema de liberacion modificada.

Cuando se cavila en perfilar un sistema de liberacion modificada se debe tomar en cuenta una serie de factores

fisicoquimicos, bioldgicos y terapéuticos que nos pueden guiar en la concepcion del dispositivo a fabricar.

Lo primero a reflexionar es si es justificable colocar el o los activos en un sistema de liberacion controlado
(SLC). Para dar respuesta a este cuestionamiento se recurre al tiempo de vida media (t;;) de la sustancia activa,
ya que esta es indicativo de la velocidad a la que se elimina el activo y por ende sugiere la frecuencia de la dosis.

Un farmaco con t;,, corto (2-4 horas) es potencial candidato para ser formulado en un SLC.

Un segundo aspecto a considerar es la factibilidad fisica y tecnologica del SLC. Por ejemplo, por via oral no se
podra tener un dispositivo rigido mayor a un gramo por las obvias dificultades de deglucién. En casos de grandes

cantidades de activo se podria pensar en un sistema fluido, por ejemplo, una suspension de acarreadores.

El tercer aspecto es la ruta de administracion del SLC. El area del organismo en la cual se pretenda administrar

el SLC puede dar pauta para el desarrollo tecnologico.

e , . [ ;. , . 2
También se debera considerar la factibilidad econdémica y tecnologica.

Existen otras propiedades del activo que nos pueden servir para saber si es valido y posible el desarrollo de un

sistema de liberacion modificada. Los activos que presentan muy baja velocidad de absorcion o con regiones de

absorcion especificas, son malos candidatos. La baja absorcion también va ligada a una desfavorable solubilidad

acuosa. El valor mas pequefio reportado para un sistema de liberacion controlado es de 0.1 mg/mL.

11




Finalmente activos que tengan alta afinidad por los lipidos celulares o por unirse a proteinas, tenderan a
permanecer retenidos en el organismo por largos periodos y evidentemente no seran susceptibles de ser

medicados en SLC (coeficiente elevado de particion aceite/agua).

Esto no implica que el farmaco seleccionado deba cumplir con todos los aspectos mencionados anteriormente. A

continuacion se presenta una tabla de farmacos autorizados para ser formulados de este modo.
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NUEVOS PRINCIPIOS ACTIVOS AUTORIZADOS EN EL 2003

DE FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACION MODIFICADA

e T

ADEFOVIR JOSAF Tratamiento de la hepatitis B cranica en adultos con: enfer- 14.28
HEPSERA® H medad hepdtica compensada con evidencia de replica-
cicn viral activa, niveles de ALT elevados y evidencia histo-
lesgica deinflamacion hepstica activa y fibrosis o enferme-
dad hepsitica descompensada.
AMNAKINRA LO1E Tratamiento de los signos ¥ sintomas de la arfritis reuma- 28,57
KINERET* H tzide en combinacicn con metotrexato, en agquellos pa-
cientss que no hayan respondida bien a la administracian
de metorexato solo
ERIVUDINA JOSAE Tratamiento precoz del herpss zoster agudo en adultos in- 18,06
MERVIMEX® MUNCCEmpetentas,
MERWOL®
ZOSTYDOL®
DESLORATADINA ROBAX2T  Alivio d=los sintemas asociados arinitis alérgica y urticaria 0,62
AERILS® idiopdtica cronica,
DIACEREINA MO1A7 Tratarienta sintormatico de b akosis, 0,1
ARTRIZAN®
GALAXDAR®
GLIZOLAN®
ENFUVIRTIDA JOSAX Tratamienta, en combinacion con cis medicamentos an- 51,68
FUZECN* H tiretrowvirales, de pacientss infectados por el VIH-1 que han
recibidao tratamienta, o a los que kes han fallado los rata-
mientz con al menos un medicamento de cada una de las
siguisntes clases antimstrovirales: inhibickores de la protsa-
sa, inhilsidores de la ranscri ptasa imversa no ardlogos de
nucledsidos @ inhibidores de la transcriptasa inversa andg-
legos de nuckadsidos, o que tisnen intolsancia a trata-
mientcs antimetrovirales prevics,
ERTAPENEM Jod Tratamients de las siguientes infeccionss en adultos cuan- 45,00
INVAWT® H o son causadas por bactenas conocidas o muy probable-
ments sensibles a ertapsnam y cuando s Equiers rata-
miento parenteral: infeccionss infraabdominales, neumaoni-
as extrahospitalarias, infecciones ginecokgices agudas.
FROVATRIPTAN NO2C Tratamiento agudo de la fass de cefalsa de los ataques de 583
FORVEY* migrafia con o sin aura,
PERLIC*
IMID APRIL COBAATE  Tratamiento de la hipsrtension esencial leve a moderada. 045
HIFERTEME®
INSULINA GLARGINA ~ ATDAEDd  Tratamiento de la diabetss mellitus en adultos, adolescen- 2,23
LANTLIZ® tes y ninos a partr de los 6 akos, cuando se precise trata-

mientc con insulina,
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LARONIDASA
ALDURAZYME®

LEVOCETIRIZINA
MUNTEL®
KRTAL®

MANIDIPING
ARTEDIL*

MEMANTIMNALZ)
AXURA®
ERIXA"

MOROCTOCOG
REFACTC®

NORELGESTROMINA+
ETINILESTRALHOL™
EVRA*

OLOPATADINA
OPATANOL®

PARICALCITOL
ZEMPLAR®

PEGFILGRASTIM
MNELILASTA®

PEGVISOMANT™
SOMAVERT®

PIMECROLIMUS
ELIDEL*®

RIFAXIMIMNA
SPIRAXIN®
ZAXIME®

RIMEXCLOMNA
VEXOL®

RUPATADINA
ALERGOLIBER®
RIMIALER*
RUPAFIN®

VARDEMAFILO™
LEVITRA®

ZOFENOPRIL
ZOFEMIL®
ZOPRANOL®

(1) Medicamanio na Ainanclado por ol =istema Macional de Sakud. (2] 52 necosit Wsado do B nspaccian. (DH) Clagnasticoo Hosphalino. (H) Uso Hospitalario

Al EAIIE

ROEAEDD

cop2

NOGDX0T
OH

BOZBD
H

GOIAA

S01GXDD

ATIC

GOIAA

HO1AX
CH

D11AX15

AOTAATT

S01BA13

ROGAX2E

GO4BEDD

COBAATS

Terapia de reemplazo enzimético a largo plazo en pacien-
tes con un diagnastico confirmado de mucopilisacanidosis
LMSP |: deficiencia de alfa-L-iduronidasa) para ratar las
manifastacionss noneurclagicas de la enfermedad.

Tratamiento de los sintomas asociados a enfermadades
alérgicas coma: rinitis alérgica estacional lincluyendo los
sintomas oculares), rinitis alérgica persnne y urticana cro-
nica idiopética.

Tratarriento de la hipertensian arterial esencial leve a mo-
derada.

Tratamiento de pacientes con enfermedad de Alzheimer
de moderadaments grave a grave.

Tratamienta y profilacis de episodios hemorragicos en pa-
cientes con hemcfilia A [déhcit congénito de factor VI, Mo
contiens factor devon Wilksbrand y, por tants, no estd indi-
cado en laenfermedad devon Willsbrand.

Antizoncepcian femenina,

Tratamiento de kas signos y sintomas oculares de la con-
juntivitis alérgca estacional.

Prevencian y tratamisnto del hiperparatiroidismo secun-
daric ¥ la osteodistrofia renal ascciados con fallo renal cra-
nico.

Reduccion de la duracion de la neutropenia y de la inci-
dencia de neutropenia febril en pacientes con tumores
malignas tratados con quimicterapia citotéxica loon ex-
cepcion de lkucemia misloids crénica y sindromes mielo-
displasicos).

Tratamients de pacientes con acromegalia que no han res-
pondido adecuadamente a cirugla o radiacion o en los
que con un adecuado tratamisnta con andlogos de soma-
tostating ioctreotida, lanectida) no == han normalizado las
concentracionss del factor de crecimisnta | 6 po insulina
{IGF-1) o no haya sido tolerado,

Dermatitis atdpica (eczemal en pacientes de dos o méas
anos desdad, para el tratamiento a cono plazo de los sig-
nas Y sinkomas o el tratamienta intsrmitents a largs plazo
para prevenir la aparician de brotes,

Enterocolitis bacteriana resistente al tratamisnto sintoms-
tico en pacientss de riesgo con patologla asociada, inmu-
nickepresion o edad avanzada. Colitis pssudomenbrancsa
&n pacientes resistentes a la vancomicina, diverticulitis
aguda, profilaxs prey post operatonia en cirugia del tracto
gastraintestinal ¥ coma terapia coadyuvante en la hipsra-
MonEmia,

Tratamienta de la inflamacion postoperatoria ras la cirugla
czular, ratamiento de la uveltis anterior y de las inflama-
ciones de la conjuntiva bulbar y palpebral, comesa y seg-
menta antsrior del ajo, que responden al ratamisnto con
estemides. La inflamacidn debe ser de naturalsza no in-
fecciosa, En casos mas graves, y si la parte posterior del
oo estd afectada, se recomienda inysccian subconjurtival
o tratamients sistémico,

Tratarrisnto de kos sinbomas asociados a la rinitis alérgica
estacional y persnne,

Tratamiento de la disfuncion eréctil,

Tratamients de la hipertension esencial lsve a moderada,
Tratamienta, iniciade dentro de las primeras 24 horas, de
pacientss con infarts agudo de miocardio con o sin signos
¥ sintormas deinsuficiencia cardiaca, hemodingrmicameants
estables, que no hayan recibido terapia con trombciticos.
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Este apéndice informa sobre las notaciones utilizadas en la tabla anterior.

CLASIFICACION DEL POTENCIAL TERAPEUTICO

TIPO A’: Novedad terapéutica excepcional

El nuevo medicamento supone un tratamiento o diagnostico
eficaz para una enfermedad que no podia ser tratada o
diagnosticada adecuadamente con algin medicamento

existente.

TIPO A: Importante mejora terapéutica
El nuevo medicamento proporciona una mejora evidente, bien
en cuanto a eficacia o a seguridad de una enfermedad para la

que exista ya tratamiento disponible.

TIPO B: Modesta mejora terapéutica

El medicamento constituye un avance modesto, pero lo real,
sobre otros medicamentos disponibles en el mercado (menos
reacciones adversas, menor costo del tratamiento, mas comodo

para el paciente, Util en pacientes concretos).

TIPO C: Nula o muy pequefia mejora terapéutica

El nuevo medicamento no esta relacionado estructuralmente
con ningin farmaco existente (es una nueva identidad
farmacologica), pero no aporta ninguna ventaja significativa
respecto a otros farmacos alternativos en la enfermedad para la
que esta indicado. El nuevo medicamento es similar a unos o

mas farmacos ya disponibles en el mercado.

TIPO D: Sin clasificacion

Del nuevo medicamento existe poca bibliografia y/o poca
experiencia de uso para poder establecer una conclusion
significativa. El nuevo farmaco no es comparable con ningun

otro.
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2.2 Sistemas acarreadores

Los sistemas de liberacion controlada abarcan una amplia gama de técnicas, desde aerosoles para la
terapia de la inhalacion hasta capsula de alta tecnologia. Otra forma diferente es el uso de

4 .y . . 3 4
acarreadores que lleven el farmaco al lugar de accion en la dosis y tiempos deseados.™

La idea de usar acarreadores no es nueva. Paul Erlich, en 1906, planteaba la busqueda de una
sustancia capaz de actuar como una “bala” la cual eliminard solamente al organismo vector
productor de la enfermedad. Erlich encontr6 el dioxidiamidoarsenobenzol. Este era el compuesto
606 al que le puso el nombre de salvarsan, o "arsénico que salva". Mas tarde, conforme al método
cientifico, cotejo las suposiciones y establecio las pautas de administracion y asi logrd eliminar los
gérmenes causantes de la sifilis sin lacerar al organismo mediante la inyeccion de un producto en la
sangre. Es lo que antes denomind "balas magicas". Una especie de medicina dirigida a un lugar en

especifico.”°

Los sistemas acarreadores presentan algunas ventajas sobre el hecho de administrar los firmacos
libremente. El organismo es protegido de la posible toxicidad de los activos, mientras que estos son
protegidos de la accion del organismo y del medio ambiente, a la vez que mantienen la velocidad de

liberacion.

Para disenar formas de dosificacion se utilizan materiales que deben ser principalmente,
biodegradables,”'* es decir, que su degradacion en el organismo sea mas rapida que fuera de él y
que ni ellos ni sus productos de degradacion sean toxicos. Destacan las ciclodextrinas, fosfolipidos,

esteroles, diferentes tipos de tensoactivos y polimeros naturales o sintéticos.'' Algunos de estos
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tipos de materiales presentan problemas como rapido aclaramiento de las particulas coloidales por
los macréfagos del sistema reticuloendotelial, lo cual es necesario tener conocimiento de algunas de
las propiedades de los mismos: distribucion y tamafio de particula, potencial zeta, hidrofobicidad de

la superficie y analisis quimico.

El estudio de tamafio de particula es necesario porque de éste dependeran: su distribucion en el
organismo, su toxicidad y evidentemente el aclaramiento por el sistema reticuloendotelial.'> " Asi,
es sabido que el tamafio mas pequefio de los capilares es aproximadamente de 4 um, por lo tanto

trabajar con particulas de tamafio mayor a éste implica la posible formacion de trombos.

El conocimiento del potencial zeta es determinante para estimar la uniéon a macrofagos y la
agregacion entre particulas.'*'® Practicamente todos los coloides acuosos son negativos, -14 a -30

mV.

De la hidrofobicidad de la superficie obedece la interaccion con las células (mas hidrofobico mas
fagocitosis) y con otros polimeros usados para adsorcion (mas hidrofobico mas afinidad por los
polimeros con esas caracteristicas). Si se realiza un estudio de la composicion quimica de la
superficie se podrd conocer la presencia de contaminantes en el exterior de la particula, los
fenomenos observados en la modificacion superficial del vehiculo y la distribucion in vivo. Para
conocer este dato se realiza marcacion con is6topos radioactivos y se hace un seguimiento mediante

centelleo gama.'”'®
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2.2.1 Clasificacion de sistemas acarreadores

Los acarreadores mas utilizados se clasifican en tres tipos:

a) coloidales: liposomas, niosomas, microparticulas y nanoparticulas.
b) moleculares: ciclodextrinas, anticuerpos y dendrimeros.
c) celulares: eritrocitos resellados.

Esta revision se encauzara mas sobre los sistemas coloidales porque entre éstos se encuentran las

nanoparticulas que son parte primordial de este trabajo.

Por definicion, se denominan sistemas coloidales las dispersiones en las que las particulas tienen un
tamafio que oscila entre 10° m (1 nm) y aproximadamente 10° m (1pm). Sin embargo se suele
ampliar el limite superior de tamafio para incluir las emulsiones y las suspensiones, que son
sistemas muy polidispersos en los que las gotitas suelen medir mas de 1um pero que manifiestan
muchas de las propiedades de los sistemas coloidales. Esto conlleva a que exista un amplio criterio
de definiciones de estos sistemas, ya que, Alfred Martin menciona que para ser un sistema coloidal
el tamafio de las particulas dispersas debe de estar en un rango de 1nm a 0.5um, sin embargo, Paul
C. Hiemenz, Brian Vicent consideran como sistema coloidal a las particulas que estan en el rango

de Inmy lpm.

Liposomas: estructuras constituidas por dos o mas bicapas de fosfolipidos que cuando se dispersan
en el agua se organizan en vesiculas cerradas. Fueron descubiertos en 1960 y desde entonces han
sido utilizados para diversos fines, entre los que destacan su uso como modelos de membranas

celulares y como sistemas de liberacion de activos, a nivel farmacéutico y cosmético. Los liposomas
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varian segun el tipo de lipidos utilizados, la técnica y las condiciones de preparacion lo cual influye

sobre los procesos, perfil de liberacion de los activos y la vida media del liposoma.

Niosomas: son vesiculas formadas principalmente por tensoactivos no iénicos y presentan mayor
estabilidad que los liposomas. Su eficacia de carga depende del método de preparacion (inyeccion
de disolvente organico lleva a mayor eficacia que por agitacion manual) y la composicion de la

bicapa (a mas colesterol, mayor longitud de cadena y mayor carga, mayor atrapamiento)."’

Microparticulas: particulas pequefias, del orden de micras. Preparadas a partir de diferentes
materiales y sus caracteristicas fisicas dependeran del uso que se les va a dar. Existen dos tipos de
microparticulas: las microesferas en las que el farmaco se encuentra disuelto o disperso en una
matriz polimérica sélida y las microcapsulas cuando el farmaco se encuentra en una fase liquida

interior y rodeada por una membrana.

Si bien algunos de estos sistemas ya cuentan con una larga trayectoria como vehiculos portadores
de farmacos, sin embargo, ha sido en los tltimos afios cuando se han producido las innovaciones y
aplicaciones mas interesantes. En éste contexto vamos a centrar nuestra atencién, en las

nanoparticulas como sistemas de mas amplia utilizacion en la actualidad.

2.2.2 Nanoparticulas

A finales de los afios 1970, debido a los problemas que presentaban los liposomas como la baja
estabilidad y baja eficiencia en la incorporacion de farmacos, surgieron como alternativa las

nanoparticulas.
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Nanoparticulas: son particulas coloidales en el rango de tamafios entre 10 y 1000nm. Estan hechas
de material macromolecular en el cual el activo estd disuelto, atrapado o encapsulado y al cual
puede ser absorbido o unido. Este material debe ser preferentemente biodegradable. La eleccion del
polimero, tamafio y método de preparacion dependeran de la bioaceptabilidad del mismo, las

propiedades fisicoquimicas del firmaco y del polimero y de la meta terapéutica.

Ej.: la albumina, como componente de nanoparticulas, ha sido ampliamente estudiada por
numerosos autores, pero ha adquirido especial relevancia al ser las primeras nanoparticulas,
aprobadas por la FDA, conteniendo paclitaxel. Estas nanoparticulas, desarrolladas segun la
tecnologia de la American Biosciences, pueden pasar a través del epitelio endotelial de los vasos de
los tumores via transporte, mediado por receptores de la albumina y no contienen los disolventes
utilizados para disolver el paclitaxel. Ello permite que la infusiéon dure 30 minutos en lugar del largo
tiempo que se utiliza con la formulacion convencional; por otra parte se pueden utilizar equipos de
perfusion standard en lugar de los equipos especiales que se requieren para administrar el paclitaxel.
La FDA aprob6 Abraxane (particulas de paclitaxel unido a albumina para suspension inyectable)

para el tratamiento del cancer de mama metastatico.

Ademas de las nanoparticulas formadas a partir de polimeros naturales o sintéticos, destacan las
Nanoparticulas Solidas Lipidicas (NSL) como un novedoso sistema de liberacion, el cual propone

.~ e - - 2022
el uso de lipidos s6lido derivados de acidos grasos.

Un ejemplo de la importancia de estas, en los ultimos tiempos, debido al aumento de cancer de piel
ha surgido la necesidad de formular sistemas de proteccion eficaces frente a las radiaciones solares

con el fin de minimizar los efectos negativos de las mismas. Un problema asociado al uso de filtros
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solares como fotoprotectores es su penetracion en la piel provocando irritacion. Ello podria
minimizarse, o incluso evitarse, utilizando estos sistemas nanoparticulares. Dichos sistemas (NSL)
ejercen por si mismos un efecto fotoprotector, debido a que estas particulas son capaces de reflejar
la radiacion UV-B y A .Por ello, en cualquier formulacion en la que se combinen con filtros solares
se observara un sinergismo en el efecto fotoprotector. Asi por ejemplo, la incorporacion de la 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona (Eusolex® 4360) en SLN dispersos en una emulsion produce un

efecto fotoprotector tres veces superior al obtenido con una emulsion de referencia.’

Las principales ventajas y desventajas de las NSL son:

Ventajas: disminucién de la toxicidad, tamafio nanométrico, disminucion de la respuesta inmune.”

24

Desventajas: capacidad de carga, reproducibilidad, polimorfismo del lipido.*

2.2.2.1 Métodos de preparacion

Las técnicas usadas para preparar NSL son: homogenizacion por alta presion, evaporacion por

disolvente y microemulsion.”*?’

Homogenizacién por alta presion. Se disuelve el farmaco en el lipido fundido entre 5y 10 °C por
encima de su punto de fusion y se dispersa la mezcla con agitacion en una disolucion caliente (a
igual temperatura que la fase lipidica) de tensoactivo. Esta preemulsion se homogeniza con alta
presion. La emulsion se enfria y la recristalizacion del lipido lleva a la formacion de las estructuras

nanoméricas. También es posible encapsular farmacos sensibles a la temperatura mediante
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mezclado en frio o moléculas hidrofilicas®™ de este modo se evita, en parte, la migracion del

farmaco a la fase acuosa durante el proceso inicial de formacion de la preemulsion.” >

Evaporacion por disolvente. Se disuelve el lipido en un medio organico y se dispersa en agua
formando una emulsiéon o/w. Posteriormente se evapora el disolvente, dejando el lipido en contacto
con el agua, que al ser no soluble precipitara dando lugar a las NSL. El problema de este método es

el uso de disolventes organicos.”

En el tercer caso, las microemulsiones fueron el medio para la generacion de las NSL de este
trabajo. Se define una microemulsion como un sistema constituido por dos fases liquidas (acuosa y
organica) inmiscibles entre si, que de manera espontanea una se dispersa en la otra con la ayuda de
un tensoactivo o una mezcla de tensoactivo-cotensoactivo. Se les considera sistemas
termodinamicamente estables, transparentes, con un tamafio de gota menor a 2pm.

Se genera una microemulsion, siendo la fase interna el lipido fundido con el farmaco incorporado;
esto es, adicionando con agitacion a una fase acuosa con tensoactivos y cotensoactivos a la misma
temperatura. La microemulsion formada se adiciona a una disolucion acuosa fria y la precipitacion
de las NSL es instantanea. La desventaja que presenta en este método es que la cantidad de fase
lipidica con respecto a la acuosa puede ser pequeia y, por lo tanto, para obtener una cantidad

significativa de NSL es necesario eliminar una cantidad excesiva de agua.**>*

De este método se derivan las dos técnicas utilizadas para la elaboracion de las NSL.

a) Microemulsion por fusion: se disuelve el farmaco en el lipido fundido entre 5y 10°C por encima

de su punto de fusion, agregando con agitacion los componentes que forman la fase acuosa a la
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misma temperatura. Posteriormente se le adiciona agua fria y la precipitacion de las nanoparticulas
es inmediata, eliminando el exceso de agua con el proceso de liofilizacion.*®

b) Microemulsion por disolvente: se disuelve la cantidad del lipido y del principio activo en el
disolvente organico, a continuacion se adiciona la fase acuosa, con tensoactivos y cotensoactivos a
temperatura ambiente generando la nanoparticulas y posteriormente se elimina el disolvente
organico, el cotensoactivo y el agua con el proceso de liofilizacion.”®

La conservacion estable de estos sistemas se logra mediante la liofilizacion siendo necesaria la
incorporacion de crioprotectores como la trehalosa que impidan la agregacion de las nanoparticulas
durante la liofilizacion, hecho que se presenta frecuentemente en las nanocapsulas o con ciertos
polimeros.

Por lo tanto los parametros criticos del proceso tienen que ser determinados y optimizados.

20, 26, 35

2.2.2.2 Caracterizacion de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas obtenidas por cualquiera de los procedimientos descritos deben ser
caracterizadas y controladas de acuerdo con unos ensayos que aseguren su calidad y homogeneidad,
asi como su comportamiento biofarmacéutico (liberacion).

Ensayos caracteristicos que se suelen realizar a las nanoparticulas:

Tamafio de particula: Se realiza mediante PCS (Espectroscopia de correlacion de fotones) o LD
(Difraccion laser). PCS evalta la fluctuacion de la intensidad de la dispersion de la luz originada

por el movimiento de las particulas. LD se fundamenta en el angulo de difraccion de la luz
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originado por las particulas, a menor tamafio se observan angulos mas grandes .Los equipos miden

el tamafio de particula de acuerdo a la intensidad, volumen y nimero.** "¢’

Potencial zeta: El potencial zeta puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del
coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion entre
los coloides. La evaluacion de este pardmetro ayuda a predecir la estabilidad de las dispersiones

coloidales. La medicion se basa en la movilidad electroforética.® >

Morfologia: Se utiliza Microscopia electrénica: la técnica esencialmente consiste en hacer incidir
en la muestra un haz de electrones. Este bombardeo de electrones provoca la aparicion de diferentes
sefiales que captadas con detectores adecuados, nos proporcionan informacion acerca de la

naturaleza de la muestra (tamafio y forma).**"’

Transformaciones térmicas, se hacen por Calorimetria diferencial de barrido: El analisis térmico
diferencial es una técnica mediante la cual se puede conocer las propiedades de cristanilidad de las
particulas asi como la interaccion farmaco-lipido y la modificacion que se presenta con respecto al
lipido y el farmaco después de someterse a una técnica para formaciéon de nanoparticulas. También
puede ser un indicador de la estabilidad de las nanoparticulas formadas a través del tiempo. Se

pueden presentar la desaparicion, disminucién y corrimiento de picos de fusién. 22363
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3.0 Estudios realizados sobre liberacion modificada de norfloxacina

Una mala distribucion, baja solubilidad, efectos secundarios, aclaramiento reticuloendotelial, la
inestabilidad fisica y quimica, corto tiempo de vida media, son algunos factores que propician
buscar el disefio de forma de dosificacion para obtener un sistema mas eficiente que los

. . . 40-44
convencionales, conduciendo al desarrollo de novedosos sistemas y procesos.*’

En una revision en diferentes bases de datos se encuentran 20 trabajos sobre liberacion modificada
de norfloxacina, entre éstos destacan los siguientes por lo innovador y la contribucion de la

formulacién para el mejoramiento de las propiedades terapéuticas del principio activo™.

Un tratamiento util localiza el sitio donde se encuentra la enfermedad, pero la baja solubilidad y
permeabilidad del farmaco al sitio de infeccidn, origina que el principio activo permanezca poco
tiempo causando resistencia de la bacteria, especialmente en infecciones intracelulares que son
dificil de radicar porque la bacteria se encuentra protegida, ya que ésta se localiza en el interior del
lisosoma, donde células infectadas pueden actuar como reservorio de microorganismos causando
infecciones sistémicas. La necesidad de quimioterapias intracelulares tienen que reorganizarse y
esto llevaria tiempo.

Couvreur et al reporta que los antibidticos guiados en nanoparticulas podrian promover una terapia
eficiente contra infecciones intracelulares.

Para este estudio se sintetizaron copolimeros y las micelas poliméricas fueron preparadas por el
método de dialisis, incorporando como principio activo a la norfloxacina para posteriormente

realizar un estudio de liberacion
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Concluyendo que el porcentaje de norfloxacina liberada depende de la longitud de la cadena del
copolimero correspondiente a la parte hidrofébica, siendo lentamente liberada la cantidad del

principio activo debido a la interaccion del farmaco-parte hidrofobica. *°

Otro ejemplo es la encapsulacion de norfloxacina en niosomas continuando con un estudio de
absorcion intestinal y nasal., pretendiendo una liberacion sostenida, asi como estabilidad del
compuesto. Sus resultados indican que consiguen un 80% de principio activo encapsulado, no
incrementan la biodisponibilidad después de la administracion nasal y la absorcion intestinal fue

significativamente alta en comparacién con los complejos de inclusion.*®

La eficiencia de la norfloxacina como un agente antibacterial en oftalmologia esta limitado por la
baja solubilidad del farmaco y biodisponibilidad ocular. La preparacion de norfloxacina en
liposomas usando una técnica nueva logré tener una mayor eficiencia de encapsulacion que los
métodos convencionales. Posteriormente se realizo el estudio de cinética, donde la liberacion del
principio activo fue afectada por el pH del medio, ademas de que la retencion de la norfloxacina en
la cornea es dependiente del fosfolipido a utilizar y se sugiere que la norfloxacina incorporada en el

acarreador son absorbidos en la cornea por la via de endocitosis.*’

La norfloxacina en el interior de los catéteres fue con el proposito de prevenir infecciones tracto
urinarias en pacientes que tienen que utilizarlo por tiempo prolongado. Este objetivo se logro con la
impregnacion del copolimero en el interior del catéter, obteniendo una liberacion de norfloxacina

, . .. . . L, . 48
por mas de 30 dias concluyendo que este dispositivo tiene un gran potencial para uso clinico.
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Otro caso es que varios antibidticos tales como sulfonamidas tetraciclinas y quinolonas tienen
comunmente a ser usadas en el control de enfermedades en peces. La dispersion del farmaco en el
agua presenta desventajas como: poco efectividad, resistencia de la bacteria, impacto en el medio
ambiente por lo que surge los bioacarreadores de norfloxacina utilizando a Macrocopa donde se
incorpora el antibacterial en la pulga y subsecuentemente dentro del pescado denominando a este
proceso como bioencapsulacion donde la eficiencia depende de la concentracion del farmaco, del

medio enriquecido y el tiempo de incubacién siendo una forma de dosificacion util.*’

La opcion viable para la preparacion se incrementa con avances en métodos tradicionales y muchas

nuevas técnicas de preparacion tienen que ser desarrolladas y refinadas.
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I11. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Generar nanoparticulas solidas lipidicas de norfloxacina a partir de microemulsiones como

un sistema de liberacién modificada.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener los diagramas pseudoternarios con los componentes a estudiar (Diclorometano,

tween 80, isopropanol y agua) a temperatura ambiente.

Caracterizar las zonas de microemulsién o/w por medio de la inversion de fases (mediante la

medicion de tamafio de particula y conductividad).

Formar las NSL y caracterizarlas midiendo tamafio de particula, potencial zeta, evaluacion

morfoldgica.

Evaluar el perfil de liberacion de las NSL para comparar las diferentes formulaciones.
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IV. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO

Acetonitrilo, Reactivo Analitico Baker®

Acido estesrico, Drogueria Cosmopolita, $.A. de CV
Agua desionizada

Diclorometano, Reactivo Analitico Baker®
Isopropanol, Reactivo Analitico Baker®
Norfloxacina, USP 22, Lote 2000071502

Tween 80, Fluka Chemika

Balanza analitica, Explorer Ohaus

Nanosizer Zen 3600

Celdas adaptadas a un control de temperatura
Parrillas de agitacién magnética, Fisher Scientific.
Conductimetro, YSI Modelo 3100

Liofilizadora

Celdas horizontales de difusion de Franz con membrana de celulosa regenerada (12000-14000 Da).
Bafio Ultrasénico, Cole-Parmer 8890
Espectrofotémetro UV-Visible, Ocean optics 5-2000.

DSC Shimadzu 50
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V. METODOLOGIA

Realizacion de los
diagramas de fase y
estudio de inversion

de fases

Formacion de
nanoparticulas
solidas lipidicas

Método de Fusion Método del Disolvente
Caracterizacion de las Liberacion de las
nanoparticulas sélidas nanoparticulas solidas

lipidicas lipidicas

Figura 1. Metodologia general

e Fabricacion de los diagramas de fase
Para la realizacion del diagrama de fase correspondiente a cada relacion de tween/isopropanol
(1:0.5, 1:1, 1:2) se utilizaron celdas de reflujo a una temperatura de 25°C con agitacion constante.
Una vez adicionados los componentes (tween-isopropanol, diclorometano) en las cantidades

adecuadas (siendo el volumen final de 2mL), se procedid a titular con agua desionizada, anotando
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las observaciones pertinentes, es decir, los cambios de transparencia, turbidez, lechoso y separacion

de fases.

Se efectuaron los calculos de las proporciones en peso de tensoactivo-cotensoactivo, fase oleosa y
agua para obtener el diagrama pseudoternario.
e Estudio de inversion de fases en microemulsion

Se efectud determinando tamafio de particula y conductividad de la linea 90:10. (Linea que parte de
la relacion 90% en peso de la mezcla de tensoactivos y 10% del disolvente organico)

La determinacion del tamario de particula se llevd a cabo mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz, usando el equipo Nanosizer Zen 3600 que se basa en la dispersion de un rayo laser
a 633nm, en un volumen de muestra, proporcionando los parametros correspondientes (indice de
refraccion, temperatura, medio continuo y disperso, numero de lecturas) para efectuar la medicion

del tamafio de acuerdo a la intensidad, volumen y niimero.

La obtencion de los valores de conductividad se efectué mediante el paso de corriente a través de
una celda que al ser sumergida en la muestra proporciona una magnitud de conductancia, la cual, al
considerar el area de la celda nos da el valor de conductividad a una temperatura especifica, en este

caso 25°C.

e FElaboracion de las nanoparticulas solidas lipidicas
Con el estudio de inversion de fases en microemulsion evaluada por tamafio de particula y

conductividad, se eligio el punto de cada diagrama de fase y su respectiva composicion.
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El método de microemulsion por fusion consiste en diluir el farmaco (norfloxacina) en el lipido
fundido (acido estearico) entre 5 y10°C por arriba de su punto de fusion, esto se realiza en una celda
de reflujo a una temperatura de 65°C y con agitaciéon constante, seguido de la adicién de los

componentes que forman la fase acuosa (tween 80 e isopropanol) a la mima temperatura.

Posteriormente se le agrega agua fria y la precipitacion de las nanoparticulas es inmediata,

eliminando el exceso de agua con el proceso de liofilizacion por 24 horas.

El método de microemulsion por disolvente se basa en disolver la cantidad del lipido (&cido
estearico) y el principio activo (norfloxacina) en el disolvente organico (diclorometano).
Posteriormente se toma la proporcion de la disolucion anterior que le corresponde a la fase oleosa y
a continuacion se anade la fase acuosa (tween 80, isopropanol y agua) a temperatura ambiente
generando las nanoparticulas y se excluye el disolvente orgdnico (DCM), el cotensoactivo

(isopropanol) y el agua con la sucesion de liofilizacion por 24 horas.

e Caracterizacion de las nanoparticulas solidas lipidicas.
Tamaiio de particula (¢)
La nanoparticulas producidas por los dos métodos fue dispersada en agua determinando su tamafio
mediante la técnica de dispersion dinamica de luz, empleando el equipo Nanosize Zen 3600
proporcionando los parametros correspondientes, para realizar la medicion del tamafio de acuerdo a

la intensidad, volumen y nimero.
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Potencial Z (£)
En la celda de plastico con electrodos se coloca las nanoparticulas que se encuentran diseminadas
en agua y se mide dicha magnitud utilizando el equipo Nanosize Zen 3600, aportando los

parametros pertinentes para realizar la evaluacion del potencial Z.

Microscopia Electronica de transmision
Por medio de esta técnica es posible evaluar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas para asi

corroborar tanto la presencia de las mismas como su forma y tamafio.

Liberacion in vivo

El estudio de liberacion del fairmaco a partir de las formulaciones obtenidas se efectué mediante
celdas horizontales de difusion de Franz utilizando agua como medio en el donador y en el receptor
acetronitrilo separados por una membrana de celulosa regenerada con un tamafio de poro
aproximadamente de 3 nm (14000 Da). Se coloca una cantidad de la muestra de acuerdo a la
capacidad de la celda que funciona como donador manteniendo el sistema a temperatura de 37°C y
en agitacion constante. Se toman muestras a diferentes tiempos durante 24 horas, recuperando el
volumen total de la alicuota analizada (5 mL). Se cuantifica la cantidad de norfloxacina liberada a
cada tiempo utilizando espectrofotometria UV-Visible, considerando la longitud de onda a la cual
absorbe el farmaco (316.83nm) y comparando cada absorbancia contra una curva patron,

previamente realizada.

33




VL RESULTADOS Y DISCUSION

1. Diagramas de fase

Figara 2. Disgranas pseudoemarios & 25°C de los sisiersas: DOM-tween 80-Sopropancl-agus, {releci

1:05, 1:1, 1:2)

Se observa que al incrementar la cantidad de cotensoactivo, el érea total de microemulsién
acrecienta, Jo cual indicarfa que la presencia de isopropancl favorece la incorporacion del
diclorometano en agua y viceversa, es decir, disminuye la CMC (concentracion micelar critica), por
lo tamo, al awmentar la cantidad de éste favorece la formacién de agregados a concentraciones
menores de tensoactive, mejorando asi 1a zona de microemulsion.

A bajas cantidades de cotensoactivo se percibe gran variabilidad de comportamiento, a medida que

incrementa éste se observa que va siendo ms definido solo en turbidez y fechase, no se ve




2. Estudio de inversicn de fase

aparicion de dos fases. Lo cual se puede explicar con lo comentado anteriormerse, a mayor cantidad
de cotensoactivo el mezclado de las dos fases inmiscibles se ve favorecido y no hay separacién
visible, se puede mantener gotas de un disolvente en el otro a pesar de su gran superficie, dado que

el isopropanol, favorece la disminucitn de la tension interfacial mejorando asi la energia libre (AG).
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cientificas en que se apoyo esta determinacion son las siguientes:
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URguw




2.1 Tamafio de particula
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2.2 Conductividad

La conductividad eXctrica se midié como fimcion de la composicion de los sistemas estudiados
(FigmanAmedidaquchmnﬁhddeagmmmana,laumdmﬁvidadsemm
exmnmchhwn&.E&osmbicsseaﬂhmamommﬂm@topamhﬁm.Demdoam
modelo,hmadecmdmﬁvﬁadsepmdediﬁdkmnespammmdemm
corresponde a un tipo de microestructura de la microemulsién.

Inicialmente, hmiaoemulsi(mawfoyelmmtotbmndmﬁvidadesmuylaﬂo.mapom,
este incremento se hace més rapido debido a un proceso de formacion de clusters interligados entre
sthwsemhciuncmmmmmdabiwuﬁmdeaamm@a
mﬁn@wmlmammwmmmmmm

emmmmdmwahmmﬁm&ﬁsmymmhmimmw.

3. Seleccidn del punto (composicion) para obtener las panoporticulm.

Enbmeabsmuh&smhim&sseselmchmonmmdemmmw,mde
mdadh@mmdeﬁsm.?mbmﬁimscﬂvﬁmmmﬁhss&glﬂmtesm:

-alta concentracién de DCM (para incorporer mayor cantidad de firmaco)

-evidencia de ser una mezcla o/w (por las caracteristicas del principio activo ya que es lipofilico, asi
semgumthnmﬂoxsﬁmsemmhfwehmrmyesmmﬂﬁuﬁammym
encapsulacitn).
-peqwﬂoﬁmﬁodebsgibhﬁm(pmutaummu‘posﬂ:ﬂﬂnddevﬁsdeaﬂmhiﬂrmiény

disminuir la respuesta inmune).
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% CHCh % Tween:IsPOH % HO

Relacitn 1:1 5.03 3424 60.73

Relacion 1:2 8.02 51.90 40.09

Relacifm 1:0.5 6.05 4355 50.40
Tabla 1. Composicin ca peso de kos pantos selecciomad dicionar ¢l firmaco y fooner kas SLN.

Comsehﬁcémhmdodobgi&aeﬁeﬂwldeltdﬁosehnhyémntémiudtmaﬁvapmah

formacion de nanoparticulas, excluyendo la presencia del disolvente orginico.

Tween:BPOH (p) | HO(p) | Ac. Estedrics | Nerfloxsciaa
TEC. FUSION (mg) (mg)
Relacibal2 62144 45 9610 50.0
Relaci6ni:1 65416 11.6 9602 500
Relacital 0.5 69136 80 961.5 50.0
CHCL(mL) | Tween:POH | H,O (mL) | Ac Esteirics | Norflexacina
TEC. DISOLVENTE (mL} (mg) (=g
Relaciéal2 0.6 5.4 36 0577 0.642
Relscidal:1 04 16 538 0.384 0432
Relacita1:05 0.5 45 50 0.431 0.540

Tuzwenmwmhwem
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4. Caracterizacion de los sistemas seleccionados (microemulsiones y nanoparticulas)

4.1 Tamafio de particula
Microemulsiéa | Microemulidn | Namoparticulas Namoparticulas
TAMANO (Sin Birmaco y (técnica de (técmica de (técmica de
#cido estedrico) disolveate) disolvente) fusién)
Relacionl:2 33mm 27 5Spm 3.88nm 3803nm
Relacionl:1 17nm 26.1nm 4.42am 31530m
Relacionl:0.5 Gaum 14 5nm 428mm 293.6nm

Tu3.vmamemanmmwpamm

Al evaluar el dikmetro hidrodindmico de los glébulos obtenidos en bas diferentes microemulsiones

con diclorometano, se observa (Tabla 3) que al aumentar kb cantidad de isopropanol presente se

mamammmmmmmsummmwm

de Acido estedrico o cuando todos bos componemes estin presentes.

Lo amterior esté de acnerdo con ko discutido en el apartado (2.1) donde se menciona que debido a

una disminucién en Ia tensién interfacial por el cotensoactivo se pusde aceptar el mismo volumen

de fases internas en esferms de mayor tamafio sin desestabilizar l2 dispersién. También esta

hfamadoqwhswlnnmdivosd’aninnymhmvﬂmadebsgléhuksyeﬂnbceqnd

tamafio aumende.

Las mezclas con 4cido estedrico po  foeron
caracterizados por si solos debido a gque no pueden
usarse como sistemas de liberacién, ya que la

microemulsi6n se genera a altas temperaturas.
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Las nanoparticulas obtentidas a partir de la mezch con diclorometano son mocho mis pequedias que

las obtenidas por el método de fusion. En base al estudio de optimizacion geométrica de Ia molécula
de tween 80 realizado (Hyperchem Vs 7) figura 4 se observa que su conformacion mis estable tiene
un miximo de 2.07nm, o sea que dos mokculas confroniadas medirian do que se obticne
experimentalmertte. Esto nos da evidencia de que los coloides formados son ghSbulos de tensoactivo
emtre cuyas cadenas hidrofobas se encueniran strapados el dcido estedrico y la norfloxacina. Los
tamafios de particula del método de fusién son considerablemente mayores que las particulas qoe se
claboraron por el método de disolvemte, debido a que la matriz es un lipido solido y gque se
encuentira en una mayor proporcion asi como la cantidad de norfloxacina, pero a pesar de ello se

observa que al asmentar la cantidad de isopropanol se incrementa ¢l tamafio de las particulas.

4.2 Potencial Z (£}
Nasoparticulzs (técmica de Nawmoparticuias (técaica de
Potencial Z disolvente) fuzitn)
Relacién 1:2 445 -2223
Relactén 1:1 -11.56 -36.56
Relacién 1:0.5 -11.83 -35.63
Tabda 4. Yalorea de potencial Z de kas sasoparticaies gracrades por ambes cai

En general los resubtados mostrados en ki tabla 4 indican poca estabilidad fisica, y2 que, indica la
posibilidad de agregacitn temporal, debido a que ¢l valor es inferior o cercano a -30 mvok.
No obstaie, se observa que a mayor cantidad de cotensoactive se desfavorece la estabilidad fisica.

Probablemente [a carga negativa venga dada por los gropos carboxilo del Acido estedrico, los cuales
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son peutralizados por la adsorcién en superficie det firmaco, siendo esta mayor a mis cantidad de

isopropancd, bo cual puede deberse a una mayor solubilidad de la quinolona en Ia fase acuosa y por

ende una mayor presencia de la misma en la superficie de las nanoparticulas.

En la tcnica por fusién, los resultados son més alentadores. Es posible que esto se deba a la menor

refacin existente entre 1a cantidad de Acido estedrico ¥ tensoactivos.

5. Mofologla

Se tomaron micrografias de algumas de las formulaciones con el fin de observar la presencia de las
nanoparticulas, su morfologia y su tamafio.

Figara 5. Micregrafia de 1a formalaciin Figun 6. Microgzafia do La forsnalacie (12}

(1:2) por ks técnica de disaivente. por La sécaica de fiesion.

Figgara 7. Miqrografia de I formmolacidn Figuea 8. Micrografia de la formalaciéa
(1:1) por ba técnica de disolvene. (1:1) por I técwica de fusitn.
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Sepwieobsmmqmmdwsodehtémhadeﬂsié&lmmmﬂno&enidnsmnmymalcs
mmguidmpormecﬁodelmodedklommﬁmhamlmuaﬂacmlosmﬂt&dmya

comentados anteriormente.

6. Cinética de liberacidn

Fn esta grafica se presenia tres formulaciones por la
- técnica de disotvente en donde la diferencia entre ellas
es la relacién de isopropanol, se observa que a mayor
cantidad de isopropanol la liberacidn es mas lenta,
probablemente esto se debe al tamafio de los gidbulos

formados en cada caso, dade que al incrementar la

Figor 9. Liberacitn & wiro de norfloxacing a partir de I cantidad de alcobol, mayor € el tamafio de la

microcmulsida como fa! por I emica de disobvesic

particula.
oy E 2
—+ Hiakoeix! »] e tantooded
P, —r —+ tialradr] —+— tasiooxls
o |+ taseootr| o [-twond reiinn
]
L2
k- =
i.
| F i
* £ L
- I - :
i
i
o Errerrereett, o oot o i e
I8 1 4 8 8 ® e W T 2 4 % 1 1 ® It F 4% a1 mozow
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Figura 10.Liberacitn i Fitro de norf) ine & partir de la kcnica de disotvente y fusioa.
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Comparando las microemulsiones con Diclorometano, con sélidos (>220 nm) dispersados en agua y
sobrepadante (<220 mm) obtenidos de las microemulsiones por fisidn se percibe que
independientemente de la cuantia de cotensoactivo la liberacidn es més répida en ¢l caso de la
microemulsién por disolvertte, lo cual es [6gico considerando que en este caso el activo se encuentra
disuelto en la matriz liquida y solo impedido para liberar por la monocapa del tensoactivo-
cotensoactivo. Es notorio que la diferencia de liberacién entre la microemulsion con disolvente y las
nanoparticulas por fusi6n se va haciendo menos a medida que aumenta ¢l cotensoactivo, lo cual estd

en concordancia con la discusién becha anteriormente (fig. 8} al respecto del tamafio de particula.

Al analizar et comportamiento de cesitn de las
nanoparticulas < 220 om (sobremadante,
obtenidas por fisién) vemos un tendencia

% acumiledo
goes

similar a la microemulsién con diclorometanc,

al aumentar la cantidad de cotensoactivo

dismimuye la velocidad de liberacién. En este

Figmall. Lbercita in Vio de ks particulss caso la explicacién puede venir dada por la
clsboradas por ks #cnica de fzsin sotwenadarics <220
wn)

-804 08
presencia del tween 80, a mayor cantidad de é&ste se ve j / /"' il

wei e

!
; ; ina ti ] § | —=— microsot5
favorecida la liberacién, dado que la norfloxacina tiene 8] ./ / o 4
— —4— micosati 2

afinidad por éste que por €l isopropanol. E_J

En esta fipura la informacidn obtenida es muy poca, dado -; L R S S R

que si observamos los porcentajes de liberacién son
Fipma 12 Liberscida in vito de ks particslss
eleboradas por I sécnica de fixsite (sitidos > 220 nank




inferiores al 0.018. At asi es factible, al menos, asegurar que la norfloxacina se fue pricticamente
en su totalidad al sobrenadante, o cual no es de extrafiar considerando su solubilidad en el mismo
(agua, tween 80 ¢ isopropanol). No obstante, en vista de los resultados se podria indicar que no hay

diferencia significativa entre ellos.

En esta grifica se observa wma disminucién de la

velocidad al sumentar la cantidad de cotensoactivo, lo

cual como tal, no deberia influir ya que éste se elimina

en el proceso. Sin embargo, su presencia en la
formacién del sistema particulado lleva a obtener

T 7 = = 2 & tamafios de particula mayores, acorde a lo comentado
anteriorments en la figura 8. Por Jo tanto a menor drea
Figora 12liberacidn = vio dc las  particolas
etsboradss por la icica de fasida superficial de un volumen igual de active y Hpido,
habra un retardo en la salida del fiemaco.
A&ﬁolepodﬂmsadicimqueeltmsmcﬁmmﬁwdhnjmdod:lafamu.hdényporello,éste
ma&zprmﬁzmlsmmﬁmﬂasfunmh&moxdﬁdamhﬁgmlo.amywm
de tween en 1a formulaci6n, més répida se da la cesidn, debido a la solubilidad del principio activo

en ¢l tensoactivo.




VII. CONCLUSIONES

1.- De los diagramas pseudoternarios, estudiados con los componentes correspondientes donde se
modifico la relacion P/P de tween-isopropanol se encontré que a medida que aumenta la cantidad
de cotensoactivo y disminuye la concentracion de tensoactivo (0.5:1, 1:1, 1:2) se favorece el area
de formacion de microemulsion.

2.- La medicion de tamaiio de particula y de conductividad son técnicas adecuadas para el estudio
de inversion de fase “por percolacion”.

3.- La composicion de las microemulsiones o/w elegidas fueron sistemas adecuados para la
generacion de nanoparticulas.

5.-Las nanoparticulas generadas por el método de fusion revelan que la cantidad de cotensoactivo
influye en la formacion del sistema particulado obteniendo tamafios de particula mayores que las
obtenidas a partir del método de disolvente. Ademads, a mayor presencia de tween en la formulacion,
mas rapida se da la cesion, debido a la solubilidad del principio activo en el tensoactivo.

6.- Los resultados de la medicion de potencial zeta de las nanoparticulas muestran poca estabilidad
fisica.

7.- Se percibe que independientemente de la cantidad de cotensoactivo la liberacion es mas rapida

en el caso de la microemulsion por disolvente que por el método de fusion.
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