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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El desarrollo de nanoparticulas se ha convertido en un drea de investigacién importante
en el campo de la administracidon de farmacos, ya que tiene la capacidad de suministrar
una amplia gama de compuestos para las diferentes vias de administracion por periodos

prolongados.

Las nanoparticulas pueden ser definidas como particulas coloidales sélidas con un tamafio
submicrénico (entre 10 y 1000 nm). Estan formadas generalmente por materiales
macromoleculares biodegradables o no y pueden utilizarse como acarreadores de
farmacos. Comparadas con otros acarreadores coloidales, las nanoparticulas presentan
una mayor estabilidad cuando estan en contacto con fluidos bioldgicos y su naturaleza
polimérica las hace susceptibles de convertirse en sistemas de liberaciéon prolongada y

controlada.

Las infecciones vaginales, en todo el mundo, representan un alto indice de consultas
ginecoldgicas en la mayoria de las instituciones que prestan servicios de salud. Estas
pueden ser causadas por diversas entidades, desde bacterias aerobias y anaerobias,
hongos, virus y parasitos, algunos de éstos pueden o no ser trasmitidos sexualmente. Por
lo anterior, se debe dar atencidn especial a dicha problematica ya que afecta a mujeres de
todas las edades y dmbitos econdmicos y socio-culturales. También es importante verificar
la aparicién de los sintomas que ponen de manifiesto la inflamacion del canal vaginal:
irritacion, sensacidon de quemazon, prurito, exceso de flujo o leucorrea con sefiales de

sangre y mal olor, en muchas ocasiones, hinchazén de los genitales externos y dolor.

En este proyecto experimental se propone el disefio de un sistema terapéutico
nanoparticulado que pueda ser aplicado vaginalmente y que ayude a disminuir los
procesos de vaginitis. Las nanoparticulas seran obtenidas por el método de emulsificacion-

difusion.

Nely Garcia Gonzalez



MARCO TEORICO

2.  MARCO TEORICO

2.1 ANATOMIA DEL SISTEMA GENITAL FEMENINO

El sistema genital femenino estd conformado por drganos internos y externos. Los
primeros se conforman de ovarios, trompas uterinas, Utero y vagina. Los segundos estan

conformados por la vulva junto con sus drganos anexos [Tortora, G. 2003].

2.1.2 ORGANOS INTERNOS

Los érganos internos que integran el aparato reproductor femenino son el ovario, trompa

uterina, Utero y vagina, como se muestra en la figura 1.

Porcion itmica

Porcien ampular

Miometrio

\ Pabellon
Cuerpo uterino Endometrio

urteina
Orificio intermo

Cuerpo Liteo
Parametrio

Endocérvix
Cuello
Ectocérvix

Vagina

Fonios de saco
laterales

Orificio externo

Figura 1. Utero, trompas, ovario y vagina [Tomada de Gonzalez-Merlo, J. et. al. 2003].

-2-
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MARCO TEORICO

e OVARIO

Glandula sexual femenina que por su secrecidn interna (enddcrina) asegura los caracteres
de la feminidad y por su secrecion externa elabora los ovocitos primarios y secundarios,
células genitales femeninas. Tiene forma ovoide, algo aplastada. Con una longitud de 2.5 a

4.5 cm y un espesor de 0.5 a 1 cm [Latarjet, M. 2005].

Son de color rosa palido en la nifia y rosado en la mujer adulta, alcanzan un peso de 8
gramos en estado de reposo, pero disminuye hasta 2 gramos después del periodo

menstrual.

e TROMPA UTERINA

También llamada trompa de Falopio u oviducto, es un conducto bilateral, extendido desde
la extremidad tubdrica del ovario (lateralmente), hasta el cuerpo del Utero (medialmente).
Este conducto muscular, tapizado por una mucosa, conduce al ovocito hasta la cavidad

uterina. Tiene una longitud de 10 a 12 cm [Tortora, G. 2003].

e UTERO

También llamado matriz , es un érgano muscular, hueco, se encuentra tapizado por una
mucosa, destinado a recibir el huevo fecundado, alberga el feto durante la gestacion y lo
expulsa en el momento del parto. Tiene una forma de cono aplanado de adelante hacia
atras. El cuerpo del utero, estd constituido de una cara vesical, cara intestinal, fondo del
Utero y dos bordes laterales. El itsmo del Utero se encuentra entre el cuerpo y el cuello del

utero, su longitud es de 1 cm [Latarjet, M. 2005].

e VAGINA

Es un érgano tubular, misculomembranoso que se extiende desde el cuello uterino hacia
el vestibulo vaginal, conducto que pone en comunicacién la cavidad uterina con la vulva;
la vagina tiene una longitud que oscila entre 8 y 12 cm, con funciones relacionados con la

-3-
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MARCO TEORICO

copula, la concepcidn y la menstruacién. La superficie interna es rugosa, por la presencia
de pliegues longitudinales y transversales, formados por cumulos de tejido elastico que

permiten al érgano su gran extensibilidad.

Epitelio escamoso
estratificado

Lamina propia

Capa muscular

Adventicia

Figura 2. Esquema de la mucosa vaginal. 1: vasos capilares; 2: arteria; 3: vena [Modificada

de Das Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].

Histolégicamente la vagina esta compuesta por cuatro capas distintas: epitelio escamoso
estratificado, lamina propia, capa muscular y adventicia; su estructura se presenta en la
figura 2. La capa de la mucosa forma una serie de pliegues transversales que aumentan la
superficie; esta capa de moco tiene importantes funciones fisioldgicas ya que juega un

papel muy importante en la absorcién del farmaco [Das Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].

Nely Garcia Gonzalez



MARCO TEORICO

2.1.3 ORGANOS EXTERNOS

Los drganos genitales externos o vulva estan compuestos por las formaciones que se

presentan en la figura 3.

Figura 3. Genitales externos. 1. clitoris; 2. uretra; 3. glandula de Skene; 4. himen; 5. labios
menores; 6. glandulas de Bartholin: 7. fosa navicular; 8. labios mayores; 9. monte de

venus [Tomada de Gonzalez-Merlo, J., et. al. 2003].

e LABIOS MAYORES

Estdn formados por dos salientes o pliegues cutaneos que rodean la terminacion inferior
de la vagina. Por delante se contindan con el monte de Venus, y por atras se fusionan
entre si. Histolégicamente estan formados por un tejido cutaneo con glandulas sebaceas,
sudoriparas y foliculo piloso. El vello es menos abundante que en el monte de Venus,

particularmente en la cara interna de los labios mayores [Gonzalez-Merlo, J., et. al. 2006].

Nely Garcia Gonzalez



MARCO TEORICO

e LABIOS MENORES O NINFAS

Constituyen dos pliegues cutaneos situados por dentro de los labios mayores. Por delante
se originan por debajo de los labios mayores y forman un desdoblamiento que engloba al
clitoris. Histolégicamente estd constituido por un epitelio plano estratificado, que
contiene numerosos salientes y surcos, los cuales hacen la superficie muy irregular.
Carecen de foliculos pilosos pero, en cambio, contienen abundantes glandulas sebaceas

[Gonzalez-Merlo, J., et. al. 2006].

e MONTE DE VENUS

Tiene una forma triangular con base superior que se relaciona con el hipogastrio y con un
vértice que termina en los labios mayores. Por lo tanto, esta situado sobre la sinfisis del
pubis y constituido por la piel, provisto de vello a partir de la pubertad y con glandulas

sebaceas y sudoriparas [Gonzdlez-Merlo, J., et. al. 2006].

e HIMEN

Es una membrana cutaneomucosal que cierra la extremidad inferior de la vagina. Tiene
morfologia variable, en forma de media luna, circular cribiforme [Gonzalez-Merlo. J., et. al.

2006].

e GLANDULAS DE BARTHOLIN

Son dos glandulas secretoras, cuyo epitelio glandular estd constituido por células

cilindricas productoras de moco [Gonzalez-Merlo, J., et. al. 2006].

e CLITORIS

Es un d6rgano eréctil, muy vascularizado y con abundantes terminaciones nerviosas, su

longitud habitualmente es inferior a 2 cm [Gonzdlez-Merlo, J.,et. al. 2006].
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2.2 INFECCIONES GINECOLOGICAS

Las infecciones vaginales, en todo el mundo, representan un alto indice de consultas
ginecoldgicas en la mayoria de las instituciones que prestan servicios de salud. Estas
pueden ser causadas por diversas entidades, por ejemplo, bacterias aerobias y anaerobias,
hongos, virus y parasitos, algunos de éstos pueden o no ser trasmitidos sexualmente. Por
lo anterior, se debe dar atencidn especial a dicha problematica ya que afecta a mujeres de
todas las edades y dmbitos econdmicos y socio-culturales. También es importante verificar
la aparicion de los sintomas que ponen de manifiesto la inflamacion del canal vaginal:
irritacion, sensacion de quemazon, prurito, exceso de flujo o leucorrea con sefiales de

sangre y mal olor y, en muchas ocasiones, hinchazén de los genitales externos y dolor.
Las lesiones inflamatorias pueden tener el siguiente origen:

e Infeccioso: Escherichia coli, Gardnerella o Haemophilus vaginalis, Neisseria
gonorrhoeae, Estafilococos, Estreptococos, Ureaplasma, Urealyticum, Chlamidia
trachomatis, etc.

e Parasitario: Trichomona vaginalis.

e Viral: Virus herpético, virus del papiloma humano y otros.

e Micético: Candida albicans o Monilia.

e Trofico: Vaginitis senil.

e Traumatico: Cuerpos extrafios y violaciones [Lépez, I., 1999].

La vagina puede sufrir una serie de agresiones, ya que ésta es humeda y caliente, pero
dispone de mecanismos de defensa ante estas agresiones. Por ejemplo, la presencia de
Lactobacillus, que producen un pH acido que inhibe el desarrollo de gérmenes patégenos

y la presencia de inmunoglobulinas, especificamente la IgA secretora [Lépez, I., 1999].
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2.3  FLORA VAGINAL HABITUAL

La flora vaginal normal es un ecosistema dindmico que puede alterarse con facilidad. Las
secreciones vaginales tienen una composicidon que incluye moco cervical y secreciones
transudadas a través de la pared vaginal; su cantidad varia con la edad, la fase del ciclo
menstrual, la excitacién y la actividad sexual, los anticonceptivos, embarazo, frecuencia y

estado emocional.

Las secreciones vaginales normales se caracterizan por ser:
e Inodoras.
e C(laras o blancas.
e Viscosas.
e Homogéneas o algo floculentas con elementos aglutinados.
e pH4acido (< 4.5).
e No fluyen durante el examen del espéculo.

e Sin neutréfilos polimorfonucleares [Caballero, R., 2000].

Los microorganismos saproéfitos mas comunes que se encuentran en el canal vaginal son:
Lactobacillus  spp.,Staphylococcus epidermidis, Difteroides, cocos grampositivos

anaerobios, Bacteroides.

Los microorganismos patdgenos oportunistas que se pueden encontrar a nivel de la vagina
son: Streptococcus agalactie, Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, y otras

enterobacterias [Padilla, M., 1997].

2.4  VAGINITIS

El termino “vaginitis” viene del latin vagina-ae, itis que quiere decir inflamacién de la
vagina o infeccién vaginal (irritacién o hinchazén). Es una de las infecciones genitales mads
comunes en la consulta general o ginecoldgica, asi como en clinicas de perinatologia y de
trasmisién sexual. La vaginitis se ha relacionado con riesgos de complicaciones durante la
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gestacion y de parto pretérmino, y aumenta el riesgo de enfermedad inflamatoria pélvica.
Es causada por Trichomonas vaginalis, Candida spp., entre otras, generando una
alteracion de la flora vaginal habitual, provocando la desaparicion o disminucién de
Lactobacillus spp. y un incremento de bacterias principalmente anaerobias como
Bacteroides spp., Mobiluncus spp., Peptostreptococcus spp., en ocasiones Mycoplasma

hominis y Gardenella vaginalis [Angeles, M. E., 2008].
2.4.1 FACTORES QUE PREDISPONEN LA VAGINITIS

Se pueden clasificar como exdgenos y enddgenos (Kinghorn y Mendling). Entre los

exdgenos se encuentran:

a) Locales: prendas ajustadas, ropa interior sintética (favorecen la piel caliente y
himeda), obesidad, poca higiene, aerosoles y desodorantes vaginales,
anticonceptivos orales, dispositivos intrauterinos, diafragma y duchas vaginales.

b) Antibidticos: ya que disminuyen las bacterias comensales normales.

c) Radiaciones.

d) Inmunosupresores y citostaticos.

e) Gestagenosy corticoides.

f) Dieta rica en hidratos de carbono.

g) Algunos factores que predisponen a la mujer en edad fértil a estas enfemedades
son los tratamientos hormonales, debido a que modifican la consistencia del moco

cervical y el pH. El uso de dispositivos intrauterinos y duchas vaginales.
Entre los enddgenos se encuentran:

a) Enfermedades metabdlicas: la diabetes, la anemia ferropénica, hipo e
hipertiroidismo, Cushing y Addison.

b) Embarazo: mds durante el tercer trimestre por el incremento de glucégeno debido
a los niveles hormonales aumentados.

c¢) Enfermedades crdnicas y VIH [Padilla, M., 1997].

-9-
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2.4.2 TIPOS DE VAGINITIS

a) Vaginitis bacteriana.

b) Vaginitis candidiacica.

c) Vaginitis por trichomoniasis.
d) Vaginitis gonocdcica.

e) Vaginitis por Clamidia.

f) Vaginitis viral.

g) Vaginitis no infecciosa.

a) Vaginitis bacteriana

Es una alteracién en el ecosistema bacteriano de la vagina, con sobrecrecimiento de la

Gardnerella vaginalis, junto con bacterias anaerobias y disminucion de Lactobacillus.

Gardnerella vaginalis es la causa mas comun de infeccidn vaginal (40-50% de los casos) en
mujeres en edad reproductiva, en un tiempo fue llamada como vaginitis inespecifica, pero
Gardner y Dukes en 1955 fueron los primeros en sefialar la relacidon existente entre
Gardnerella vaginalis y la vaginitis inespecifica. La vaginitis inespecifica es el resultado de
la proliferacion masiva que incluye Peptostreptococcus, especies de Bacteroides,

Mycoplasmas y Mobiluncus [Velazquez, C. y Arita, J., 2000].

b) Vaginitis candidiacica

Es causada por un hongo levaduriforme que vive generalmente en la vagina llamado
Candida albicans. Es una de las vaginitis que es comun aislar en las mujeres de edad
reproductiva, se desconoce el curso normal de la colonizacién asintomatica [Olmos, S.,

1998].
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c) Vaginitis por trichomoniasis

El agente etiolégico es un protozoo de ciclo directo y metabolismo anaerobio, que
ocasiona en la mujer una enfermedad con un amplio rango de manifestaciones clinicas:
desde casos asintomaticos (40%), pasando por signos y sintomas leves, como flujo vaginal,
prurito vulvar, disuria y vaginitis; hasta situaciones mas graves que cursan con la invasién
de los conductos genitourinarios, glandulas de Bartholin, trompas de Falopio, glandulas de
Skene o vejiga, colonizacion del parénquima, e infertilidad. Las mujeres infectadas durante
el embarazo estan expuestas a sindromes de ruptura prematura de las membranas
placentarias y partos prematuros de bajo peso. En el vardn, la infeccidn es asintomatica en
el 50% de los casos; o bien, se manifiesta prostatitis, uretritis, e incluso puede llegar a
ocasionar infertilidad transitoria [Nogal, J., 1999]. Fundamentalmente se contagia por

transmision sexual.

d) Vaginitis gonococica

La vaginitis también puede ser provocada por la bacteria Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae), la misma bacteria que causa la enfermedad de transmision sexual conocida

como gonorrea [Lépez, I., 1999].

a) Vaginitis por Clamidia

La clamidia, que es provocada por la bacteria Chlamydia trachomatis, existe en varias
cepas diferentes. Esta forma de vaginitis es la mas diagnosticada en mujeres jévenes de

entre 18 y 35 afios de edad que tienen muchas parejas sexuales [Lépez, I., 1999].

b) Vaginitis viral

Los virus son una causa comun de la vaginitis y la mayoria se propaga a través del contacto
sexual como el virus herpes simplex (sus siglas en inglés son HSV, o simplemente herpes)
que tiene como sintoma principal el dolor en la regién genital vinculado a lesiones y llagas

y el virus papiloma humano (sus siglas en inglés son HPV), virus que también se transmite
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a través del contacto sexual y que provoca verrugas dolorosas que crecen en la vagina, en

el recto, en la vulva o en la ingle.

c) Vaginitis no infecciosa

La vaginitis no infecciosa por lo general se refiere a las irritaciones vaginales sin infeccion.
Con frecuencia, la irritacion se debe a una reaccion alérgica a pulverizaciones y duchas
vaginales o productos espermicidas. La vaginitis no infecciosa también puede ser

provocada por la sensibilidad a los jabones, los detergentes o los suavizantes perfumados.

2.4.3 SINTOMAS GENERALES DE LA INFLAMACION DEL CANAL VAGINAL

Estos sintomas son: irritacién, sensacion de quemazdn, prurito, exceso de flujo o leucorrea
con senales de sangre y mal olor en muchas ocasiones, hinchazén de los genitales
externos y dolor. Dependiendo del microorganismo que produzca los sintomas que se

presenten van a ser diferentes, esta informacidn se incluye en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas, diagndstico y tratamiento de las infecciones vaginales

[Modificado de Latarjet, M. 2005].

Diagndstico | Vagina normal | Vulvovaginitis Vaginitis
. Gardenella
. Por Candida . .
Flora Lactobacillus ., vaginalis, Trichomonas
microbiana S también por Mycoplasmas vaginalis
PP- otras levaduras. yeoplasmas y g '
anaerobios.
o Leucorrea con un
Irritacién y Leucorrea
. . . \ aspecto purulento
Sintomas Ninguno prurito vulvar, maloliente y ,
y homogéneo de
leucorrea. abundante. o .
baja viscosidad.
Claro o blanco Blanco en .
Exudado Blanco a grisaceo
. flocular no agregados , Blanco a verdoso.
vaginal , : Homogéneo.
Homogéneo. diferentes.
pH de Mayor o igual a
Menor a 4.5 Menor a 4.5 Mayor a 4.5
exudado 4.5
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Cuadro 1. (Continuacidn). Caracteristicas, diagndstico y tratamiento de las infecciones
vaginales [Modificado de Latarjet, M. 2005].

Diagndstico Vagina normal Vulvovaginitis Vaginitis
Olor a aminas Débil olor
con KOH al No No Siempre aminas
10% '
Células Leucocitos, células ,
o o1 . Gran numero
Examen epiteliales, epiteliales, Lactobacillus, .
. L. . . de leucocitos y
microscépico | predominan los levaduras en un flora mixta. Trichomonas
Lactobacillus. 80%. ’
Aplicaciones
locales de agentes
. antifungicos Metronidazol .
Tratamiento No . g . Metronidazol.
Nistatina, y tinidazoles.
Clotrimazol o
Miconazol

El término vulvovaginitis es designado a cualquier proceso inflamatorio de la vagina y de la
vulva que, fundamentalmente, se manifiesta por leucorrea, prurito y/o dispareunia

[Lopez, N., 2010].

El término “vaginosis” se refiere al hecho de que la vaginitis bacteriana no resulta en un
proceso inflamatorio verdadero ya que no existe migracién de glébulos blancos,

enrojecimiento o hinchazdén de la vagina [Lépez, N., 2010].

El término “bacteriana” se refiere al crecimiento exagerado de bacterias. Cuando la
infeccion vaginal se extiende hasta el cuello uterino entonces se denomina cérvico

vaginitis [Lopez, N., 2010].

La leucorrea o colporrea vaginal, es el sintoma principal de la cérvico vaginitis y es
producto de la exudacidn patolégica de los genitales, que no es sino la exageracién de un
proceso fisiolégico de los genitales, aunque el término leucorrea significa colporrea

(blanco), las caracteristicas y el color puede variar de acuerdo a la causa [Lépez, N., 2010].
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El principal objetivo del tratamiento es eliminar las manifestaciones y signos de la

infeccion vaginal; por tanto, toda mujer con sintomatologia requiere de tratamiento. En el

cuadro 2, se agrupa los diferentes tratamientos que existen de acuerdo al tipo de vaginitis

que se presentan.

Cuadro 2.Principios activos y solubilidad para el tratamiento de la vaginitis de acuerdo al

tipo de microorganismos que la produce [Clarke’s ,2004; http://w20.ssaver.gob.mx].

Tratamiento Contenido
Agente .. - s de Nivel de
Causal (prm'aplo Solubilidad Presentacion principio accion
activo) .
activo
Metronidazol | Soluble 1:100 de | Tabletas 500 mg Sistémico
agua, 1:200 de | orales
etanol y 1:250 de | Ampolletas 200 mg Sistémico
cloroformo, soluble | Suspensidn 250 mg en | Sistémico
en acidos diluidos, 5ml
ligeramente soluble | Gvulos 500 mg Local
Bacterias en éter. Gel 0.75% Local
Clindamicina Soluble 1:2 de agua | Crema 2% Local
y 1:200 de etanol, | vaginal
soluble en metanol | Tabletas 300 mg Sistémico
y muy poco soluble | orales
en cloroformo. Ovulos 100 mg Local
Clotrimazol Poco soluble en | Tabletas 100 mg Local
agua, benceno vy | vaginales
tolueno, soluble en | Crema 1% Local
Hongos o etanol, acetona, | vaginal
levaduras cloroformo y | Tabletas 500 mg Local
acetato de etilo, | vaginales

ligeramente soluble
en éter.

Nely Garcia Gonzalez
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Cuadro 2. (Continuacién).Principios activos y solubilidad para el tratamiento de la vaginitis

de acuerdo al tipo de microorganismos que la produce [Clarke’s ,2004;
http://w20.ssaver.gob.mx].
. Contenido
Agente Tratamiento iz de Nivel de
g (principio Solubilidad Presentacion o .
Causal . principio accion
activo) .
activo
Poco soluble en agua, | crema 2%
soluble en
. cloroformo en la o
Miconazol , y Supositorios
mayoria de los : Local
. vaginales
disolventes
organicos.
Soluble en agua, | Tabletas
& . 100000 UI | Local
. poco soluble en | vaginales
Nistatina .
etanol, insoluble en
. Crema 2% Local
éter y cloroformo.
Hongos o Ligeramente soluble
levaduras g .. _ | Tabletas 100, 150y | .. ., .
Fluconazol en agua y solucidon Sistémico
. orales 200 mg
salina.
Insoluble en agua,
soluble en acetona Crema
Butoconazol y . 2% Local
poco soluble en | vaginal
metanol.
Insoluble en agua,
1:2 de cloroformo .
Ketoconazol y Ovulos 400 mg Local
1:9 de metanol, muy
poco soluble en éter.
Insoluble en agua,
- soluble en acetona, | Tabletas .
Tinidazol 500mg Sistémico
poco soluble en | orales
metanol.
: Tabletas e
N Soluble 1:100 de 500 mg Sistémico
Parasitos agua, 1:200 de etanol | orales
y 1:250 de | Ampolletas 200 mg Sistémico
Metronidazol | cloroformo, soluble .. 250 mgen | .. ., .
[ g Suspension Sistémico
en acidos diluidos, 5 ml
ligeramente soluble | Ovulos 500 mg Local
en éter. Gel 0.75% Local
-15-
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2.4.5 COMPLICACIONES DE LA VAGINITIS

Las infecciones del tracto genital femenino que no son tratadas de manera acertada o que

no reciban tratamiento pueden presentar las siguientes complicaciones:

a) Enfermedad pélvica inflamatoria.

b) Infeccidn diseminada.

c) Infertilidad.

d) Embarazo ectdpico.

e) Incremento de riesgo de reinfeccion.

f) Dolor pélvico crénico [Lépez, N., 2010].
2.5 SISTEMAS FARMACEUTICOS DE APLICACION VAGINAL

La vagina se ha utilizado como una via de administracion de farmacos durante mucho
tiempo, tradicionalmente con el fin de obtener un efecto farmacoldgico local. Los sistemas
de aplicacion vaginal incluyen una gran variedad de formas farmacéuticas: tabletas,
capsulas, ovulos, formas semi-sdlidas, soluciones, espumas, anillos vaginales, pesarios y
tampones. Las formas farmacéuticas mas utilizadas son las semi-sélidas como son cremas,
pomadas, ungilientos y geles. La pared vaginal es muy adecuada para la absorcion de
farmacos de uso sistémico, ya que contiene una amplia red de vasos sanguineos [Das-

Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].

Un farmaco administrado por via vaginal, para ejercer un efecto local o sistémico, debe
poseer al menos cierto grado de solubilidad en el flujo vaginal. Por lo tanto, es importante
tener en cuenta la naturaleza del flujo vaginal y en particular, las caracteristicas del flujo

vaginal que pueden afectar la absorcién del farmaco [Touitou, E., y Barry B., 2007].

A continuacion se muestran las definiciones de algunas formas farmacéuticas semisodlidas
gue se puedan usar vaginalmente. Estas definiciones se incluyen en la Farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos, Tomé |, 7° ed., [2000].
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e Crema: preparacion liquida o semisdlida que contiene el o los principios activos y
aditivos necesarios para obtener una emulsién, generalmente aceite en agua, con

un contenido de agua superior al 20%.

e Gel: preparacion semisolida que contiene el o los principios activos y aditivos
sélidos en un liquido que puede ser agua, alcohol o aceite, de tal manera que se

forma una red de particulas atrapadas en una fase liquida.

e Ungiiento o pomada: preparacidon de consistencia blanda que contiene el o los
principios activos y aditivos incorporados a una base apropiada que le da masa y
consistencia. Se adhiere y aplica en la piel y mucosas. Esta base puede ser
liposoluble o hidrosoluble, generalmente es anhidra o con un maximo de 20 % de
agua. También se denomina ungiliento hidrofilico cuando contiene una base

lavable o removible con agua.

e Pasta: forma semisdlida que contiene el o los principios activos y aditivos, hecha a
base de una alta concentracién de polvos insoluble (20 a 50 %), en bases grasas o

acuosas, absorbentes o abrasivas débiles combinados con jabones.

e Espuma: preparacion semisdlida constituida por dos fases; una liquida que lleva a
los principios activos y aditivos y otra gaseosa que lleva gas propulsor para que el

producto salga en forma de nube.

e Jalea: coloide semisdlido que contiene el o los principios activos y aditivos, cuya

base hidrosoluble por lo general estd constituido por gomas como la tragacanto.

El sistema ideal de aplicacion vaginal para la administracion de farmacos debe de ser
discreto, facil de usar, no causar dolor, de bajo costo, ampliamente disponible, seguro
para la administracién continda, no matar la flora bacteriana normal, y obtener alta

biodisponibilidad con respecto a otros medicamentos [Das-Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].
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2.5.1 VENTAJAS DE LA ADMINISTRACION DE FARMACOS ViA VAGINAL:

e Evitan el efecto del primer paso del metabolismo hepatico.

e Disminuye los efectos secundarios como irritacion de la mucosa gdstrica.
e Se puede tener un efecto local o sistémico.

e Facil administracion.

e Bajos costos [Das-Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].
2.5.2 ABSORCION DEL FARMACO EN LA VAGINA

La absorcion de sustancias dentro de la vagina depende de varios factores tales como;

tamafio molecular, volumen, el caracter hidrofilico o lipofilico y grado de ionizacidn.

La absorcidn sistémica de los farmacos a través del epitelio vaginal consiste en una serie

de pasos bien definidos:

1. Laliberacidon del farmaco desde el sistema de entrega.
2. Disolucidn del farmaco en el fluido vaginal.

3. Laabsorcién del farmaco a través del epitelio vaginal.

Para farmacos de accién local la absorcién depende del grosor de la pared vaginal, la
presencia de moco en el cuello uterino y la presencia de receptores especificos
citoplasmaticos. La absorcion de farmaco también puede modificarse por cambios en el
grosor de la pared vaginal influenciados por el ciclo ovarico o por el embarazo y por los

cambios en el epitelio vaginal posmenopdusico y pH vaginal.
La absorcidn local de los farmacos a través del epitelio vaginal consiste en:

1. Laliberacién del farmaco.

2. Ladisoluciény la entrega a lo largo del espacio vaginal.

La secuencia de eventos que conducen a la absorcidon de un principio activo administrado

por via vaginal depende, en parte, de la naturaleza del sistema de prestacién que se
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emplea; es decir, sélido o semisdlido, hinchables o erosionable, soluble o insoluble,

liberacion inmediata o controlada [Touitou, E., y Barry B., 2007].
2.5.3 MECANISMO DE PERMEACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN LA VAGINA

El mecanismo de permeacion de la mayoria de los principios activos es la difusién simple,
donde los principios activos hidrofébicos son absorbidos preferentemente por via
intracelular, mientras que los hidrofilicos son preferentemente absorbidos por los poros

presentes en la mucosa vaginal [Das-Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].
2.5.4 LOS GELES COMO SISTEMAS DE APLICACION VAGINAL

Los geles son matrices poliméricas tridimensionales que incluyen pequefias cantidades de
solidos, dispersos en, relativamente, grandes cantidades de liquido; sin embargo, poseen
un caracter mas solido; los geles son capaces de hincharse en contacto con agua vy
extenderse sobre la superficie de moco vaginal. Su afinidad para absorber el agua se
atribuye a la presencia de grupos hidrofilicos tales como: -OH,-CONH-,-CONH,-, y SOsH
que forman la estructuras del polimero. Debido a la contribucion de estos grupos y
dominios de la red, el polimero es hidratado en diferentes grados (a veces, mas del 90%
en peso) dependiendo de la naturaleza del medio acuoso y la composicion del polimero.
Sin embargo, las redes poliméricas hidrofdbicas (por ejemplo, el acido polilactico (PLA) o
polilactico-co-glicélido (PLGA)) tienen un limitada capacidad de absorciéon de agua (<5-

10%).

Su alto contenido de agua de un hidrogel es una caracteristica fisicoquimica que los hace
unicos, los geles tienen mas propiedades fisicas parecidas a los tejidos vivos que cualquier
otra clase de biomateriales sintéticos: contenido algido, consistencia blanda y su tensién

interfacial [Mehrdad, H., Amir, A., y Pedram, R., 2008].

Estos sistemas se han utilizado y estan recibiendo un gran interés como sistemas de
aplicacién vaginal. Los geles son versatiles y han sido utilizados como sistemas de entrega
de microbicidas, anticonceptivos, inductores de trabajo de parto, y otras sustancias. La
caracterizacion de geles farmacéuticos vaginales es un paso importante para optimizar la
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seguridad, eficacia y aceptabilidad. De hecho, la simple formulacién de un gel puede dar
lugar a perfiles de liberacion diferentes para sistemas que contienen la misma cantidad de

sustancia activa [Das-Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].
Los geles de aplicacidn vaginal presentan ventajas tales como:

e Mayor biodisponibilidad.
e Mayor seguridad.

e Versatilidad y bajo costo.
2.5.5 NANOPARTICULAS DE HIDROGEL “NANOGELES”

Como una familia de particulas de materiales a nanoescala, las nanoparticulas de hidrogel
(recientemente denominado nanogeles) han sido el punto de convergencia de una
enorme suma de esfuerzos y estudios dedicados a estos sistemas para la administracion
de farmacos. Resulta interesante la combinacion de las caracteristicas de un hidrogel con

las caracteristicas de las nanoparticulas para la administracién de farmacos.
Caracteristicas de hidrogel:

e Hidrofilicidad.

e Flexibilidad.

e Versatilidad.

e Alta absorcién de agua.

e Biocompatibilidad.
Caracteristicas de las nanoparticulas:

e Presentan una mayor estabilidad cuando estan en contacto con fluidos bioldgicos
en relaciéon con otros sistemas coloidales como los liposomas.
e Sistemas de liberacidn prolongada y controlada.

e La posibilidad de ser activa o pasivamente dirigida a 6rganos diana.

-20 -

Nely Garcia Gonzalez



MARCO TEORICO

El objetivo de la combinacién de estos sistemas es la fabricacidon de dispositivos a escala
manométrica, en donde el farmaco se libere de forma menos invasiva y téxica para los
tejidos y que ademas el efecto terapéutico dure por mas tiempo [Mehrdad H., Amir A.

Pedram R., 2008].

2.6 EVALUACION DE LA LIBERACION DEL FARMACO Y LOS ESTUDIOS DE
PERMEABILIDAD

En la industria farmacéutica, la evaluacién de la liberacion del farmaco es muy importante
en el desarrollo de farmacos y el control de calidad. La eleccidon correcta del método in
vitro no necesariamente puede imitar muy de cerca el medio ambiente vivo, pero se debe
probar el rendimiento de la formulacién. Por lo tanto, el método de difusién celular de
Franz es generalmente considerado como uno de los mas apropiados para evaluar la

liberacion de farmaco in vitro de geles de uso vaginal (Siewert, M., et al., 2003).

A una formulacién de gel se tiene que evaluar el pH y la osmolaridad ya que afectan la

difusién y la permeabilidad del farmaco administrado a través del gel y el moco vaginal.

Para geles vaginales destinados a lograr una absorcién sistémica también deben ser
realizadas las pruebas de permeabilidad. La mucosa vaginal de humanos y animales se ha
utilizado como modelos para el estudio in vivo de la permeabilidad. Aunque la mucosa
vaginal porcina, se consideran apropiada para evaluar el grado de absorcidon a través de la
pared vaginal, en estos estudios realizados no siempre la permeabilidad es muy cercana
con muestras humanas. Cuando se utiliza mucosa vaginal humana, se debe de realizar un
tratamiento adecuado de las muestras, a fin de obtener resultados de permeabilidad
coherentes y homogéneos. Una técnica propuesta es la cdmara de Ussing que ha
mostrado que esta técnica puede ser Util en los estudios de permeabilidad vaginal [Das-

Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].

La cdmara de Ussing, consiste en dos piezas plasticas separadas que permiten colocar,
entre ambas, un epitelio aislado y crear dos compartimientos como se muestra en la
figura 4. Por medio de los electrodos se puede medir la diferencia de potencial entre
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ambas caras y por los agujeros (A y B) introducir sustancias y retirar muestras. La camara
de Ussing mide con facilidad la diferencia de potencial eléctrico, la resistencia eléctrica, los
flujos de agua y de solutos y cdmo estos son modificados por los agentes fisicos, los

farmacos y las hormonas. [http://fundabiomed.fcs.uc.edu.ve/cap41.pdf]

CAMARA DE USSING

"2/ \, ELECTRODOS
: :

; ‘Q : .
—\{~ VOLTIMETRO

Figura 4. Camara de Ussing [Tomada de http://fundabiomed.fcs.uc.edu.ve/cap41.pdf]

2.6.1 BIOADHESION Y MUCOADHESION

Se conoce por bioadhesidn la unién de polimeros sintéticos o naturales a un sustrato
biolégico como se muestra en la figura 5, este proceso sélo tiene lugar en presencia de
agua. Si ese sustrato es mucoso hablamos de mucoadhesién. La adhesion entre el
polimero y la mucosa se establece mediante mecanismos termodinamicos y cinéticos
debidos a la interaccién y el entrecruzamiento de cadenas de polimero y glicoproteinas de
la capa mucosa. Dependiendo de los grupos funcionales de ambos componentes se van a

establecer diversas interacciones fisicas o quimicas [Beiro, F., et. al., 2003].

En comparacién con las formas de administracion estandar, los farmacos que se entregan
en un sistema con capacidad bioadhesiva, se van a encontrar por mucho mds tiempo en
contacto con el tejido absorbente y se podria pensar entonces, en un aumento de la
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biodisponibilidad del farmaco en cuestion y en sistemas de administracidon controlada de

farmacos.

Polimero bioadhesivo

Interfase

Adhesion ——»

Superficie biologica

Cohesion _»Olm
Adhesion ——>p

Figura 5. Superficies presentes en una unién bioadhesiva [Tomada de Vallejo, B.M.

yPerilla, J.E., 2008].

Para que el fendmeno de mucoadhesion tenga lugar, el material bioadhesivo debe estar
en intimo contacto con el tejido absorbente, que en este caso sera una membrana
mucosa, pudiendo ser ésta la mucosa oftalmica, la bucal, nasal, vaginal, rectal o intestinal.
Para que un material pueda presentar bioadhesividad, éste debe interactuar con el moco
(mucus) que tapiza y protege a las mucosas. El mucus es un hidrogel altamente hidratado,
viscoso y anidnico, compuesto en gran parte de cadenas flexibles glucoproteicas, las
cuales se entrecruzan formando tetrdmeros por medio de puentes disulfuro

[http://www.ffyb.uba.ar/farmacotecnia%201/BIOADHESION.htm].

La via vaginal parece ser muy apropiada para llevarse a cabo el fendmeno de
mucoadhesién de sistemas de suministro de medicamentos, proporcionando ventajas
como: mantener el efecto local o mantener el efecto de anticoncepcidon, mejorar la
absorciéon del farmaco, retencion prolongada del fdrmaco, liberacion controlada y

proteccion de principios activos labiles [Das-Neves, J., Amaral, M. H. y Bahia, M.F., 2008].
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Existen numerosos articulos en la literatura que describen las caracteristicas que necesita
tener un material para que pueda presentar una capacidad adhesiva apropiada, como por

ejemplo:

Grupos funcionales capaces de formar uniones tipo puente hidrégeno (-OH, -
COOH).

e (Cargas anidnicas.

Cadenas poliméricas con elasticidad suficiente para poder penetrar a través de la
capa de mucus.

e Alto peso molecular.

e Solubilidad polimero-mucus.

e Hidratacién e hinchamiento.

e Concentracion del polimero bioadhesivo [Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].

Entre las macromoléculas que presentan estas caracteristicas se encuentran los
hidrogeles. Los geles son una de las formulaciones mucoadhesivas mds estudiadas para la
entrega de medicamentos vaginales. La principal ventaja de estos sistemas es la
posibilidad de mucoadherirse y aumentar el tiempo de residencia in situ, reduciendo asi el
numero de aplicaciones. ldealmente, la formulacion se mantendra en la superficie
bioldgica y el farmaco estard cerca de la membrana de absorcién, con una subsiguiente

mejora de biodisponibilidad. [Das-Neves, J. y Bahia, M.F., 2006].

Informes de diversos métodos analiticos para la evaluacién in vitro del potencial
mucoadhesivo de formulaciones semisdlidas de aplicacion vaginal (la mayoria geles
hidréfilos) han sido frecuentes, especialmente basados en la medicién de la fuerza de
traccion o trabajo necesario para separar una formulacion mucoadhesiva de una

membrana [Das-Neves, J., Amaral, M. H. y Bahia, M.F., 2008].
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2.6.2 MECANISMOS DE BIOADHESION

a) Teoria electrdnica.

b) Teoria de adsorcion.

c) Teoria mecanica.

d) Teoria de fractura.

e) Teoria de la humectacion.

f) Teoria de difusion [Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].

a) Teoria electrdnica.

Se fundamenta en el hecho de que el sistema adhesivo—sustrato se comporta como un
condensador, que se carga por contacto entre los dos materiales. La separacién de las
partes, como una interfase de ruptura, da lugar a una separacidon de carga y a una
diferencia de potencial que aumenta hasta que ocurre la descarga [Vallejo, B.M. y Perilla,

J.E., 2008].

b) Teoria de adsorcion.

También conocida como teoria de adsorcidon termodindmica, explica la bioadhesién en
términos del desarrollo de fuerzas superficiales que generan uniones quimicas entre el
polimero y el sustrato como enlaces covalentes y enlaces idnicos o fuerzas débiles como

puentes de hidrogeno y del tipo Van der Waals [Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].

c) Teoria mecanica.

Es una de las primeras teorias planteadas para explicar el comportamiento adhesivo de
materiales. En ella se establece que el fendmeno se debe al anclaje del adhesivo en los
poros y oquedades superficiales del sustrato, que proveen un aumento de area superficial
y al endurecerse se fijan a multiples sitios de anclaje [Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].
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d) Teoria de fractura.

En ésta se relacionan las fuerzas de adhesién con la fuerza necesaria para separarlas dos
superficies adheridas. Se utiliza para explicar el comportamiento bioadhesivo de
polimeros rigidos; también se conoce como modelo de capas débiles de rotura preferente

[Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].

e) Teoria de la humectacion.

Ha sido la teoria mas aceptada para explicar el comportamiento de bioadhesivos liquidos y
para analizar la bioadhesion en términos de la capacidad de un material para distribuirse
sobre una superficie bioldgica. La capacidad bioadhesiva de un polimero es funcién de su
capacidad de dispersion para entrar en contacto con el sustrato bioldgico [Vallejo, B.M. y

Perilla, J.E., 2008]

f) Teoria de difusion.

Es también conocida como teoria de la interpenetracion. Se utilizd inicialmente en el
estudio del comportamiento adhesivo de polimeros gomosos y es actualmente una de las
mas importantes para describir el fendmeno bioadhesivo, mediante la difusion.

La bioadhesion es el resultado de un gradiente de concentracidn entre las moléculas del
sustrato bioldgico y las cadenas flexibles del polimero hasta desarrollar el enredamiento

fisico entre los dos tipos de moléculas [Vallejo, B.M. y Perilla, J.E., 2008].

2.6.3 TECNICAS EXPERIMENTALES EMPLEADAS PARA LA DETERMINACION DE

BIOADHESION.

a) Analisis de la interfase.

b) Determinacion de la formacion de la unién bioadhesiva
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a) Analisis de la interfase.

En esta clase de ensayos puede determinarse el angulo de contacto de una gota de agua
sobre el sistema bioadhesivo, o en el caso de sistemas liquidos bioadhesivos, el angulo de

contacto estatico de una gota del sistema bioadhesivo sobre el sustrato biolégico.

b) Determinacion de la formacién de la unién bioadhesiva.

Generalmente en estos ensayos se estudian las interacciones macroscépicas y que
involucran la presencia de mucus. Las técnicas in vitro incluyen ensayos de destruccion de
la unién adhesiva por fuerzas de corte, peeling y por tensidn. Estos se caracterizan por la
realizacion de pruebas mecanicas en las cuales se obtienen curvas de esfuerzo versus
deformacion a bajas longitudes. Es importante senalar que esto dificulta diferenciar si se
mide la fuerza de bioadhesidn o el trabajo de bioadhesion. El ensayo mas simple para
medir macroscépicamente la adhesividad consiste en emplear maquinas de ensayo
universal en las cuales se mide la fuerza necesaria para separar dos superficies [Vallejo,

B.M. y Perilla, J.E., 2008].

2.7 NANOPARTICULAS

El desarrollo de nanoparticulas se ha convertido en un drea de investigacién importante
en el campo de la administracion de farmacos, ya que tiene la capacidad de suministrar
una amplia gama de compuestos para las diferentes vias de administracion por periodos

de tiempo sostenido.

Las nanoparticulas son sistemas sélidos coloidales submicrénicos de aproximadamente
10-1000 nm constituidos de materiales macromoleculares en los que el principio activo
(farmaco o material biolégicamente activo) es atrapado, absorbido o unido quimicamente

[Jiménez, P. E. y Lépez, M. R., 2009].
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El término nanoparticulas es el nombre colectivo que recibe tanto nanoesferas como
nanocdpsulas. La diferencia entre estas dos formas esta ligada a la morfologia y a la
arquitectura de la entidad. La nanoesferas se encuentran formadas por una densa matriz
polimérica, en este caso el activo es dispersado o adsorbido en la superficie de la
particula. Las nanocdpsulas estan compuestas de un nucleo aceitoso envuelto por una
membrana polimérica, de tal manera que los activos pueden ser absorbidos en la
superficie, pueden ser disueltos en aceite constituyendo el corazon lipofilico de la
nanocapsulas o bien. El mismo aceite puede ser la sustancia terapéutica (Quintanar-

Guerrero, D., et al, 1997). Representados en la figura 6.

Desde el punto de vista farmacéutico las nanocapsulas son atractivas porque su cavidad
central basada en aceite permite un alto nivel de encapsulacién para sustancias lipofilicas

y un aumento de la liberacién de farmacos.

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 6. Representacion esquematica de una nanocapsula y una nanoesferas.

Comparadas con otros acarreadores coloidales, las nanoparticulas presentan una mayor
estabilidad cuando estdn en contacto con fluidos biolégicos y su naturaleza polimérica las

hace susceptibles de convertirse en sistemas de liberacién prolongada y controlada.
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2.7.1 PREPARACION DE LAS NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas pueden ser preparadas por polimerizacién de mondémeros dispersos o
por dispersiéon de polimeros preformados utilizando materiales de origen natural o
sintético. La preparaciéon de nanoparticulas a partir de la polimerizacion de mondmeros
presenta diversos inconvenientes pues los productos de reaccion pueden ser no
compatibles entre si o con el activo o incluso provocar irritacion. Ademads de dejar
residuos mas o menos toxicos tales como mondmeros, oligdmeros, catalizadores e
iniciadores. También son probables las reacciones cruzadas con el activo o la degradacién
de los componentes cuando se recurre a la radiacidn para inducir la polimerizacién. Por lo
anterior, desde el punto de vista farmacéutico se prefiere la preparacion de
nanoparticulas a partir de polimeros ya preformados. La eleccion de método de
produccién de nanoparticulas depende esencialmente del tipo del polimero que se
utilizara (biocompatibilidad, degradacion, perfil de liberacion deseado) y de la ruta de

administracion y la aplicacién biomédica que se pretende [De Jaeghere, F., et al., 1999].

Es importante mencionar que algunos principios activos pierden su efecto terapéutico
durante la preparacién de nanoesferas preparadas por polimerizacion de mondmeros
dispersos. Las moléculas de los principios activos reaccionan covalentemente con el
polimero del que estan formadas las nanoesferas. Algunos de los principios activos que
pierden su actividad bioldgica son la fenilbutazona y la vidarabina [Fattal, E. y Vauthier, C.,

2000].

Los materiales utilizados para la preparacion de nanoparticulas pueden dividirse en dos
grupos: polimeros naturales hidrofilicos y polimeros sintéticos hidrofdbicos. La tendencia
actual es el uso de polimeros biodegradables y biocompatibles para la preparacion de un
sistema de liberacion debido a su habilidad para ser reabsorbidos por el cuerpo, lo cual

evita que deban extraerse después de cierto tiempo [Pifidn-Segundo, E., 2003].
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2.7.2 METODOS DE PREPARACION

La eleccién del método de produccién de nanoparticulas depende esencialmente del tipo
de polimero que se utilizard (biocompatibilidad, degradacion, perfil de liberacion
deseado), de las caracteristicas del activo que serd asociado con las particulas (solubilidad
y toxicidad) y de la ruta de administracion y la aplicacion biomédica que se pretende [De

Jaeghere, F., et. al., 1999].

Quintanar-Guerrero, D., y colaboradores [1998] reunen las técnicas de preparacidon de

nanoparticulas a partir de polimeros preformados en cuatro categorias:

a) Emulsificacién evaporacion.
b) Desplazamiento del solvente.
c) Efecto “Salting-out” o inmiscibilidad por soluciones salinas.

d) Emulsificacion difusion.

a) Emulsificacion evaporacion

En esta técnica el polimero y el activo son disueltos en un solventeorganico volatil
inmiscible al agua, el cual es emulsificado en una solucién acuosa que contiene un
estabilizante formando una emulsién aceite en agua (o/w). Esta emulsién cruda es
entonces expuesta a una fuente de alta energia como un dispositivo de ultrasonido o
pasada a través de homogenizadores, molinos coloidales o microfluidizadores, con el
objeto de reducir el tamafio del gldbulo. Finalmente, se remueve el solvente organico, a
temperatura ambiente o con calor por agitacidon y/o con rotavapor a presidon reducida,
para obtener una dispersién fina de nanoesferas, como se muestra en la figura 7. Esta
técnica fue utilizada por primera vez para la preparacion de nanoesferas por Gurny y
colaboradores [1981] y se fundamenta en el procedimiento propuesto por Vanderhoff

[1979]. Este método fue adoptado posteriormente para la produccién de nanoesferas de
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diferentes polimeros incluidos PLGA, PCL, PHB (poli-hidroxibutarato), copolimeros de
acido acrilico y derivados de celulosa. Los solventes organicos usados comunmente son
cloroformo y cloruro de metileno, algunos agentes estabilizantes que se han utilizado en
este método incluyen polisorbatos, polaxameros, dodecil sulfato de sodio y
polivinilalcohol. Este método ha permitido el encapsulamiento con alta eficiencia de
sustancias tales como testosterona, indometacina, ciclosporina A y acetato de

triamcinolona [Quintanar-Guerrero, D., et. al., 1998 y De Jaeghere, F.,et. al., 1999].

EMULSIFICACION-EVAPORACION

SOLUCION ORGANICA

Polimero y principio activo
en un solvente no misible
en agua.

SOLUCION ACUOSA

Estabilizante en agua

Figura 7. Representacidon esquematica del método de “Emulsificacidon-evaporizacién” para

preparar nanoesferas.

-31-

Nely Garcia Gonzalez




MARCO TEORICO

Esta técnica ha dado buenos resultados para encapsular farmacos hidrofdbicos, pero ha
tenido pobres resultados en la incorporacién de agentes activos de caracter hidrofilicos

[Llabot J., et. al. 2008].

b) Desplazamiento del solvente

Esta técnica involucra el uso de un solvente organico que es completamente miscible con
la fase acuosa, tipicamente se utiliza acetona aunque también puede emplearse etanol o
metanol. Esta técnica fue propuesta por Fessi y colaboradores en 1981. Este método
permite la formacién de nanocdpsulas y nanoesferas sin necesidad de formar previamente

una emulsion.

En este caso, la precipitacidon del polimero es inducida directamente en un medio acuoso
(conteniendo o no surfactantes) por la adicién de la fase acuosa a la solucion del polimero
con agitacion magnética. Después de la formacion de las nanoparticulas, el solvente es

removido a presion reducida como se esquematiza en la figura 8.

La aplicaciéon de este método se limita farmacos que son muy solubles en solventes
polares, pero ligeramente solubles en agua para evitar pérdida del farmaco durante la
difusién del solvente. De hecho, la principal limitacidon del método es la dificil seleccién del
sistema polimero/farmaco/solvente/no solvente que permita altas eficiencia de
encapsulamiento y rendimientos aceptables. En general, este método se ha llevado a cabo
con bajas concentraciones de polimero en la fase organica. En estos casos la dispersiéon del
polimero y particulas de tamafio pequefios se obtienen facilmente. En contraste, cuando
se aumenta la cantidad del polimero en la fase organica (por ejemplo, para lotes mas
grandes), se forman agregados y se tiene bajos rendimientos [Quintanar-Guerrero, D., et

al., 1998 y De Jaeghere, F., et al., 1999].
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El mecanismo de formacién de nanoparticulas por esta técnica ha sido explicado por la
turbulencia interfacial generada durante el desplazamiento del solvente. La mutua
miscibilidad entre solventes provoca una violenta propagacion del solvente polar de
donde las minusculas gotas son arrancadas de la interface durante el proceso de difusion.
Estas gotas son rapidamente estabilizadas por el agente para este propdsito, hasta que se

completa la difusidn del solvente y entonces se da la agregacion del polimero.

Este método también se conoce con el término de nanoprecipitacion, sin embargo, es
importante sefialar que de acuerdo con el mecanismo descrito, la formacién de
nanoparticulas es debida a la agregacion del polimero desde las gotas de la emulsién y
aparentemente no se involucran fendmenos de nucleaciéon y crecimiento del cristal

[Quintanar-Guerrero, D., et al., 1998 y De Jaeghere, F., et al., 1999].

DESPLAZAMIENTO DEL SOLVENTE

SOLUCION ORGANICA
Polimero, principio activo

y estabilizante en un solvente
polar.
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Figura 8. Representacidon esquematica del método de “Desplazamiento del solvente” para

preparar nanoesferas y nanocapsulas.

c) Efecto “Salting-out” o inmiscibilidad por soluciones salinas

Este proceso esta basado en la separacion (inmiscibilidad) de un solvente originalmente
acuosoluble de soluciones acuosas por el efecto de la adicién de sales. Generalmente, se
utiliza acetona como solvente acuosoluble, debido a las propiedades solubilizantes y su
conocida separacién de soluciones por electrolitos. El polimero y el activo son disueltos en
acetona y esta solucidn se emulsifica con agitaciéon mecdnica vigorosa en un gel acuoso
gue contiene el electrolito (acetato de magnesio o cloruro de magnesio) y un estabilizante
coloidal como el polivinilalcohol. Esta emulsion aceite/agua (o/w) se diluye con un
volumen de agua o soluciones acuosas para permitir la difusidon de la acetona hacia la fase
acuosa, induciendo asi la formacién de nanoesferas. Finalmente, el solvente y el
electrolito son eliminados por filtracion tangencial y se esquematiza en la figura 9. Cabe
sefialar que Allemann y colaboradores [1992] utilizaron como solvente organico el
tetrahidrofurano y como agente “salting-out” la sucrosa (no electrolito), lo que resalta la

versatilidad de este método.

Aunque el mecanismo de formaciéon no ha sido propuesto, este puede tener cierta
similitud con el observado con la técnica de desplazamiento del solvente. Las ventajas de
esta técnica radica en la posibilidad de incorporar altas cantidades del polimero y activo
con excelentes rendimientos, ademas existe la posibilidad de escalamiento industrial. Por
otro lado, esta técnica se limita a activos lipofilicos, electrolitos que permitan separacion
de fases sin precipitacion y estabilizantes soluble y compatibles con lo electrolitos y que

no coacerven en presencia del solvente organico.
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"SALTING - OUT"

SOLUCION ORGANICA TN
Polimero y principio activo # 1
en un solvente no polar. L
BN pele
> [ 2o [
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SOLUCION ACUOSA T | . B0 )
| < e Agua
Estabilizante y agente

"salting out” en agua. L 7
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Figura 9. Representacion esquematica del método “Salting-out” para preparar

nanoesferas.

d) Emulsificacidon-difusion

Este método puede ser considerado como una modificacidon del proceso “salting-out”,
pero suprimiendo el uso de sales y por lo tanto evitando prolongadas etapas de
purificacidn. Involucra el uso de solventes parcialmente miscibles con agua, los cuales son
previamente saturados en agua con el objeto de asegurar el equilibrio termodinamico de
ambos liquidos. El polimero es disuelto en el solvente (saturado en agua) y esta fase
organica se emulsifica con agitacién vigorosa en una soluciéon acuosa que contiene el
estabilizante. La subsecuente adicién de agua al sistema causa que el solvente difunda
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hacia la fase externa, dando como resultado la formacién de nanoparticulas,
representandose en la figura 11 [Quintanar-Guerrero, D., et al., 1998 y De Jaeghere, F., et

al., 1999].

El mecanismo de formacidn de las nanoparticulas por este método ha sido revisado bajo
diferentes condiciones de preparaciéon y métodos turbidimétricos [Quintanar-Guerrero,
D., et al, 1996]. Se ha reportado que cada gota de la emulsién produce varias
nanoparticulas y que estas son formadas por fendmenos interfaciales durante la difusién
del solvente. Sin embargo, estos fendmenos no pueden ser explicados completamente por
los efectos de conveccidn causados por la turbulencia interfacial, por lo que se sugiere que
las nanoparticulas se forman debido a una inestabilidad fisicoquimica producida por el
trasporte del solvente por un mecanismo similar al usado para explicar los procesos de

emulsificacion espontanea:

a) Después de la saturacion mutua de las dos fases, ambas fases estan en equilibrio
termodinamico.

b) La agitacion provoca la dispersion de la solucién del polimero como globulos en
equilibrio con la fase continua y el agente estabilizante es absorbido en el area
interfacial creada.

c) La formacion de la emulsién o/w es necesaria ya que el polimero no emulsiona
espontdneamente en el agua, como es el caso de la acetona en el proceso de
nanoprecipitacion.

d) La adicion de agua al sistema desestabiliza el equilibrio, hace que el polimero
difunda hacia la fase externa. Durante este transporte de solutos se producen
nuevos gldbulos de tamafo nanométrico.

e) El estabilizante permanece en la interfase liquido-liquido, durante el proceso de
difusion, y si su efecto de proteccién es la adecuada, las nanoparticulas se forman

[Quintanar-Guerrero, D., Fessi, H., Alléman, E., y Doelker, E., 1996].
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Mecanismo de Emulsificacion-Difusion

Agitacion

= D>

(a)

Agua

e

Figura 10. Esquema del mecanismo de formacion de las nanoparticulas por el método de
Emulsificacidn- difusidon [Modificado Quintanar-Guerrero, D., Fessi, H., Alléman, E., y

Doelker, E., 1997].
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EMULSIFICACION - DIFUSION

SOLUCION ORGANICA

Polimero y principio activo
en un solvente parcialmente
misible en agua.

SOLUCION ACUOSA

Estabilizante en agua.

Figura 11. Representacion esquemadtica del método “Emulsificacion-difusion” para

preparar nanoesferas y nanocdpsulas.

2.7.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas obtenidas por cualquiera de los procedimientos descritos deben ser

caracterizadas y controladas de acuerdo con ensayos que aseguren su calidad y su

homogeneidad.
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Las nanoparticulas son caracterizadas a través de diferentes técnicas fisicoquimicas. La
finalidad de la caracterizacion es dar una descripcidn quimica y fisica completa de las

nanoparticulas. Los principales parametros que se evaltan son:

a) Tamafo de particula.
b) Morfologia.

c) Potencial Z.

d) Peso molecular.

e) Cristalinidad.

f) Hidrofobicidad.

g) Area superficial.

Morfologia

La forma de las nanoparticulas se determina por medio de las diferentes técnicas de
microscopia electrdnica. La microscopia electrénica requiere del uso de un agente de
recubrimiento que se aplica a las nanoparticulas. Aunque hoy en dia existen técnicas
donde no se necesita recubrirlas, este método consiste en enfriar las nanoparticulas a
muy bajas temperaturas y utilizar microscopia electrénica de criotransmisidon. También se

utiliza la microscopia electrénica de barrido [Fattal, E. y Vauthier, C., 2000].

La microscopia electronica de barrido permite examinar mas a fondo la superficie de las
nanoparticulas, la técnica esencialmente consiste en hacer incidir en la muestra un haz de
electrones. Este bombardeo de electrones provoca la aparicién de diferentes sefiales que
captada con detectores adecuados, nos proporciona informacién acerca de la naturaleza
de la muestra (tamafio y forma). La muestra requiere un recubrimiento con oro [Martinez-

Pérez, A., 2010].
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Potencial zeta

La carga superficial de las nanoparticulas se mide a través de su potencial zeta. Las
nanoparticulas presentan una carga eléctrica debida a sus caracteristicas idnicas vy
bipolares. Las nanoparticulas se rodean por otras particulas idénicas con carga opuesta, a
estas ultimas se les llama capa difusa. Por fuera de la capa difusa hay una mezcla de
particulas idnicas de diferentes cargas formando una especie de nube, por lo que requiere

el nombre de la doble capa difusa [Li, L., et. al., 2007].

Cristalinidad

Los polimeros presentan una estructura cristalina por lo que las nanoparticulas al estar
formadas de polimeros biodegradables y no biodegradables presentan esta propiedad.
Para determinar la cristalinidad se utiliza la técnica de difraccion de rayos X y calorimetria

diferencial de barrido.

La difraccion de rayos X por un cristal presenta un patron de interferencia tipico para una
sustancia cristalina. La longitud de onda de los rayos X son comparables con el tamafio de
distancia entre los atomos de muchos cristales y la repeticion de los mondmeros actua
como una red cristalina, donde son difractados los rayos X. Por lo tanto, el patrén de
interferencia emitido es detectado en un difractémetro. El detector es un instrumento

gue convierte los rayos X en pulsos de corriente eléctrica [Martinez-Pérez, A., 2010].

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica en la que la diferencia
de calor entre una muestra y una referencia es medida como una funcién de la
temperatura. La muestra y la referencia son mantenidas aproximadamente a la misma

temperatura a través de un experimento [Martinez-Pérez, A., 2010].

-40-

Nely Garcia Gonzalez



OBJETIVOS

3 OBIETIVOS

Objetivo General:

e Desarrollar un sistema terapéutico nanoparticulado para el tratamiento de la

vaginitis.

Objetivos Particulares:

Obtener nanoparticulas poliméricas aplicando la técnica de Emulsificacion-

difusion.

e Incorporar en las nanoparticulas un principio activo para el tratamiento de

vaginitis.

e (Caracterizar las nanoparticulas obtenidas de acuerdo con su tamafio, morfologia,

cristalinidad y eficiencia de encapsulamiento.

e Evaluar los perfiles de liberacién in vitro del principio activo a partir de las

nanoparticulas.
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PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Polimero
e Acetato ftalato de celulosa (cellulose acetate phthalate, CAP, Sigma-Aldrich, USA),

con un peso molecular 2532.12 g/mol.

4.2 Estabilizante

e Alcohol polivinilico Mowiol® (polyvinyl alcohol, PVAL, Glomarza, México).

4.3 Principio activo
e Miconazol Base.

e Nitrato de Miconazol.
4.4  Reactivos en general

e Fosfato monobasico de potasio (grado reactivo Fermont, Productos Quimicos
Monterrey, México).

e Fosfato dibasico de sodio (grado reactivo Fermont, Productos Quimicos Monterrey,
México).

e Hidréxido de sodio en hojuelas (grado reactivo Fermont, Productos Quimicos
Monterrey, México).

e Polioxietilen(20)cetiléter, Brij® 58 (Sigma-Aldrich, USA).

e Acido clorhidrico (grado reactivo, J.T. Baker, México).

e Acido bérico (grado reactivo Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México).

e Yoduro de potasio (grado reactivo, J.T. Baker, México).

e Yodo metalico (grado reactivo).

e Metiletil cetona (grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey,
México).

e Agua destilada (obtenida del equipo Milli-Q, Millipore).
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4.5 Membrana

e Tubos de membranas de celulosa, con un didmetro de 32 mm y un umbral de peso

molecular de 6 — 8000 Da. (Spectra /Por®).
4.6 Aparatos y equipos

e Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania).

e Parrilla eléctrica con agitacion (Cimarec®, Thermoline, USA).

e Agitador magnético multiplazas (Multistirrer 15, VELP SCIENTIFICA, Europa).
e Agitador de velocidad variable (RZR-1; Caframo®, Alemania).

e Rotavapor (Laborota® 4000, Heidolph, Alemania).

e Ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman, USA).

e Nanosizer® Coulter N4 plus (Beckman 3200, USA).

e Liofilizadora de mesa (Laboconco®, USA).

e Recirculador de liquidos con termostato (Polyscience, USA).

e Espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys 10uv Scanning, USA).
e Calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10, TA Intstrument, USA).

e pH metro (Thermo Electron Corporation, ORION 3 Star PH Benchtop, USA).
e Filtros Millex® -GV de 2.5 cm de didmetro y poro de 0.22 um (Millipore®).

e Crondémetro.

e Material de cristaleria.
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4.7 METODOLOGIA

PLAN DE TRABAJO GENERAL

A 4

Determinaciones previas (solubilidad de los principios
activosy el polimero en diferentes solventes organicos,
barridos espectrofotométricos.)

4

Preparacion de NE's con miconazol base y nitrato de
miconazol por el proceso de Emulsificacion-difusion.

.4

{ Caracterizacion de las NE's obtenidas de acuerdo con su ]

tamano, morfologia, cristalinidad y eficiencia de
encapsulamiento.

¥

Determinacion de los perfiles de liberacion "in vitro" a pH
4.5y 5.5 con solucion amortiguadora de fosfatos.

A 4

Anédlisis de resultados y conclusiones.
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4.7.1 DETERMINACIONES PREVIAS
4.7.1.1 Espectros de absorcion.

Se determinaron las longitudes de onda (A) de maxima absorcion para el nitrato de
miconazol y miconazol base, en una solucién amortiguadora de fosfatos pH 4.5, 5.0 y 5.5

con Brij® 58 al 2.5% p/v. Los barridos se realizaron de 200 a 400 nm.

La A de maxima absorcién para el complejo PVAL con H3BO3; 0.65 M y una solucién de

1,0.05Men KI 0.15M se determind realizando un barrido desde 400 a 800 nm.

4.7.1.2 Curvas de calibracion.

Las curvas de calibracion para el nitrato de miconazol y miconazol base en una solucién
amortiguadora de fosfatos pH = 4.5, 5.0 y 5.5 con Brij® 58 al 2.5% p/v. Para el complejo de
PVAL con H3BO3 0.65M y una solucion de 1,0.05MenKI 0.15M. Se prepararon cada una de

las curvas de calibracidn por triplicado leyéndose A = 272 y 640 nm, respectivamente.

Para la curva del complejo PVAL - H3BOs - I, — KI se mantuvo la misma proporcién de H3;BO3
y 12/ Kl para todos los puntos, es decir, se prepararon diferentes concentraciones de
solucion acuosa de PVAL tomando 1 mL de dicha soluciéon y llevandola a un volumen de
5mL con agua destilada con 2 mL de H3BO3 0.65M y 1 mL de I, 0.05M en Kl 0.15M para
formar el complejo colorido. Se utilizdé como blanco un sistema 5 mL de H,0, 2 mL de

H3BO30.65M y 1 mL de |,0.05M en KI 0.15M.

4.7.1.3 Determinacidon de la solubilidad del miconazol base y el nitrato de

miconazol.

Se saturaron 10 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 4.5 y 5.5 con Brij® 58 al
2.5% p/v con miconazol base y nitrato de miconazol a cada pH y se mantuvieron con

agitacion magnética constante a temperatura ambiente por 72 horas. Después se dejo
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reposar por 2 horas y se realizé una diluciéon (1/10). Posteriormente se leyd en el
espectrofotémetro a A=272 nm vy la lectura obtenida se interpolo en la curva

correspondiente.

4.7.2 PREPARACION DE LAS NANOPARTICULAS POR EL METODO DE
EMULSIFICACION - DIFUSION POR DESPLAZAMIENTO DEL SOLVENTE

Se saturd en un embudo de separacion el solvente organico (metil etil cetona) y el agua
destilada, agitando suavemente y después se dejo reposar por una hora para separar
ambas fases (la organica y la acuosa). En la fase orgdanica saturada se disolvid el principio
activo (miconazol base o nitrato de miconazol) y el polimero CAP. Con la fase acuosa
saturada se prepard una solucion de PVAL al 5%. A la fase organica se le afiadié la fase
acuosa, estd mezcla se agitd6 mecanicamente a 2000 rpm durante 10 minutos,
posteriormente se agregd agua destilada no saturada sin detener la agitacion por 10

minutos mas a la misma velocidad.

Posteriormente, se procedid a eliminar el solvente orgdnico de la emulsidn, lo cual se llevd
a cabo bajo presién reducida con un rotavapor a 30 rpm y 35°C. La suspensiéon se
concentré hasta llegar a un volumen aproximado de 40 mL. Dicha suspension fue
centrifugada a 20 000 rpm durante 20 minutos a 25°C. La pastilla obtenida se resuspendio
en agua destilada, con agitacion magnética durante 3 horas y se volvié a centrifugar. El

proceso de lavado centrifugado se realizé dos veces.

La pastilla del dltimo centrifugado se resuspendié en agua destilada. Parte de esta
suspension se congeld y se liofilizd, y la otra parte de la suspensidn se utilizé para algunas

pruebas de caracterizacion de las NE’s.

En el cuadro 3 se incluye la descripcion de todos los lotes preparados incluyendo los

materiales y cantidades empleadas para los dos principios activos utilizados.
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Cuadro 3. Materiales y cantidades empleadas para la preparacion de los lotes de

nanoparticulas por el método de Emulsificacion-difusién.

No. , e Principio , Solvente | PVAL
Polimero | Solvente Principio . Polimero
de Saturado activo activo (me) Saturado 5%
lote (mg) g (ml) (ml)
1 CAP Butanona 0 400 20 40
Miconazol
2 CAP Butanona 20 400 20 40
Base
Miconazol
3 CAP Butanona 40 400 20 40
Base
Miconazol
4 CAP Butanona 60 400 20 40
Base
5 CAP | Butanona | \itratode 20 400 20 40
miconazol
6 CAP | Butanona | \itratode 40 400 20 40
miconazol
7 CAP | Butanona | \itratode 60 400 20 40
miconazol

EMULSIFICACION - DIFUSION

SOLUCION ORGANICA

Polimero y principio active
en un solvente parcialmente
misible en agua.

o |

SOLUCION ACUOSA

Estabilizante en agua

Figura 12. Representacién esquematica del método “Emulsificacion-difusion” para

preparar nanoesferas y nanocapsulas.
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4.7.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS
4.7.3.1 Tamaio de particula.

Se determind el tamafio de particula promedio, la distribucién del tamafio de particula, la
desviacidon estandar asi como el indice de polidispersién con un contador electrénico
Nanosizer® N4 Plus. Para todos los lotes de nanoparticulas analizados se utiliz6 como
medio de dispersién agua destilada, todas las lecturas se realizaron a 25°C y un angulo de
incidencia de 90°. Las determinaciones se realizardn por triplicado preparando diluciones

de una suspension acuosa de nanoparticulas.

4.7.3.2 Determinacion del PVAL residual en nanoparticulas de CAP.

Se disolvié una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (5-10 mg) con 5 mL de
metil etil cetona en un vaso de precipitados con agitacion magnética y posteriormente se
llevé a sequedad. Después se agregaron 5 mL de agua destilada y se continud la agitacién
magnética por 3 horas. Posteriormente se filtr6 con una membrana Millipore® de 0.22
um, el filtrado se llevé a un volumen de 10 mL, de este se tomdé 1 mL y se llevé a 5 mL con
agua destilada. Los 5 mL se mezclan con 2 mL de H3BO30.65M y 1 mL de |, 0.05M en Kl
0.15M para formar el complejo colorido. El sistema se leyo6 a A = 640 nm en el
espectrofotémetro, la absorbancia obtenida se interpold en la curva de calibracién para

obtener la concentracion del sistema.

Cuando la lectura de absorbancia era baja o alta para ser interpolada en la curva de
calibraciéon se tomaron mayores volimenes del filtrado o bien se hacian diluciones del
mismo, llevando siempre a un volumen final de 5 mL antes de mezclar con los 2 mL de
H3BO30.65M y 1 mL de I, 0.05M en KI 0.15M para formar el complejo colorido. Se utilizé
como blanco un sistema 5 mL de H,0, 2 mL de H3BO3 0.65M y 1 mL de |, 0.05M en KI
0.15M.
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4.7.3.3 Determinacion de nitrato de miconazol y miconazol base en

nanoparticulas de CAP.

Se disolvio una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (10-15 mg) con 5 mL de
metil etil cetona en un vaso de precipitados con agitacion magnética y posteriormente se
llevé a sequedad. Después se agregaron 10 mL de la solucion amortiguadora de fosfatos
pH = 4.5 y 5.0 con Brij® 58 al 2.5% p/v y se continud la agitacion magnética por 3 horas.
Posteriormente se filtré con una membrana Mlllipore® de 0.22 um, el filtrado se llevé a un
volumen de 25 ml. El sistema se leyé a una A = 272 nm en el espectrofotémetro, la
absorbancia obtenida se interpolé en la curva de calibracién para obtener Ia

concentracion del sistema.

4.7.3.4 Calorimetria diferencial de barrido.

De cada uno de los lotes preparados se tomd una muestra y se analizé por calorimetria
diferencial de barrido a una velocidad de calentamiento de 10 °C / min., Los termogramas
se corrieron de 30 a 250 °C con un flujo de nitrégeno de 50 mL/min. También se
obtuvieron los termogramas del PVAL, CAP, miconazol base y nitrato de miconazol bajo las

mismas condiciones.

4.7.3.5 Perfiles de liberacion.

Para los estudios de liberacidn se utilizé la técnica de membranas de difusién en donde las
nanoparticulas son suspendidas en un pequefio volumen de fase continua y son separadas
a través de una membrana de didlisis (membrana de celulosa, didmetro de 32 mm y un
umbral de peso molecular de 6 - 8000 Da) de otra fase que se encuentra en condiciones
"sink". Periédicamente se toman muestras que se analizan para determinar la cantidad de

farmaco, como se ilustra en la figura 13.
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Se pusieron a hidratar las membranas de dialisis por 12 horas. Se dispersé una cantidad
conocida de nanoparticulas (100 mg) en 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH =
4.5y 5.0 con Brij® 58 al 2.5% p/v, con las membranas hidratadas se formaron las bolsas de
dialisis y se colocaron los 2 mL de dispersidon de nanoparticulas, se cierran las bolsas y se
sumergen dentro 30 mL de una solucion amortiguadora de fosfatos pH = 4.5 y 5.0 con
Brij® 58 al 2.5% p/v en condiciones "sink" con agitacién magnética a una temperatura de

37°C+0.5°C.

Se tomaron muestras de 3 mL reponiendo el mismo volumen del medio de disolucién a los
10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 350 y 450 minutos. Las muestras de la

disolucion se leyeron a A=272 nm.

|
\U

Figura 13. Aparato empleado en la prueba de disolucion. 1 Membrana de dialisis, 2 medio

de disolucion, 3 pipeta volumétrica, 4 bafio de agua y 5 parrilla con agitacion.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros de absorcidn obtenidos del miconazol base, nitrato de miconazol en Brij® 58
al 2.5% p/v y del complejo de PVAL-H3BOs-1,-KI se incluyen en el anexo 1 junto con los
valores de los coeficientes de absortividad obtenidos para las curvas de calibracidn. Las
curvas de calibracion para el miconazol base, nitrato de miconazol y la del complejo PVAL-
H3BOs-I,-KI se leyeron a las longitudes de onda de mdxima absorcion (272 nm para
miconazol base y nitrato de miconazol y 640 nm para el complejo) determinadas segun los

espectrogramas obtenidos.

En el anexo 2 se incluyen las concentraciones y las correspondientes absorbancias de las
curvas de calibracién asi como sus parametros estadisticos: desviacién estandar (d.e.),
coeficiente de determinacién (r®), coeficiente de correlacién (r), coeficiente de variacién

(C.V.), ordenada al origen (b) y la pendiente (m).

De acuerdo al analisis estadistico podemos observar que en todas las curvas de calibracién
se obtuvo una r’> mayor a 0.997 lo cual indica que los puntos experimentales se ajustan a
una linea recta ya que r? es muy cercana a 1. El porcentaje de C.V. es aceptable ya que los
valores obtenidos con este método espectrofotométrico son menores al 5.0 %, lo cual
indica que la dispersion del conjunto de los datos de la curva de calibracidon es bajo

[Aguilar, G., et al., 1992].

También se incluyen los resultados de la prueba de varianza para evaluar la linealidad del
sistema que es la capacidad para dar una respuesta analitica directamente proporcional a
la cantidad o concentracion del analito presente en la solucion o mezcla de la cual se
obtiene la sefal analitica. Obteniéndose que F-calculada es mayor a F-critica para todos
los casos, por lo que de acuerdo al criterio de aceptacion se rechaza la H,, lo cual quiere
decir que hay una relacion lineal entre la concentracion del principio activo con su

respectiva absorbancia.

El anexo 2 también incluye los resultados de la prueba de intercepto para todas las curvas

de calibracion. En la mayoria de los casos se obtuvo que t-calculada es mayor a t-critica,
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de acuerdo al criterio de aceptacion se rechaza la H, lo cual quiere decir que el intercepto
es diferente a cero. No obstante, se considera que las curvas obtenidas pueden ser
empleadas sin problema para los calculos, pues la ordenada al origen es muy cercana a

cero.

Las nanoparticulas fueron preparadas por el método de Emulsificacion—difusién, como se
sefialé anteriormente, esta técnica involucra el uso de solventes parcialmente miscibles
con agua, los cuales son previamente saturados en agua con el objeto de asegurar el
equilibrio termodindmico de ambos liquidos. La seleccion del tipo de solvente a utilizar
para la preparacion de las nanoparticulas se apoyd en trabajos de investigacién en los que
se han preparado nanoesferas y nanocdpsulas con PLA, PLGA y CAP [Pifidn-Segundo, E.,

2003].

El polimero utilizado como estabilizante durante la preparacion de las nanoparticulas por
el método de Emulsificacién—difusiéon fue el PVAL, ya que evita la agregaciéon de las
nanoparticulas aun después de ser sometidas a un proceso de liofilizacién, este proceso se
da ya que las cadenas de PVAL poseen una gran afinidad a la superficie de las
nanoparticulas y se unen fuertemente a la superficie de éstas formando una capa estable,
[Quintanar-Guerrero, D., et al., 1998]. Su principal inconveniente de la utilizacién de este
polimero estabilizante es la dificultad para removerlo completamente de las

nanoparticulas obtenidas.

Cabe recordar que los compuestos o principios activos que pueden ser encapsulados por
la técnica de Emulsificacion-difusion deben de ser insolubles en agua. Los principios
activos incorporados en las nanoparticulas fueron el miconazol base y nitrato de
miconazol, éstos son derivados imidazolicos que se utilizan en medicina como
antifungicos. El miconazol base y nitrato de miconazol son practicamente insolubles en

agua, y solubles en disolventes organicos.

Para la determinaciéon del tamafio de particula, se utilizd un contador de particulas

submicrénicas Nanosizer® N4 plus, la determinacion del tamafio de particulas se basa en
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la medicién y las fluctuaciones de luz dispersa después de que un rayo laser incide sobre
una celda conteniendo la dispersion de la muestra de estudio. La velocidad de medicién
de las particulas en un medio liquido depende de la temperatura, viscosidad del liquido y
del tamafio de las particulas por lo que se requiere que todas las muestras sean analizadas
bajo las mismas condiciones. Las condiciones para todos los lotes analizados fueron a
25°C, utilizando como medio de dispersion agua grado MilliQ® y con un angulo de
incidencia del rayo laser de 90°. Los resultados obtenidos del tamafio promedio de las
particulas, indice de polidispersidad (I.P.), la distribucién del tamafio de particula y su
desviacion estandar (d.e.). Cabe sefalar que el indice de polidispersidad esta relacionado
con el coeficiente de variacién (C.V.) de la distribucién del tamafio de la particula por la

expresion.

Ecuacion 1.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en las determinaciones del tamano
de particula para los diferentes lotes de NE's (cuadro 4, figuras 14 a la 20 y grafico 1).

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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Cuadro 4. Tamafio de particula promedio para nanoparticulas de CAP y de CAP con

miconazol base y nitrato de miconazol.

Tamaiio d.e.
No. Lote . P. C.V.
(nm) (nm)
288.1 84.4 0.131 0.358
296.5 110.9 -0.317 0.642
1 283.8 42.6 0.025 0.204
X=289.4 X=0.401
278.6 78.8 -0.099 0.332
281.8 74.2 -0.229 0.742
2 276.1 97.5 -0.117 0.348
X=278.8 X=0.474
486.3 181.3 -0.313 0.645
467.8 207.0 -0.904 0.538
3 473.1 187.8 -0.427 0.594
X=475.7 X=0.593
576.2 261.5 -1.171 0.529
552.4 266.2 -3.274 0.510
4 506.3|  2009| -1.968 0.517
X=574.9 X=0.518
300.9 35.5 0.015 0.164
303.6 99.2 -0.186 0.873
> 297.0 795\  -0.101 0.334
X=300.5 X=0.457
341.3 130.4 -0.351 0.623
350.6 100.5 -0.156 1.122
6 349.7 106.4 -0.147 1.292
X=347.2 X=1.012
523.7 217.3 -1.209 0.528
479.7 218.7 -1.231 0.527
7 500.3 232.7 -1.609 0.521
X=501.2 X=0.525
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Figura 14. Distribuciéon del tamano de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 1).
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Figura 15. Distribucion del tamafo de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 2).
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Figura 16. Distribucion del tamano de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 3).
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Figura 17. Distribucion del tamafio de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 4).
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Figura 18. Distribucion del tamano de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 5).
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Figura 19. Distribucion del tamafo de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 6).
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Figura 20. Distribucién del tamafio de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 7).
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Grafico 1. Comportamiento del tamafio de particula.
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De manera general, todos los lotes preparados presentan un tamafio submicrénico y
todas las particulas obtenidas son menores a 600 nm, como se muestra en el cuadro 4 y
en las figuras 14 a la 20. Se puede apreciar que al aumentar la cantidad de miconazol base
para los lotes del 2 al 4 y nitrato de miconazol para los lotes del 5 al 7 en las NE’s el
tamaiio de particula se ve incrementada ya que el principio activo es encapsulado en
mayor cantidad. Esta tendencia se puede apreciar claramente en el Grafico 1. Existen
algunos reportes que sefalan que al aumentar la proporcién de principio activo puede
aumentar el tamafio de las NE's poliméricas. Por ejemplo, Pifidn-Segundo, E., [2003]
preparard NE's de PLGA en el cual al aumentar la cantidad de triclosan en las NE's el
tamafio de las mismas se ve incrementado. En estudios posteriores Dominguez-Delgado,
C.L.,, [2006] prepard NE's de Eudragit® E100; de igual manera, al aumentar la cantidad de
triclosan en las NE's la tamafo de las mismas se ve incrementada aun cuando se trabajé

con diferente polimero.

Los lotes con mayor cantidad de principio activo tanto de miconazol base como de nitrato
de miconazol presentan una mayor desviacién estandar en la distribucion del tamafio de
particula, lo cual es indicativo de que los lotes incrementan su indice de polidispersidad. El
indice de polidispersidad indica que tan homogénea es la dispersion; asi, para considerar
que una poblacidon es monodispersa su indice de polidispersion debe encontrarse en un
rango de 0 a 0.5. Para calcular el coeficiente de variacion se consideraron los valores

absolutos de los indices de polidispersidad.

Quintanar-Guerrero, D., et al., [1997], sugieren que el mecanismo de formacion de las
nanoparticulas por el método de Emulsificacion—difusidon se fundamenta en la difusion del
solvente desde los glébulos de la emulsidn. Cuando el solvente difunde acarrea moléculas
de polimero hacia la fase acuosa, originando regiones locales de supersaturacion, desde
las cuales son formados nuevos globulos o agregados de polimeros (no totalmente
desolvatados). La estabilidad de estas "protonanoparticulas" por la presencia de un
estabilizante (PVAL) es muy importante para evitar su coalescencia y la formacion de

aglomerados. Por lo tanto, si el estabilizante permanece en la interfase liquido-liquido
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durante el proceso de difusion y su efecto protector es adecuado, se forman

nanoparticulas después de que se ha completado la difusién del solvente.

La cantidad residual de estabilizante (PVAL) en las nanoesferas se determind con base a
un método validado por Raygoza, T., et al., [1995]. El PVAL forma un complejo colorido
con yodo en presencia con acido bdrico, el compuesto formado es de color verde y dicho

complejo es estable por 15 minutos [Raygoza, T. D., et al., 1995].

En los cuadros 5 y 6 se incluyen los resultados de esta evaluacién. Puede observarse que
en todos los casos el porcentaje de PVAL residual es menor al 4.5%, lo cual indica que los
lavados realizados durante el proceso con la finalidad de eliminar el PVAL son adecuados.
Similares resultados fueron encontrados por Quintanar-Guerrero, D., et al., [1998] en
donde reportan 6-8% de PVAL residual en NE’s de PLA preparadas por el método de
Emulsificacién-difusién, asi como Pifidn-Segundo, E., [2003], que reporta PVAL residual
menor al 4% para NE's de PLGA, PLA y CAP preparadas por el método de Emulsificacidn-

difusion.

El PVAL funciona como un coloide protector para los glébulos de la emulsion formada
durante la preparacidon de las nanoesferas asi como previene la coalescencia ya que las
moléculas de PVAL forman una capa estable sobre la superficie de las nanoparticulas la
cual permite la redispersién casi instantanea cuando las particulas liofilizadas son

suspendidas en agua [Pifidon-Segundo., 2003].

Se determind la cantidad de miconazol base y nitrato de miconazol presente en las NE’s
espectrofotométricamente. Después se procedié a calcular el porcentaje de farmaco
contenido en las NE's (%de miconazol base y nitrato de miconazol cargado) y la eficiencia
de encapsulamiento (E.E.); para cada uno de los lotes de acuerdo a lo propuesto por

Leroux, J., et al., [1994], las férmulas empleadas fueron las siguientes:
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En la ecuacion 3 debido a que cierta cantidad de PVAL se absorbe en la superficie de la

nanoparticulas durante el proceso de obtencidon de las mismas, se debe introducir el

factor de correlaciéon 1/(1-fraccion de PVAL residual) para evitar una sobreestimacion de

la eficiencia de encapsulamiento [Leroux, J., et al., 1994].

Para el porcentaje de miconazol base y nitrato de miconazol inicial (% miconazol base y %

nitrato de miconazol) se consideré la cantidad de miconazol base y nitrato de miconazol

empleada en la preparacion de cada lote. Los resultados obtenidos para cada lote de

nanoesferas se incluyen en el cuadro 5y 6.

Cuadro 5. Caracteristicas de las nanoesferas de CAP (% de miconazol base cargado en las

nanoesferas, porcentaje de PVAL residual y eficiencia de encapsulamiento).

Polimero Miconazol % miconazol E.E. % miconazol % PVAL
Lote Base .
(mg) base (%) base cargado residual
(mg)
1 400.0 0.0 0.00 0.00 0.00 3.52
2 400.0 20.0 4,76 88.54 4.05 3.91
3 400.0 40.0 9.09 85.03 7.61 1.55
4 400.0 60.0 13.0 81.06 10.43 1.02
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Cuadro 6. Caracteristicas de las nanoesferas de CAP (% de nitrato de miconazol cargado

en las nanoesferas, porcentaje de PVAL residual y eficiencia de encapsulamiento).

Polimero Nl.trato de % nitrato de E.E. % nitrato de % PVAL
Lote miconazol ) . .
(mg) (mg) miconazol (%) miconazol residual
1 400.0 0.0 0.00 0.00 0.00 3.52
5 400.0 20.0 4,76 83.91 3.82 4.36
6 400.0 40.0 9.09 84.05 7.52 2.42
7 400.0 60.0 13.0 78.23 10.01 1.58

Los porcentajes de E.E. pueden considerarse como muy aceptables ya que generalmente,
es dificil alcanzar eficiencias mayores de 80%. A pesar de que tanto el miconazol base
como el nitrato de miconazol son compuestos considerados como practicamente
insolubles en agua, es probable que al manejar grandes volumenes de agua durante la
preparacion de las NE's parte del principio activo sea arrastrado, lo cual disminuye la
cantidad de principio activo en las NE’s. Asimismo, al utilizar un solvente practicamente
miscible en agua (metil etil cetona) el principio activo pudo ser arrastrado afuera de los
glébulos de la emulsidn durante etapa de difusidn en el proceso de formacién de las
nanoparticulas, es decir, en el momento en que se agrega agua destilada al sistema y ser

eliminado junto con el sobrenadante del proceso lavado-centrifugado.

Una de las principales aplicaciones de la calorimetria diferencial de barrido para el analisis
de las nanoparticulas es la determinacién de la forma en la que se encuentra el principio
activo en la matriz polimérica, ya que permite establecer si el principio activo se encuentra

disperso molecularmente en la matriz o en forma de cristales [Calvo, P., et al., 1996].

Cuando existe una dispersion molecular del principio activo en la matriz polimérica de las
nanoparticulas no se detecta el pico caracteristico de fusion del principio activo en los

termogramas de las nanoparticulas cargadas [Calvo, P., et al., 1996].
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Figura 21 (a). Termogramas para NE's de CAP con miconazol base. Porcentajes de

miconazol base Lote 1, 0%, Lote 2, 4.7%, Lote 3, 9.0%, Lote 4, 13.0%.
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Figura 21 (b). Termogramas para NE's de CAP con miconazol base, senalando la
temperatura de transicion vitrea (Tg) para los lotes y el CAP y el punto de fusion para el

miconazol base. Porcentajes de miconazol base Lote 1, 0%, Lote 2, 4.7%, Lote 3, 9.0%, Lote

4, 13.0%.
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Figura 22 (a). Termogramas para NE’s de CAP con nitrato de miconazol. Porcentajes de

nitrato de miconazol Lote 5, 4.7%, Lote 6, 9.0%, Lote 7, 13.0%.
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Figura 22 (b). Termogramas para NE's de CAP con nitrato de miconazol, sefialando la

temperatura de transicion vitrea (Tg) para los lotes y el CAP y el punto de fusion para el

nitrato de miconazol. Porcentajes de nitrato de miconazol Lote 5, 4.7%, Lote 6, 9.0%, Lote

7,13.0%.
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Los resultados de las pruebas de calorimetria diferencial de barrido se muestran en las
figuras 21 y 22. Estudios realizados por Roxin, P., Karlsson, A. y. Singh, S. K., [1998]
muestran que la temperatura de transicién vitrea del CAP promedio es de 171.6°C con un
rango de 165°C - 205°C. En las figuras 21 a y b se muestran los termogramas de las
nanoparticulas de CAP cargadas con miconazol base en diferentes proporciones; puede
apreciarse que el miconazol base se encuentra disperso molecularmente en el polimero ya
que no aparece el pico caracteristico de fusidn del miconazol base (p.f. = 86.81°C) y que
ademas no se detectan cambios considerables en las temperaturas de transicidn vitrea en
los diferentes lotes de NE’s, ni una tendencia al abatimiento de estas temperaturas
cuando se aumenta la proporciéon de principio activo. Para el CAP se obtuvo una
temperatura de transicion vitrea de 172.71°C muy parecida a lo que reporta Roxin, P.,

Karlsson, A.y. Singh, S. K ., [1998].

Las figuras 22 a y b también comprueban la ausencia de cristales de nitrato de miconazol
en los diferentes lotes de NE's; cabe sefialar que existe un abatimiento de la temperatura
de transicion vitrea del CAP para los lotes 5y 6. En el termograma de nitrato de miconazol
se observa una exoterma a 212°C, la cual se le atribuye a un proceso de cristalizacidn,

ademas se detecté un pico endotérmico a 185.87°C atribuido a la fusidn del compuesto.

En cuanto al analisis de la liberacioén in vitro del nitrato de miconazol y miconazol base a
partir de las nanoesferas preparadas se realizaron estudios empleando un sistema de
membranas de difusion en donde las nanoparticulas son suspendidas en un pequefno
volumen de fase continua y son separadas a través de una membrana de didlisis de otra

fase que se encuentra en condiciones "sink".

Es recomendable que los estudios de liberacion se realicen bajo condiciones "sink", es
decir, por debajo del 15% de solubilidad. Si el farmaco en estudio es poco soluble en agua
es valido adicionar solventes no acuosos o agentes solubilizantes al medio de dispersion
con el objeto de mantener las condiciones "sink". Este tipo de estudios son de gran
importancia para la determinar el mecanismo de liberacion del principio activo a partir del
acarreador.
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Para corroborar que se trabajé bajo condiciones “sink” se determind la solubilidad de los
principios activos usado, en una solucidon amortiguadora de fosfatos con Brij 58® 2.5 p/v a
dos diferentes pH’s. En el cuadro 7 podemos ver que la solubilidad del farmaco no es
motivo de que la liberacidn se detenga porque el medio se saturd, sino porque el principio

activo ha alcanzado la liberacion maxima.

Cuadro 7. Solubilidad del miconazol base y nitrato de miconazol.

Principio activo pH | Solubilidad mg/mL
Miconazol base 4.5 2.042
Miconazol base 5.0 1.628
Nitrato de miconazol | 4.5 2.269
Nitrato de miconazol | 5.0 1.858

Debido a que los farmacos empleados (miconazol base y nitrato de miconazol) son
practicamente insolubles en agua se decidié adicionar al medio de disolucién un agente
que facilitara su disolucién y por lo tanto aumentar la solubilidad. Estudios realizados por
Pifidn-Segundo, E., [2003] muestran que el Brij 58®es un agente surfactante que aumenta
la solubilidad del triclosan y que no interfiere en la deteccién espectrofotométrica del
mismo. Se realizaron varias pruebas utilizando diferentes concentraciones de Brij 58® para
ver a que concentracion se solubilizan mejor los principios activos, finalmente se decidié
trabajar con Brij 58® 2.5% p/v ya que a esta concentracién aumento la solubilidad tanto
del miconazol base y nitrato de miconazol ademds no interfiere en la deteccidon
espectrofotométrica del mismo. En el anexo 1 se muestran los barridos para la soluciéon
amortiguadora de fosfatos pH = 4.5 y 5.0 conteniendo Brij 58® al 2.5 p/v. Puede
observarse que a las longitudes de onda seleccionadas para cuantificar el miconazol base y
nitrato de miconazol (tanto para el miconazol base y nitrato de miconazol 272 nm) no hay

interfencia del Brij 58°®.
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De acuerdo a los resultados obtenidos de los perfiles de liberacién sélo se muestran las 6
primeras horas de liberacién ya que después de estas no se detectd ninglin cambio
alguno, lo cual quiere decir que tanto el miconazol base como el nitrato de miconazol han
sido liberados por completo y se ha alcanzado la concentracién maxima liberada (M)

como se muestra en los graficos de 2 al 5.

El los graficos anteriores se puede apreciar que tanto el miconazol base como el nitrato de
miconazol se liberaron rapidamente. Pifidn-Segundo, E., [2005] prepard nanoparticulas de
CAP con triclosan para el tratamiento de enfermedades periodontales, dando liberaciones
muy rdpidas, liberando mas del 60 % en los primeros 45 minutos. Comportamiento

semejante a los perfiles determinados para el miconazol base y nitrato de miconazol.
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Grafico 2. Perfil de liberacion para las NE's de CAP con miconazol base. Lote 2 =#= (con
4.76 % de miconazol base en las NE’s); Lote 3 ~™(con 9.09 % de miconazol base en las
NE’s); Lote 4 (con 13.0 % de miconazol base en las NE’s), en una solucion
amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 3. Perfil de liberacidn para las NE's de CAP con nitrato de miconazol. Lote 5 ==
(con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE's); Lote 6 ~™(con 9.09 % de nitrato de
miconazol en las NE’s); Lote 7 “*(con 13.0 % de nitrato de miconazol en las NEs), en una
solucién amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 4. Perfil de liberacidn para las NE's de CAP con miconazol base. Lote 2 =¢= (con
4.76 % de miconazol base en las NE’s); Lote 3 ~®=( con 9.09 % de miconazol base en las
NE’s); Lote 4 =* (con 13.0 % de miconazol base en las NE’s), en una solucién
amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.
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Grafico 5. Perfil de liberacidn para las NE's de CAP con nitrato de miconazol. Lote 5 ==
(con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE's); Lote 6 ~™(con 9.09 % de nitrato de
miconazol en las NE’s); Lote 7 (con 13.0 % de nitrato miconazol en las NE’s), en una
solucién amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.

Los porcentajes incluidos en el anexo 4 representan la cantidad de fdrmaco que realmente
es capaz de difundir hacia el medio de disolucion (la cantidad que participa en el proceso
de liberacién). Por esta razon, se procedié a calcular los porcentajes liberados para cada
tiempo considerando como 100% la cantidad maxima liberada al equilibrio, con los datos
obtenidos se obtuvieron los graficos 6 al 9, donde M; es la cantidad liberada a un tiempo t

y M es la cantidad mdaxima liberada.
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Grafico 6. Perfil de liberacién para las NE's de CAP con miconazol base, considerando
como 100 % la cantidad maxima liberada. Lote 2 == (con 4.76 % de miconazol base en las
NE’s); Lote 3 ™= (con 9.09 % de miconazol base en las NE's); Lote 4 =*—(con 13.0 % de
miconazol base en las NE’s), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 7. Perfil de liberacion para las NE's de CAP con nitrato de miconazol, considerando
como 100 % la cantidad maxima liberada. Lote 5 =#= (con 4.76 % de nitrato de miconazol
en las NE’s); Lote 6 ~™=(con 9.09 % de nitrato de miconazol en las NE's); Lote 7 =*= (con
13.0 % de nitrato de miconazol en las NE’s), en una soluciéon amortiguadora de fosfatos pH
=4.5.
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Tedricamente, se esperaria que la liberacion del principio activo fuera mas lenta para los
lotes que contienen una menor cantidad de farmaco; es decir, una menor proporcién
principio activo/polimero. Sin embargo, no todas las liberaciones obtenidas a pH=4.5 para
ambos principios activos (graficos 6 y 7) presentaron este comportamiento. En el grafico
6, se observa que el lote 2 con la menor cantidad de principio activo muestra la liberacion
mas lenta; en contraste, para el nitrato de miconazol la liberacién mas lenta se obtuvo
para la carga de principio activo intermedia (9.09%). En el grafico 7 se aprecia que los
perfiles de liberacion para los lotes 5y 7 son muy semejantes. Para determinar si existe
evidencia estadisticamente significativa en la velocidad de liberacidn de los principios
activos se aplicé un andlisis de varianza. Con los porcentajes obtenidos de los perfiles de
liberacion a un tiempo de 45 min se realizé un andlisis de varianza con dos factores con
una muestra por grupo, para saber qué efectos (principio activo y cantidad de activo) son

estadisticamente significativos. Se establecieron las siguientes pruebas de hipétesis:

Ho: Todas las medias son iguales y por lo tanto no hay diferencia entre los tratamientos.

Hi: No todas las medias son iguales y por lo tanto al menos un tratamiento es diferente.

El criterio de aceptacidn fue el siguiente:
Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto hay diferencia entre tratamientos.
Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no hay diferencia entre los

tratamientos.

Cuadro 8. Analisis de varianza con dos factores con una muestra por grupo para los

perfiles de liberacién a un pH de 4.5, tomando los porcentajes liberados a 45 min.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los - Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Principio activo 1049.01812 1 1049.01812 | 3.62582846| 0.19719442 | 18.5128205
Cantidad de
principio activo 75.5405594 2 37.7702797 | 0.13054927 0.8845258 19
Error 578.636378 2 289.318189
Total 1703.19506 5
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De acuerdo al andlisis de varianza en cuanto al principio activo, se encontré que F
calculada es menor que F critica, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre las cantidades liberadas a los 45 minutos de
la prueba de liberacién utilizando miconazol base y nitrato de miconazol en las NE's a un

pH = 4.5.

En relacién a la cantidad de principio activo en las NE's, se encontré que F calculada es
menor que F critica a pH = 4.5, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que no hay
diferencia significativa entre la cantidad de principio activo incorporada. Por lo tanto, la
carga de principio activo en las NE’s no influye en la liberacidn del activo a partir de las

NE’s, al menos a los 45 minutos.
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Grafico 8. Perfil de liberacién para las NE's de CAP con miconazol base, considerando
como 100 % la cantidad maxima liberada. Lote 2 =¢— (con 4.76 % de miconazol base en las
NE’s); Lote 3 =™ (con 9.09 % de miconazol base en las NE’s); Lote 4 (con 13.0 % de
miconazol base en las NE's), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.
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Grafico 9. Perfil de liberacidn para las NE's de CAP con nitrato de miconazol, considerando
como 100 % la cantidad maxima liberada. Lote 5 =#= (con 4.76 % de nitrato de miconazol
en las NEs); Lote 6 =™ (con 9.09 % de nitrato de miconazol en las NE's); Lote 7 (con
13.0 % de nitrato de miconazol en las NE’s), en una solucidon amortiguadora de fosfatos pH
=5.0.

Al comparar los perfiles de liberacion a pH=5.0 de los graficos 8 y 9 puede apreciarse que
no hay una clara influencia de la cantidad de principio activo cargada en las NE’s sobre la
velocidad de liberacién. Al igual que para los lotes analizados a pH = 4.5 se aplicé un
analisis de varianza para verificar si existe evidencia estadisticamente significativa que
demuestre que la cantidad de principio activo incluida en las NE’s o la naturaleza del
principio activo tienen efecto sobre la velocidad de liberacidn. Con los porcentajes
obtenidos de los perfiles deliberacién a un tiempo de 45 min, se realizé un analisis de
varianza con dos factores con una muestra por grupo, para saber qué efectos (principio
activo y cantidad de activo) son estadisticamente significativos. Se establecieron las

siguientes pruebas de hipotesis:

Ho: Todas las medias son iguales y por lo tanto no hay diferencia entre los tratamientos.

H;: No todas las medias son iguales y por lo tanto al menos un tratamiento es diferente.
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El criterio de aceptacidn fue el siguiente:
Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto hay diferencia entre tratamientos.
Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no hay diferencia entre los

tratamientos.

Cuadro 9. Analisis de varianza con dos factores con una muestra por grupo para los

perfiles de liberaciéon a un pH de 5.0, tomando los porcentajes liberados a 45 min.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los - Valor critico
.. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F

Principio activo | 42.6471845 1 42.6471845 | 0.28647103 0.6460373 | 18.5128205
Cantidad de
principio activo 569.20117 2 284.600585 | 1.91172814 | 0.34343866 19
Error 297.741691 2 148.870846
Total 909.590046 5

De acuerdo al andlisis de varianza en cuanto al principio activo, se encontré que F
calculada es menor que F critica, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que no hay
diferencia significativa entre las cantidades de principio activo liberadas a los 45 minen las

NE’s a un pH = 5.0, independientemente del tipo de principio activo usado.

En relacién a la cantidad de principio activo en las NE’s, se encontré que F calculada es
menor que F critica a pH = 5.0, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que no hay
diferencia significativa entre la cantidad de principio activo incorporada en las NE’s y que

ésta no influye en la liberacién del miconazol base ni del nitrato de miconazol.

La liberacion de farmacos a partir de nanoparticulas depende de la naturaleza del sistema
acarreador. En el caso de un sistema tipo matriz, el activo es distribuido o disperso en la
matriz polimérica y la liberacion ocurre por difusion o por erosion del sistema. Si la
difusion del activo es mas rapida que la degradacion de la matriz, entonces el mecanismo
de liberacién ocurre principalmente por difusion. La liberacidn inicial del activo se le

atribuye a la liberacidn de la fraccion del farmaco que es adsorbido o enlazado débilmente
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a la superficie de la NE’s. Trabajando en condiciones “sink” se observa al principio una
fase de liberacién rapida seguida por una liberacion lenta debida a la difusion del activo a
partir de la matriz. Ademds, la velocidad de liberacién del principio activo estd relacionada
directamente proporcional con la manera en que se encuentra presente el farmaco en la
matriz, es decir, si se encuentra disperso molecularmente en la matriz o formando

cristales [Calvo, P., et al., 1996].

De acuerdo con los termogramas obtenidos para las NE's de CAP el nitrato de miconazol y
el miconazol base se encuentran atrapados molecularmente en la matriz polimérica, por
lo que podemos decir que las nanoparticulas preparadas son un sistema tipo matriz. Y
podemos afirmar que el proceso que controlo la liberacién fue un proceso de difusién, ya
que los tiempos obtenidos son muy cortos como para poder hablar de una degradacion

del polimero que influyera sobre la liberacién.

Para determinar el probable mecanismo de liberacién los datos obtenidos se tratarén de
acuerdo al modelo semi-empirico propuesto por Rigter y Peppas. De acuerdo a este
modelo se graficd In (Mt/Ma) en funcion de In t, donde Mt es la cantidad liberada el
tiempo t y Ma es la cantidad maxima liberada [Lowman, M. y Peppas, N. A., 1999y Peppas,
N. A. et al., 2000].

De manera general, la ecuacién de Peppas describe la liberacidon de principios activos
desde matrices con diferentes formas geométricas. De acuerdo con este modelo, la
fraccidén liberada de una sustancia depende de una constante y de su exponente difusional
“n” que indica el probable mecanismo fisico de transporte y el tipo de liberacién (ver
cuadro 10). Si n = 0.5 el mecanismo de trasporte es difusidn fickiana y el tipo de liberacion

es dependiente del tiempo.
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Cuadro 10. Mecanismos de trasporte y tipo de liberacién de acuerdo al valor de “n” en el

modelo semi-empirico de Peppas.

Valor de “n” Mecanismo de Trasporte Tipo de liberacion
Difusidn Fickiana Dependiente del tiempo
0.5
Unicamente para sistemas planos f(tl/z)

Dependiente del tiempo
0.5<n<1 | Trasporte No Fickiano (Anédmalo)

f(t"™)
Independiente del tiempo
1 Trasporte Caso Il
(orden cero)
Dependiente del tiempo
n>1 Trasporte Super Caso Il

f(t"h)

En los graficos 10, 11, 12 y 13 se reportan los datos obtenidos de acuerdo al modelo de
Peppas, en la cuadro 8 y 9 se muestran los valores de “n” para los diferentes lotes de NE’s.

Los graficos se obtuvieron a partir de los datos incluidos en el anexo 4.
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Grafico 10. Modelo de Peppas aplicado a la liberacién de miconazol base a partir de NE's
de CAP. Lote 2 == (con 4.76 % de miconazol base en las NE’s); Lote 3 ™= (con 9.09 % de
miconazol base en las NE’s); Lote 4 (con 13.0 % de miconazol base en las NE’s), en
una solucion amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.

-78 -

Nely Garcia Gonzalez



RESULTADOS Y DISCUSION

0,2

-0,2

-0,4

-0,6

In{Mt/Mal)

-0,8

-1,2
Int

Grafico 11. Modelo de Peppas aplicado a la liberacién de nitrato de miconazol a partir de
NE’s de CAP. Lote 5 =¢= (con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 6 ™ (con
9.09 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 7 (con 13.0 % de nitrato de
miconazol en las NE’s), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 12. Modelo de Peppas aplicado a la liberacién de miconazol base a partir de NE's
de CAP. Lote 2 =#— (con 4.76 % de miconazol base en las NE's); Lote 3 =™ (con 9.09 % de
miconazol base en las NE’s); Lote 4 (con 13.0 % de miconazol base en las NE's), en
una solucion amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.
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Grafico 13. Modelo de Peppas aplicado a la liberacidn de nitrato de miconazol a partir de
NE’s de CAP. Lote 5 =¢= (con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 6 ™ (con
9.09 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 7 (con 13.0 % de nitrato de
miconazol en las NE’s), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.

Cuadro 11.Coeficientes de determinacién y valor de “n” de acuerdo al modelo de Peppas
a un pH de 4.5; el tiempo que se reporta es el intervalo en el que se obtiene la maxima

linealidad para el célculo de los coeficientes.

Lote n r b t (min)

2 |0.58310.9929 | -2.938 | 10-150

0.2806 | 0.9855 | -1.922 | 20-90

0.6933 | 0.9776 | -2.957 | 10-60

0.4969 | 0.9315 | -1.813 | 10-45

0.4571 | 0.9897 | -2.031 | 10-60

N o) i &~ W

0.5499 | 0.9378 | -2.0298 | 10-45
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Cuadro 12.Coeficientes de determinacion y valor de “n” de acuerdo al modelo de Peppas
a un pH de 5.0; el tiempo que se reporta es el intervalo en el que se obtiene la maxima

linealidad para el célculo de los coeficientes.

Lote n r? b | t(min)

2 | 0.0794 | 0.9901 | -0.352 | 20-90

0.6148 | 0.9569 | -2.469 | 10-60

0.8325 | 0.9802 | -3.304 | 10-45

1.2802 | 0.9755 | -4.736 | 10-45

0.7301 | 0.9692 | -3.346 | 20-90

N o) i b~ W

0.9144 | 0.9533 | -3.349 | 10-45

La mayoria de los valores del coeficiente difusional “n” obtenidos para las liberaciones
tanto a pH = 4.5 y pH = 5.0 son mayores a 0.5, siendo que el menor valor propuesto por
Peppas para “n” es de 0.5, lo cual nos indica que el mecanismo de trasporte no es por
difusién fickiana, si no por trasporte no fickiano o andmalo y el tipo de liberacién es

dependiente del tiempo.

Enloslotes5y6apH=4.5yenellotelapH=5.0elvalor de “n” es menor a 0.5, lo cual
puede explicarse por la presencia de poros en el sistema que dan valores de “n” menores
a 0.5. Morales, A., 2009 reporta valores de “n” menores a 0.5 para la liberacién de

nanoparticulas de monoleina atribuyendose a la presencia de poros en el sistema.

El andlisis detallado del modelo de Peppas ha demostrado que “n” es 0.5 Unicamente para
sistemas planos y es diferente para otras formas geométricas; por ejemplo, la liberacidon
Fickiana de una sustancia a partir de una esfera se caracteriza por un valor de “n” = 0.432

[Lowman, M. y Peppas, N. A., 1999y Peppas, N. A.,et al., 2000].

Los datos obtenidos de las liberaciones de los diferentes lotes fueron tratados de acuerdo
al modelo propuesto por Higuchi que estudia la liberacion de farmacos a partir de
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sistemas matriciales. El modelo asume que al estar en contacto la matriz con el medio de
disolucién, éste es capaz de penetrar formando una capa de hidrataciéon. Cuando sélo una
cara de la matriz estd expuesta al medio de disolucién, el grosor de la capa de hidratacion
aumenta de manera unidireccional. Sin embargo, la hidratacidon relativa disminuye al
incrementar la profundidad de la penetracién del farmaco contenido en la matriz, la
liberacion obedece el modelo de la raiz cuadrada de Higuchi. La penetracién del medio a
la base favorece la difusién del fdrmaco hacia el seno del solvente constituyendo lo que
Higuchi llama “zona de deplecion”. Esta zona de deplecién aumenta conforme transcurre
la difusion del fdrmaco de manera proporcional con respecto al tiempo estableciéndose

un estado pseudoestable [Washington, C., 1990].

En los graficos 14, 15, 16 y 17 se reportan los datos obtenidos de acuerdo al modelo de
Higuchi, en la cuadro 10 y 11 se muestran los valores obtenidos de la constante de Higuchi
(Ky) para los diferentes lotes de NE's y los coeficientes de determinacion. Los intervalos de
tiempo que se adaptan a una linea recta. Los graficos se obtuvieron a partir de los datos

incluidos en el anexo 4.
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Grafico 14. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacion de miconazol base a partir de NE's
de CAP. Lote 2 =*= (con 4.76 % de miconazol base en las NE’s); Lote 3 ™= (con 9.09 % de
miconazol base en las NE's); Lote 4 (con 13.0 % de miconazol base en las NE's), en
una soluciéon amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 15. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacién de nitrato de miconazol a partir de
NE’s de CAP. Lote 5 =¢= (con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 6 ™ (con
9.09 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 7 (con 13.0 % de nitrato de
miconazol en las NE’s), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 4.5.
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Grafico 16. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacién de miconazol base a partir de NE's
de CAP. Lote 2 =#= (con 4.76 % de miconazol base en las NE's); Lote 3 =™ (con 9.09 % de
miconazol base en las NE’s); Lote 4 (con 13.0 % de miconazol base en las NE's), en
una solucion amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.
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Grafico 17. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacién de nitrato de miconazol a partir de
NE’s de CAP. Lote 5 =¢= (con 4.76 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 6 ™ (con
9.09 % de nitrato de miconazol en las NE’s); Lote 7
miconazol en las NE’s), en una solucién amortiguadora de fosfatos pH = 5.0.

(con 13.0 % de nitrato de

Cuadro 13.Coeficientes de determinacién y valor de Ky de acuerdo al modelo de Higuchi a

un pH de 4.5, el tiempo que se reporta es el intervalo en el que se obtiene la mdaxima

linealidad para el célculo de los coeficientes.

Nely Garcia Gonzalez

Lote Kn r b t (min)
2 | 0.5980 | 0.9948 | -0.521 | 10-150
0.4902 | 0.9872 | 2.525 | 20-90

4 109074 | 0.9842 | -1.032 | 10-60
5 10.6167 | 0.9640 | 0.330 | 10-45
6 | 0.6965|0.9471 | 1.239 | 10-90
7 1.2613 | 0.9227 | 0.060 | 10-45
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Cuadro 14.Coeficientes de determinacion y valor de Ky de acuerdo al modelo de Higuchi a
un pH de 5.0, el tiempo que se reporta es el intervalo en el que se obtiene la maxima

linealidad para el célculo de los coeficientes.

Lote | Ky r? b | t(min)

2 | 0.1128 | 0.9630 | -4.068 | 20-90

1.1757 | 0.9634 | -0.561 | 10-60

1.0807 | 0.9946 | -1.757 | 10-45

0.4757 | 0.9882 | -1.207 | 10-45

0.5132 | 0.9840 | -0.926 | 20-90

N o) i b~ W

1.1966 | 0.9734 | -0.206 | 10-45

Los valores de los coeficientes de determinacidn obtenidos después del analisis de
regresion lineal por el modelo propuesto por Higuchi son superiores a 0.96 para la
mayoria de los lotes tanto de nitrato de miconazol como miconazol base a dos diferentes
pH’s, indicando que este modelo permite describir la liberacion a partir de las NE's
obtenidas. Para los lotes 6 y 7 de nitrato de miconazol los valores de r*fueron de 0.9471 y

0.9227 respectivamente.

Las NE’s preparadas son sistemas matriciales en los que el principio activo (miconazol base
o nitrato de miconazol) se encuentra disperso homogéneamente en toda la matriz, de
manera que el fdrmaco que sale primero es el que se encuentra localizado en la parte mas
superficial de la matriz y posteriormente el que se encuentra en la region mas interna.
Ademas, dado que el grosor de la capa hidrodindmica de difusién se incrementa al
aumentar el tiempo, y por lo tanto el fdirmaco que se encuentra en la region mas interna

va a tardar un poco mas en salir.
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Con los datos obtenidos de las constantes de Higuchi se realizé un analisis de varianza con
dos factores con una muestra por grupo, para saber qué efectos (principio activo y

cantidad de activo) son estadisticamente significativos.

Ho: Todas las medias son iguales y por lo tanto no hay diferencia entre los tratamientos.

Hi: No todas las medias son iguales y por lo tanto al menos un tratamiento es diferente.

El criterio de aceptacidn fue el siguiente:

Si F calculada > F critica se rechaza la H, por lo tanto hay diferencia entre tratamientos.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no hay diferencia entre los

tratamientos.

Cuadro 15. Analisis de varianza con dos factores con una muestra por grupo para las

constantes de Higuchi a pH 4.5.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los - Valor critico

o . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Principio activo 0.0558542 0.0558542 3.9580496 | 0.18494192 | 18.5128205
Cantidad de
principio activo | 0.31253733 0.15626867 | 11.0738157 | 0.08282386 19
Error 0.02822309 0.01411155
Total 0.39661463

Cuadro 16. Analisis de varianza con dos factores con una muestra por grupo para las

constantes de Higuchi a pH 5.0.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los e Valor critico
L . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Principio activo | 0.00562428 1 0.00562428 | 0.03927661| 0.86121935| 18.5128205
(.:an.tlfiad d.e 0.73485669 2 0.36742835| 2.56589906| 0.28043419 19
principio activo
Error 0.28639345 2 0.14319673
Total 1.02687443 5
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Cabe recordar que se trabajo con dos principios activos (miconazol base y nitrato de
miconazol) de los cuales la cantidad de principio activo fue variada (4.76, 9.09 y 13.0 % de
principio activo en las NE’s) a dos diferentes pH’s (4.5 y 5.0) con los cuales se realizdé un

analisis de varianza.

De acuerdo al andlisis de varianza en cuanto al principio activo, se encontré que F
calculada es menor que F critica, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que no hay
diferencia significativa entre la velocidad de liberacién utilizando miconazol base y nitrato

de miconazol en las NE's a los dos diferentes pH’s.

En relacién a la cantidad de principio activo en las NE's, se encontré que F calculada es
menor que F critica a pH = 4.5y a pH = 5.0, por lo tanto se acepta la H,, lo que indica que
no hay diferencia significativa entre la cantidad de principio activo incorporada y que no

influye en la liberacién del activo a partir de las NE’s.
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6 CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de esta investigacidon se logrd la obtencidon de NE’s con tamafos
menores a 600 nm utilizando la técnica de Emulsificacion—difusion. Se prepararon tres
lotes de NE’s para miconazol base y tres para nitrato de miconazol; cada uno con diferente
proporcidn de principio activo (20, 40 y 60 mg de principio activo en 400 mg de polimero).
Se obtuvieron eficiencias de encapsulamiento superiores al 75 % para miconazol base y
nitrato de miconazol, agentes antifungico eficaces contra muchos microorganismos

causantes de la vaginitis.

El tamafio de las nanoparticulas de CAP tiende a aumentar conforme se incrementa la

proporcién de principio activo.

Se comprobd que el estabilizante PVAL utilizado durante la preparacién de las
nanoparticulas por el método de Emulsificacién — difusién evita la agregacion de las
nanoparticulas aun después de ser sometidas a un proceso de liofilizacion. EI PVAL

residual fue menor al 5% en todos los lotes preparados.

Mediante los estudios de calorimetria diferencial de barrido pudo determinarse que tanto
el miconazol base como nitrato de miconazol se encontraba disperso molecularmente en

las matrices poliméricas.

De manera general la liberacién tanto del miconazol base como del nitrato de miconazol

fue muy rdpida y los datos obtenidos se adaptan al modelo propuesto por Higuchi.

Este trabajo de tesis es el primer reporte generado dentro de una linea de investigaciéon
que pretende evaluar la capacidad de los sistemas nanoparticulados para tratar

padecimientos vaginales.
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PERSPECTIVAS

7 PERSPECTIVAS

Para continuar los estudios realizados de este trabajo de tesis se propone realizar pruebas
de permeacion ex vivo para evaluar el comportamiento de las nanoparticulas a través de

una mucosa vaginal de cerda.

También se propone aumentar la eficiencia de encapsulamiento manipulando las variables

preparativas (tiempo, temperatura y velocidad) del proceso.

Ademas, debe evaluarse la efectividad antifungica de las nanoparticulas y comparar su

desempeiio frente a formulaciones disponibles comercialmente.
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ANEXO 1

ANEXO 1. Espectros de absorcion y coeficientes de absortividad (€).

a) Barrido de nitrato de miconazol en soluciéon amortiguadora de fosfatos pH = 5 Brij®

58 al 2.5% p/v con un blanco del medio de disolucion.

3,5

|
1? \
s o
\/\

200 250 300 350 400

Absorbancia

0

-0,5
Longitud de onda (&)

b) Barrido de miconazol base en solucién amortiguadora de fosfatos pH = 5 Brij® 58 al

2.5% p/v con un blanco del medio de disolucién.
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ANEXO 1

c) Barrido del complejo de PVAL - H3BOs - I, - Kl con un blando del medio de

disolucion.

2,5

.S N\
-l AN

0

Absorbancia

400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (&)

Sistema Amax g
(nm) | (mg/ml.cm)

Nitrato de miconazol en Brij® 58 al 2.5% p/v.

272 4.226

- TG )
Miconazol base en Brij® 58 al 2.5% p/v. 272 5.258
Complejo PVAL - H3BO;3 -1, - KI. 640 0.958
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ANEXO 1

d) Barrido de la solucidén buffer de fosfatos a pH 4.5y 5.0 con Brij 58°® al 2.5 % p/v con

un blanco del medio de disolucion.

0,5
0,4 \
0,3

\ ——pH =4.5
0,2

\ ——pH=5.0
0,1
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ANEXO 2. CURVAS DE CALIBRACION.

a) PVAL EN AGUA DESTILADA, A= 640 nm.

r 0.9994
r* 0.9988
m 0.0384
b 0.0217

Nely Garcia Gonzalez

Concentracion

me/mL Absorbancia | Abs/Conc
8.8043 0.314| 28.039172
8.8043 0.309 | 28.492880
8.8043 0.312| 28.218910
17.6086 0.649| 27.131895
17.6086 0.653| 26.965697
17.6086 0.674| 26.125519
26.4129 0.986| 26.787931
26.4129 0.988 | 26.733704
26.4129 0.996 | 26.518976
35.2172 1.369| 25.724763
35.2172 1.345| 26.183792
35.2172 1.341| 26.261894
44.0215 1.658 | 26.550965
44.0215 1.668 | 26.391787
44.0215 1.670| 26.360180
52.8258 1.980| 26.679697
52.8258 1.988 | 26.572334
52.8258 1.971| 26.801522
61.6301 2.388 | 25.808250
61.6301 2.359| 26.125519
61.6301 2.375| 25.949516
70.4344 2.697| 26.115832
70.4344 2.662 | 26.459204
70.4344 2.677 | 26.310945
Promedio | 26.637953

d.e. 0.715042
C.Vv. 2.684298
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ANEXO 2

Absorbancia

y=0,0384x-0,0217
R?=0,9994

0] 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion mg/mL

Anadlisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion del PVAL y su respectiva
absorbancia.

H;: Existe una relacién lineal entre la concentracidon del PVAL y su respectiva absorbancia.
Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacidn lineal entre la
concentracion del PVAL y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentraciéon del PVAL y su respectiva absorbancia.

F critica
P-value
Modelo | 14.5272000 1 | 14.527200000 28345.04 0.000
Residual | 0.0112753 | 22 | 0.000512513
Total 14.5385000 | 23

Fuente SC g.l. cM F calculada

Como F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacién lineal entre la

concentracion del PVAL y su respectiva absorbancia.
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ANEXO 2

Prueba del intercepto

Ho: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro Estimacion Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto | -0.022857143 0.010184400 0.0352 | -2.24432
Pendiente | 0.038566563 0.000229072 168.3600 0.0000

Como t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

b) MICONAZOL BASE EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH = 4.5

CON BRIJ® 58 AL 2.5% p/v.

Con:;/t:l-c 'o" | Absorbancia Abs/Conc
0.164 0.261| 1.5914634
0.164 0.249| 1.5182927
0.164 0.253 | 1.5426829
0.328 0.471| 1.4359756
0.328 0.481| 1.4664634
0.328 0.459| 1.3993902
0.492 0.730| 1.4837398
0.492 0.702| 1.4268293
0.492 0.707 | 1.4369919
0.656 1.009| 1.5381098
0.656 0.987| 1.5045732
0.656 0.968| 1.4756098
0.820 1.212| 1.4780488
0.820 1.211| 1.4768293
0.820 1.213| 1.4792683

Promedio| 1.4836179
d.e.| 0.0499626
C.V.| 3.3676173

-102 -

Nely Garcia Gonzalez



r  0.998396047
r2  0.996794670
m 1.478868018

b -6.97315E-05

ANEXO 2

1,4
1,2

1
0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

y=1,4835x-0,0024

R?=0,9976

0

0,2

0,4

0,6 0,8

Concentracion (mg/mL)

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva

absorbancia.

H;: Existe una relacidn lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva

absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Nely Garcia Gonzalez

Fuente SC g.l. cM F calculada Fcritica
P-value
Modelo | 1.77585000 1| 1.775850000 5423.03 0.000
Residual | 0.00425703 | 13 | 0.000327464
Total 1.78010000 | 14
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Como F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto | -0.00236667 0.0109577 | -0.215983 | 0.8324
Pendiente 1.48354000 0.0201455 7306412 | 0.0000

Como t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

c) NITRATO DE MICONAZOL EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

pH = 4.5 CON BRIJ® 58 AL 2.5% p/v.

Nely Garcia Gonzalez

Con;:e;r:‘al-c '0" | Absorbancia Abs/Conc
0.162 0.202| 1.24691358
0.162 0.194| 1.19753086
0.162 0.217| 1.33950617
0.324 0.417| 1.28703704
0.324 0.434| 1.33950617
0.324 0.415| 1.28086420
0.486 0.615| 1.26543210
0.486 0.620| 1.27572016
0.486 0.633| 1.30246914
0.648 0.797 | 1.22993827
0.648 0.827| 1.27623457
0.648 0.871| 1.34413580
0.810 1.012| 1.24938272
0.810 1.014| 1.25185185
0.810 1.015| 1.25308642

Promedio | 1.27597394
d.e.| 0.04192528
C.V.| 3.28574713
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r 0.998191295
r2  0.996385860
m 1.252057613

b 0.010366667

ANEXO 2

1,2
1
0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

y=1,2521x+0,0104

R?=0,9964

0

0,2

0,4

0,6

Concentracion (mg/mL)

0,8

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

H;: Existe una relacién lineal entre la concentraciéon del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

lineal entre la

Fuente SC g.l. cM F calculada Fcritica
P-value

Modelo | 1.2342400 1 | 1.234240000 3583.98 | 0.0000

Residual | 0.0044769 | 13 | 0.000344377

Total 1.2387200 | 14

Nely Garcia Gonzalez

- 105 -



ANEXO 2

ComoF calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto 0.0103667 0.0112371 0.922543 | 0.3731
Pendiente | 1.25206007i 0.0209142 | 59.866400 | 0.0000

Como t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

d) MICONAZOL BASE EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH = 5.0

CON BRI® 58 AL 2.5% p/v.

Nely Garcia Gonzalez

Con::gn/t:l-c fon Absorbancia | Abs/Conc
0.162 0.232| 1.43209877
0.162 0.229| 1.41358025
0.162 0.244 | 1.50617284
0.324 0.469| 1.44753086
0.324 0.468 | 1.44444444
0.324 0.473| 1.45987654
0.486 0.704 | 1.44855967
0.486 0.699 | 1.43827160
0.486 0.704| 1.44855967
0.648 0.934| 1.44135802
0.648 0.935| 1.44290123
0.648 0.930| 1.43518519
0.810 1.150| 1.41975309
0.810 1.150| 1.41975309
0.810 1.150| 1.41975309

Promedio | 1.44118656
d.e.| 0.02236464
C.V.| 1.55182160
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r 0.999835768
r? 0.999671560
m 1.415432099

b 0.010366667

1,4
1;2
1

0,8

0,6

Absorbancia

y=1,4154x+ 0,0102
R?=0,9997

0,4

0,2

0

0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion (mg/mL)

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva
absorbancia.

H;: Existe una relacidn lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva
absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la
concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

F critica
P-value
Modelo | 1.577350000 1 | 1.5773500000 39568.30 | 0.0000
Residual | 0.000518233 | 13 | 0.0000398641
Total 1.577870000 | 14

Fuente SC g.l. cM F calculada
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ANEXO 2

Como F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto | 0.0101667 0.00382320 2.65921 | 0.0197
Pendiente | 1.4154300 0.00711566 | 198.91800 | 0.0000

Como t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

e) NITRATO DE MICONAZOL EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

pH = 5.0 CON BRIJ® 58 AL 2.5% p/v.
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Con::gn/t:l-c fon Absorbancia | Abs/Conc
0.160 0.221| 1.38125000
0.160 0.214| 1.33750000
0.160 0.215| 1.34375000
0.320 0.426| 1.33125000
0.320 0.429| 1.34062500
0.320 0.433| 1.35312500
0.480 0.631| 1.31458330
0.480 0.640| 1.33333333
0.480 0.633| 1.31875000
0.640 0.840| 1.31250000
0.640 0.853| 1.33281250
0.640 0.842| 1.31562500
0.800 1.051| 1.31375000
0.800 1.056| 1.32000000
0.800 1.054| 1.31750000

Promedio | 1.33109028
d.e.| 0.01874590
C.V.| 1.40831182
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r  0.999910205
r2  0.99982042
m 1.306041667

b 0.008966667

ANEXO 2

1.2
1
0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

y=1,306x+ 0,009

R?=0,9998

0

0,2

0,4

0,6 0,8

Concentracion (mg/mL)

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

H;: Existe una relacién lineal entre la concentraciéon del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Fuente SC g.l. cM F calculada Fcritica
P-value

Modelo | 1.3100100 1| 1.3102500000 72253.53 | 0.0000

Residual | 0.0002357 | 13 | 0.0000181308

Total 1.3102500 | 14

Nely Garcia Gonzalez
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ANEXO 2

Como F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto | 0.00896667 0.00257836 3.47766 | 0.0041
Pendiente | 1.30604000 0.00485878 | 268.80000 | 0.0000

Como t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

f) MICONAZOL BASE EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH = 5.5

CON BRI® 58 AL 2.5% p/v.
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Con::gn/t:l-c fon Absorbancia | Abs/Conc
0.160 0.255| 1.59375000
0.160 0.251| 1.56875000
0.160 0.247 | 1.54375000
0.320 0.495| 1.54687500
0.320 0.484| 1.51250000
0.320 0.482| 1.50625000
0.480 0.732| 1.52500000
0.480 0.741| 1.54375000
0.480 0.723| 1.50625000
0.640 0.984| 1.53750000
0.640 0.986 | 1.54062500
0.640 0.946| 1.47812500
0.800 1.210| 1.51250000
0.800 1.215| 1.51875000
0.800 1.216| 1.52000000

Promedio | 1.53029167
d.e.| 0.02813181
C. V.| 1.83833004
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r  0.999606725
r2  0.9992136
m 1.506458333

b 0.008033333

1,4
1,2

1
0,8

0,6

Absorbancia

0,4 y=1,5065x+ 0,008

2 - ]
0,2 R<=0,9992

0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion (mg/mL)

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva
absorbancia.

H;: Existe una relacidn lineal entre la concentracién de miconazol base y su respectiva
absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la
concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

F critica
P-value
Modelo | 1.7429100 1| 1.742910000 16518.08 | 0.0000
Residual | 0.0013717 | 13 | 0.000105515
Total 1.3102500 | 14

Fuente SC g.l. cM F calculada
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ANEXO 2

ComoF calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion de miconazol base y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto | 0.00803333 0.00622005 1.29152 | 0.2190
Pendiente | 1.50646000 0.01172130 | 128.52300 | 0.0000

Como t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

g) NITRATO DE MICONAZOL EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

pH = 5.5 CON BRIJ® 58 AL 2.5% p/v.
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Con::gn/t:l-c fon Absorbancia | Abs/Conc
0.160 0.209| 1.30625000
0.160 0.204| 1.27500000
0.160 0.201| 1.25625000
0.320 0.405| 1.26562500
0.320 0.415| 1.29687500
0.320 0.412| 1.28750000
0.480 0.617| 1.28541667
0.480 0.622 | 1.29583333
0.480 0.616| 1.28333333
0.640 0.810| 1.26562500
0.640 0.811| 1.26718750
0.640 0.815| 1.27343750
0.800 1.027| 1.28375000
0.800 1.026| 1.28250000
0.800 1.026| 1.28250000

Promedio | 1.28047222
d.e.| 0.01350664
C.V.| 1.05481738

-112 -




r 0.999864855
r? 0.999729730
m 1.277916667

b 0.001000000

ANEXO 2

1,2
1
0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

y=1,2779x+ 0,001

R?=0,9997

0

0,2

0,4 0,6

0,8

Coonsentracion (mg/mL)

Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema.

Prueba de hipdtesis

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracién del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

H;: Existe una relacién lineal entre la concentraciéon del nitrato de miconazol y su

respectiva absorbancia.

Criterio de aceptacion

Si F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Si F calculada < F critica se acepta la H,, por lo tanto no existe una relacién lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Nely Garcia Gonzalez

Fuente SC g.l. cM F calculada Fcritica
P-value
Modelo | 1.254200000 1 | 1.2542000000 48086.65 | 0.0000
Residual | 0.000339067 | 13 | 0.0000260821
Total 1.254540000 | 14
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Como F calculada > F critica se rechaza la H,, por lo tanto existe una relacion lineal entre la

concentracion del nitrato de miconazol y su respectiva absorbancia.

Prueba del intercepto

H,: La ordenada al origen es igual a cero.

H;: La ordenada al origen es diferente de cero.

Criterio de aceptacidn

Si t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Si t calculada > t critica se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es diferente de cero.

Parametro | Estimacion | Error estandar | T calculada | T critica
Intercepto 0.00100 0.00309248 0.323365 | 0.7516
Pendiente 1.27792 0.00582761 | 219.287000 | 0.0000

Como t calculada < t critica no se rechaza H,, por lo tanto el intercepto es igual a cero.
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ANEXO 3

ANEXO Ill. PROPIEDADES LOS MATERIALES UTILIZADOS

MICONAZOL BASE
Polvo blanco cristalino.

1-[2-(2,4-Dichlorophenyl)-2-[(2,4-dichlorophenyl)methoxy]ethyl]-1-H-imidazole

C13H14C|4N20=416.1
N
(Y o
N

Cl
0] Cl
Cl
Propiedades
Punto de fusion: 82°C
Solubilidad: Significativamente poco soluble en agua y éter, soluble 1:40 etanol,

muy poco soluble en cloroformo. Soluble en la mayoria de
solventes organicos.

NITRATO DE MICONAZOL

Polvo blanco cristalino.

(Y a

N
Cl
o] Cl
cl + HNO:
Propiedades
Punto de fusion: 182 °C
Solubilidad: Significativamente poco soluble en agua y éter, soluble 1:40 etanol,

soluble en cloroformo. Soluble en la mayoria de solventes
organicos.
pK, 6.7.
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ANEXO 3

ACETATO FTALATO DE CELULOSA (CAP).

Es un polvo o granulado higroscépico blanco a grisaceo, sin sabor, de libre flujo de
energia, puede tener un ligero olor a acido acético.

Propiedades

Solubilidad: Insoluble en agua, alcoholes, hidrocarburos e hidrocarburos clorados. Soluble
en una serie de cetonas, esteres y éteres de alcoholes, éteres ciclicos y en determinados
solventes.Soluble en soluciones acuosas tamponadas pH 6.0

La siguiente tabla muestra algunos de los solventes y mezclas de solventes en la que el
CAP tiene una solubilidad de 10% w/w o mas.

Solventes Mezcla de solventes
Acetona Acetona: agua 97:3
diacetona Acetona: etanol 1:1
Dioxano Acetona: metanol 1:1

Acetato de metilo | Acetona: cloruro de metileno 1:3

Metiletilcetona Acetato de benceno: metanol 1:1

Viscosidad: Un 15% de solucidon en acetona con un contenido de humedad de 0.4% tiene
una viscosidad de 50-90 cps. [Arthur, H. y Kibbe, Ph. D., 1986].

ALCOHOL POLIVINILICO (PVAL).

El alcohol polivinilico es un polimero sintético hidrosoluble representado por la formula
(CZHAO)n-

| \
—iCHz-(I:H—
OH /»

El valor de n se encuentra entre 5000 y 5000, resultando en un peso molecular de 20 000
— 200 000 aproximadamente.

Propiedades

Punto de fusién: 228 °C hidrolizado
180 — 190 °C parcialmente hidrolizado
Solubilidad: Soluble en agua, ligeramente soluble en etanol (95%), insoluble

en solventes organicos.
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METIL ETIL CETONA (METHYL ETHYL KETONE)
Liquido incoloro, olor semejante a acetona.

Propiedades

Punto de fusién: -86.4 °C
Punto de ebullicién:  79.6 °C
Solubilidad: En agua 22.6% en peso.
Soluble en agua, alcohol y éter, miscible con aceites.
Viscosidad 0.40 centipoises (25°C).
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ANEXO 4

ANEXO 4

a) Resultados de la liberacion de miconazol base en NE's de CAP lote 2 (con 4.67%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH = 4.5.

Tiempo t2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 1.48227693 21.1015441 | -1.55582397 | 0.21101544
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 1.99564877 28.4098535 | -1.25843415 | 0.28409854
30 | 5.47722558 | 3.40119738 2.5798794 36.7269016 | 1.00166069 | 0.36726902
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 3.54751139 50.5020125 -0.683157 | 0.50502012
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 4.28794258 61.0427157 | -0.49359631 | 0.61042716
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 5.28600324 75.2510062 | -0.28434091 | 0.75251006

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 5.94731986 84.6654426 | -0.16646267 | 0.84665443
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 6.73440836 95.8703545 | -0.04217338 | 0.95870355
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 6.94943769 98.9314903 | -0.01074259 0.9893149
210 | 14.4913767 | 5.34710753 7.0244951 99.9999999 | -6.2452E-10 1
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 7.05086662 100.375422 | 0.00374719 | 1.00375422
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 6.97175205 99.2491553 | -0.00753678 | 0.99249155
360 18.973666 | 5.88610403 | 7.00420931 99.7112135 | -0.00289204 | 0.99711214

b) Resultados de la liberacion de miconazol base en NE's de CAP lote 3 (con 9.09%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH = 4.5.

Nely Garcia Gonzalez

Tiempo t 12 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 2.17199365 28.7376345 | -1.24696262 | 0.28737634
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 4.62062947 61.1355197 | -0.49207715 0.6113552
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 5.39148933 71.3347617 | -0.33778644 | 0.71334762
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 5.75054774 76.0854613 | -0.27331299 | 0.76085461
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 6.28812107 83.1980906 | -0.18394579 | 0.83198091
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 7.19083854 95.1419399 | -0.04980031 0.9514194

120 | 10.9544512 | 4.78749174 7.1948957 95.1956201 | -0.04923625 0.9519562
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 7.24763874 95.893463 | -0.04193237 | 0.95893463
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 7.55801127 99.9999999 | -6.6085E-10 1
210 | 14.4913767 | 5.34710753 7.5072968 99.3289972 | -0.00673264 | 0.99328997
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 7.41803934 98.1480323 | -0.01869331 | 0.98148032
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 7.47078239 98.8458752 | -0.01160837 | 0.98845875
360 18.973666 | 5.88610403 | 7.55801127 99.9999999 | -6.6085E-10 1
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c) Resultados de la liberacion de miconazol base en NE's de CAP lote 4 (con 13.0%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH = 4.5.

Tiempo t 2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 1.68513479 | 24.0102095 | -1.42669105 | 0.24010209
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 3.07079542 | 43.7534385 | -0.82659998 | 0.43753438
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 4.26765679 | 60.8066098 | -0.49747169 | 0.6080661
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 4.86203032 69.275388 | -0.36708049 | 0.69275388
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 5.96557707 84.99899 | -0.16253081 | 0.8499899
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 6.23334945 | 88.8142758 | -0.11862279 | 0.88814276
120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 6.18872072 | 88.1783948 | -0.12580821 | 0.88178395
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 6.24349234 | 88.9587942 | -0.11699691 | 0.88958794
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 6.83786587 | 97.4275725 | -0.02606093 | 0.97427572
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 7.01840936 100 | -2.2723E-11 1
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 6.96972347 | 99.3063117 | -0.00696106 | 0.99306312
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 7.00420931 | 99.7976742 | -0.00202531 | 0.99797674
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 6.98798068 | 99.5664448 | -0.00434498 | 0.99566445

d) Resultados de la

liberacion de nitrato de miconazol en NE’s de CAP lote 5 (con
4.76% nitrato de miconazol en las NE's) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH=4.5.

Tiempo t2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 2.02786195 | 47.9246493 | -0.73551658 | 0.47924649
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 3.38075496 | 79.8976952 | -0.22439955 | 0.79897695
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 3.90309514 | 92.2422091 | -0.08072873 | 0.92242209
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 4.2313548 100 | 2.3633E-05 1
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 4.21218635 | 99.5469903 | -0.00451676 | 0.9954699
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 4.35115759 102.83131 | 0.02794333 | 1.0283131

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 4.26969169 | 100.906019 | 0.00904303 | 1.00906019
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 4.28406803 | 101.245777 | 0.01240444 | 1.01245777
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 4.21458241 | 99.6036165 | -0.00394808 | 0.99603616
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 4.2313548 100 | 2.3633E-05 1
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 4.18582974 98.924102 | -0.01079364 | 0.98924102
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 4.15707707 | 98.2445874 | -0.01768639 | 0.98244587
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 4.20260213 | 99.3204854 | -0.0067947 | 0.99320485
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e) Resultados de la liberacion de nitrato de miconazol en NE's de CAP lote 6 (con
9.09% nitrato de miconazol en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH=4.5.

Tiempo t72 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 3.05816597 | 36.7716966 | -1.00044175 | 0.36771697
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 4.41824716 | 53.1254501 | -0.63251409 | 0.5312545
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 5.12268758 | 61.5957129 | -0.48457791 | 0.61595713
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 6.4524986 | 77.5854949 | -0.2537897 | 0.77585495
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 6.81909514 | 81.9934888 | -0.19853035 | 0.81993489
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 7.370188 | 88.6198849 | -0.12081392 | 0.88619885

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 7.61458569 | 91.5585475 | -0.08819155 | 0.91558548
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 8.01712308 | 96.3986977 | -0.03667749 | 0.96398698
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 8.271105 99.452602 | -0.00548902 | 0.99452602
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 8.31663007 100 | -4.4639E-10 1
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 8.19922333 | 98.5882895 | -0.0142177 | 0.98588289
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 7.85179523 | 94.4107789 | -0.05751494 | 0.94410779
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 8.03389547 | 96.6003706 | -0.03458761 | 0.96600371

f) Resultados de la

liberacion de nitrato de miconazol en NE’s de CAP lote 7 (con
13.0% nitrato de miconazol en las NE's) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH=4.5.

Tiempo t 12 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 3.58529827 43.5618007 | -0.83098955 | 0.43561801
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 6.17216006 74.9924793 | -0.28778235 | 0.74992479
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 7.44925784 90.5093694 | -0.09971681 | 0.90509369
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 8.03389547 97.6127862 | -0.02416169 | 0.97612786
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 8.12973771 98.7772808 | -0.01230256 | 0.98777281
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 8.23037205 100 5.7983E-10 1

120 | 10.9544512 | 4.78749174 8.1680746 99.2430786 | -0.00759801 | 0.99243079
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 8.20880755 99.7379888 | -0.00262355 | 0.99737989
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 8.26152078 100.378461 | 0.00377746 | 1.00378461
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 8.24235233 100.145562 | 0.00145456 | 1.00145562
240 | 15.4919334 | 5.48063892 8.1680746 99.2430786 | -0.00759801 | 0.99243079
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 8.13692588 98.8646179 | -0.01141877 | 0.98864618
360 18.973666 | 5.88610403 | 7.91888479 96.2153927 | -0.03858083 | 0.96215393
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g) Resultados de la liberacion de miconazol base en NE's de CAP lote 2 (con 4.67%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH =5.0.

Tiempo t 2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 2.20780638 | 43.3155451 | -0.83665861 | 0.43315545
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 4.5268862 | 88.8141936 | -0.11862371 | 0.88814194
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 4.69432623 | 92.0992445 | -0.08230345 | 0.92099245
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 4.88084172 | 95.7585418 | -0.04334035 | 0.95758542
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 4.96350199 | 97.3802758 | -0.0265465 | 0.97380276
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 5.09703012 | 99.9999999 | -6.8372E-10 1

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 4.91899261 | 96.5070344 | -0.03555429 | 0.96507034
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 4.9211121 | 96.5486173 | -0.0351235 | 0.96548617
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 4.96562148 | 97.4218587 | -0.02611958 | 0.97421859
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 5.01225035 98.336683 | -0.01677305 | 0.98336683
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 4.9952944 | 98.0040196 | -0.02016169 | 0.9800402
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 5.01436985 | 98.3782659 | -0.01635028 | 0.98378266
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 5.08007416 | 99.6673365 | -0.00333218 | 0.99667337

h) Resultados de la liberacién de miconazol base en NE's de CAP lote 3 (con 9.09%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH =5.0.
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Tiempo t2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 2.69529003 | 31.7612289 | -1.14691207 | 0.31761229
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 4.97833845 | 58.6646131 | -0.5333217 | 0.58664613
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 6.38780204 | 75.2736961 | -0.28402765 | 0.75273696
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 7.35641085 | 86.6877576 | -0.14284573 | 0.86687758
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 8.18301355 | 96.4284228 | -0.0363574 | 0.96428423
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 8.42675538 | 99.3006702 | -0.00700608 | 0.9930067

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 8.48610121 100 | 1.1784E-05 1
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 8.19361103 | 96.5533031 | -0.03506318 | 0.96553303
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 8.26991281 | 97.4524415 | -0.02579392 | 0.97452441
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 8.15334064 | 96.0787579 | -0.03999015 | 0.96078758
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 8.16181861 | 96.1786622 | -0.03895088 | 0.96178662
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 8.29110775 | 97.7022021 | -0.0232343 | 0.97702202
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 8.38860448 | 98.8511011 | -0.01154371 | 0.98851101
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i) Resultados de la liberacién de miconazol base en NE's de CAP lote 4 (con 13.0%
miconazol base en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a un pH =5.0.

Tiempo t 2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 1.5507632 | 23.5578214 | -1.4457123 | 0.23557821
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 3.23187529 | 49.0957876 | -0.71139695 | 0.49095788
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 4.18988663 | 63.6490476 | -0.45178582 | 0.63649048
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 5.41495423 | 82.2591898 | -0.19529507 | 0.8225919
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 5.67777151 86.251677 | -0.14790069 | 0.86251677
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 6.13770173 | 93.2385297 | -0.07000914 | 0.9323853
120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 6.33057569 | 96.1685002 | -0.03906832 | 0.961685
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 6.38780204 | 97.0378321 | -0.03006926 | 0.97037832
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 6.58279549 100 | 6.6708E-10 1
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 6.53828612 99.323853 | -0.00678443 | 0.99323853
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 6.55312258 | 99.5492354 | -0.00451784 | 0.99549235
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 6.51285219 | 98.9374833 | -0.01068202 | 0.98937483
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 6.57219802 | 99.8390127 | -0.00161117 | 0.99839013

j) Resultados de la

liberacion de nitrato de miconazol en NE’s de CAP lote 5 (con
4.76% nitrato de miconazol en las NE's) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH=5.0.

Tiempo t 2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 0.29784655 | 15.3931389 | -1.8712483 | 0.15393139
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 0.85747646 | 44.3156186 | -0.81383301 | 0.44315619
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 1.50768543 | 77.9193542 | -0.24949581 | 0.77919354
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 1.9349306 100 | 1.0473E-09 1
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 1.90277236 98.338016 | -0.0167595 | 0.98338016
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 1.84994097 | 95.6076136 | -0.04491773 | 0.95607614

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 1.86831711 | 96.5573188 | -0.03503338 | 0.96557319
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 1.89358429 | 97.8631634 | -0.02159997 | 0.97863163
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 1.8269708 94.420482 | -0.05741217 | 0.94420482
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 1.79710958 | 92.8772111 | -0.07389188 | 0.92877211
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 1.93263358 99.881287 | -0.00118784 | 0.99881287
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 1.92344552 | 99.4064344 | -0.00595334 | 0.99406434
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 2.37902058 122.95121 | 0.20661742 | 1.2295121
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k) Resultados de la liberacion de nitrato de miconazol en NE's de CAP lote 6 (con
9.09% nitrato de miconazol en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH =5.0.

Tiempo t 2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 0.09264635 2.1336247 | -3.84734792 | 0.02133625
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 1.25041952 | 28.7968823 | -1.24490306 | 0.28796882
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 1.98546498 | 45.7248152 | -0.78252903 | 0.45724815
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 2.66767905 | 61.4360529 | -0.48717334 | 0.61436053
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 2.91345987 | 67.0963304 | -0.39904083 | 0.6709633
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 3.94252352 | 90.7954365 | -0.09656116 | 0.90795436

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 4.34220449 100 | -2.7763E-10 1
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 4.28018503 | 98.5717056 | -0.01438593 | 0.98571706
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 4.22505662 | 97.3021107 | -0.0273495 | 0.97302111
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 4.10561173 | 94.5513216 | -0.05602741 | 0.94551322
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 4.0481863 | 93.2288268 | -0.07011321 | 0.93228827
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 3.97468176 | 91.5360335 | -0.08843748 | 0.91536034
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 3.66917849 | 84.5003614 | -0.16841437 | 0.84500361

[) Resultados de la

liberacién de nitrato de miconazol en NE’s de CAP lote 7 (con
13.0% nitrato de miconazol en las NE’s) aplicando el modelo de Peppas y Higuchi a

un pH =5.0.

Tiempo t2 Int Mt Mt/Ma * 100 | In (Mt/Ma) | Mt/Ma
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 1.47085659 | 22.5123342 | -1.49110684 | 0.22512334
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 3.54743658 | 54.2956252 | -0.61072653 | 0.54295625
30 | 5.47722558 | 3.40119738 | 4.75107353 72.718004 | -0.31858118 | 0.72718004
45 | 6.70820393 | 3.80666249 | 5.70203859 | 87.2730895 | -0.13612802 | 0.87273089
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 5.90187908 | 90.3317669 | -0.10168099 | 0.90331767
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 6.53355877 100 | 1.8595E-10 1

120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 6.3888467 | 97.7850957 | -0.02239802 | 0.97785096
150 | 12.2474487 | 5.01063529 | 6.46005423 | 98.8749693 | -0.01131407 | 0.98874969
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 6.42330195 | 98.3124539 | -0.01701947 | 0.98312454
210 | 14.4913767 | 5.34710753 | 6.34979741 | 97.1874231 | -0.02852887 | 0.97187423
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 6.31993618 | 96.7303794 | -0.03324267 | 0.96730379
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 6.11090763 | 93.5310731 | -0.06687647 | 0.93531073
360 | 18.973666 | 5.88610403 | 6.20508533 | 94.9725188 | -0.05158261 | 0.94972519
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