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1. INTRODUCCION

El desarrollo de los sistemas de liberacion controlada (SLC) surge como una alternativa de las
formas de dosificacién convencionales, que presentan limitaciones para determinados farmacos
gue tienen una vida media biol6gica reducida y que requieren de una administracion repetida a
pequefios intervalos de tiempo, lo cual puede ser un gran inconveniente para el paciente, asi
como la causa de grandes fluctuaciones en los niveles de farmaco a nivel plasmético. Algunas
formas de dosificacion convencionales, tales como las tabletas o las inyecciones por via
intravenosas suministran una dosis de farmaco tan alta que en algunas ocasiones pueden causar
reacciones adversas, y asi mismo ser imprevisibles e ineficaces, ya que a menudo es necesaria
la administracién de una alta dosis de farmaco para asegurar que la cantidad de farmaco llega
al sitio de accion, y en la cantidad adecuada. Debido a que el efecto terapéutico no solo se
logra por la cantidad de farmaco que llega al sitio de accion, sino también por el tiempo que
logra mantenerse dicho farmaco en el cuerpo en las concentraciones necesarias, estos SLC
incrementan la duracion del proceso de liberacion del farmaco, logrando no solo la liberacion

controlada, sino prolongada. (Edlund y Albertsson 2002)

La propuesta de liberacion controlada como una disciplina distinta en el area farmacéutica data
de finales de la década de los 60°s cuando nuevas tecnologias fueron exploradas. Los pioneros
en SLC fueron los comprimidos orales, capsulas y en algunos casos los transdérmicos. En la
década de los 70°s se introduce un nuevo concepto, los denominados sistemas terapéuticos que
definen aquellos dispositivos que optimizan la terapia incorporando un sistema de ingenieria
avanzada. (Barratt 2003)

El interés de la liberacién de farmacos a través de acarreadores se ha incrementado
considerablemente durante los Ultimos afos. Las razones son obvias, si el acarreador tiene el
potencial para dirigir al farmaco a su sitio de accion, un efecto farmacoldgico éptimo podria

obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos del farmaco podrian disminuir.

La ciencia farmacoldgica actual encamina sus estudios hacia la busqueda de un vehiculo capaz
de transportar el farmaco hasta su lugar de accidn, a fin de evitar, en lo posible, sus efectos
adversos. De acuerdo con este criterio, en los Gltimos afios se han desarrollado nuevos sistemas

de administracion de farmacos, como lo son los liposomas, las nanoparticulas y las




microparticulas, entre otros, siendo portadores coloidales particulares que se usan como

sistemas de liberacion. (Ramos, y otros 2007)

Los sistemas de transporte a base de materiales s6lidos poliméricos en forma de nanoparticulas
y microparticulas presentan mayores ventajas que los liposomas en cuanto a estabilidad y
reproducibilidad, en un intento de favorecer la penetracion de los farmacos en zonas corporales
de dificil acceso (barreras histicas, neoplasias, etc.). Por un lado deben evitarse
concentraciones excesivas que provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales

Yy por otro, concentraciones insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto terapéutico.

Lo que se pretende con el siguiente trabajo es dar una visién de algunos de los métodos de
preparacion de nanoparticulas, su caracterizacién, asi como su aplicacion terapéutica, con el
fin de que sirva de apoyo para aquellos que se inician en este campo 0 que desean conocer un

poco mas sobre la preparacion de las nanoparticulas.




2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Elaborar un documento de referencia para la preparacion, caracterizacion y usos de
nanoparticulas farmacéuticas, mediante la revision bibliohemerogréfica, el cual pueda
servir de apoyo didactico a los alumnos de las licenciaturas de Quimico Farmacéutico

Bidlogo y de Farmacia

OBJETIVOS PARTICULARES

e Recopilar informacion bibliohemerogréfica sobre la elaboracién de nanoparticulas
realizando una seleccion de diferentes fuentes, la cual nos permita demostrar la

importancia de la aplicacion de las nanoparticulas en la industria farmacéutica

e Mencionar algunos de los materiales mas utilizados en la preparacion de
nanoparticulas de acuerdo a los diferentes métodos de preparacion para ejemplificar la

importancia del conocimiento de éstos para un empleo adecuado

e Ordenar y esquematizar la informacion de acuerdo a los diferentes métodos de
preparacion para que pueda ser utilizada como un documento de referencia para

técnicos, industriales y docentes.




3. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Se llevo a cabo una investigacion biblio-hemerogréfica y electronica sobre los métodos mas

empleados para la obtencion de nanoparticulas con aplicacion farmacéutica.

Con la informacion recopilada se realiz6 un analisis de las fuentes consultadas y se
seleccionaron los articulos y los libros que contenian la informacion que se considero

conveniente para satisfacer las necesidades del presente trabajo,

Se procurd que las fuentes consultadas estuvieran en un rango de entre 2000-2008, ya que
como es un tema de actualidad las fuentes de informacion se siguen renovando
constantemente, sin embargo se consideraron algunos textos que por su relevancia aun cuando
fueron publicados antes del rango mencionado sirvieron de gran soporte para la realizacion de

esta compilacion de métodos de preparacion de nanoparticulas.




4. ANTECEDENTES

4.1. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

A partir de los 90°s y hasta la fecha se ha vivido un gran auge en la investigacion de los
sistemas de liberacion controlada, obteniendo sistemas inteligentes que han revolucionado el

area farmacéutica.

Los sistemas de liberacion controlada abarcan una amplia gama de técnicas, desde aerosoles
hasta capsulas de alta tecnologia que liberan su carga en un sitio especifico del cuerpo.

Los SLC pueden clasificarse en tres grandes grupos (Melgoza, Rodriguez y Gonzalez 2002):

a) Sistemas de liberacion continua o sostenida
b) Sistemas de liberacién prolongada

c) Sistemas de liberacion repetida o diferida

Otra forma de lograr que el farmaco llegue a su sitio de accion es usando acarreadores que

lleven el farmaco al lugar de accién en la dosis y tiempo deseados.

Los sistemas acarreadores presentan algunas ventajas, ya que el organismo esta protegido de la
posible toxicidad de los activos, mientras que estos a su vez son protegidos de la accion del
organismo, del medio ambiente y al mismo tiempo mantiene la velocidad de liberacién. Los
materiales mas utilizadas para estos sistemas deben ser biodegradables, y dentro de ellos
destacan las ciclodextrinas, fosfolipidos, esteroles, diferentes tipos de tensoactivos y polimeros
naturales (albumina, gelatina, colageno) o sintéticos (poli anhidridos, poli e-caprolactona,

polilactico-glicélico, poliortoésteres, etc.). (Ivonne 2007)

Para conseguir sistemas altamente eficientes se necesita que:

- Lasuperficie sea hidrofilica
- Lasuperficie no sea activante
- Laadsorcion de componentes del suero sea baja

- El tamafio de la particula no importa si la superficie es la adecuada




Su éxito en la terapéutica depende de la capacidad para mantenerse en la circulaciéon y su
capacidad para alcanzar el tejido blanco.

Los acarreadores mas utilizados se pueden clasificar en tres grupos:
a) Moleculares
b) Celulares
¢) Coloidales

4.1.1. SISTEMAS MOLECULARES

4.1.1.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos naturales no reductores,
constituidos por 6, 7, u 8 unidades de D (+)-glucopiranosa unidas por enlaces o (1— 4)
glicosidicos, que se denominan o -, B - y v -ciclodextrina, respectivamente. Las ciclodextrinas

presentan una forma tridimensional de cono anular truncado. (Thorsteinn-Loftsson 2004)
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Figura 1 a) Dimensiones de las ciclodextrinas, b) estructura ciclica (Szejtli 1998).

Los grupos hidroxilo primarios enlazados al carbono 6 de cada unidad glucopiranésica quedan
orientados hacia el borde méas estrecho del cono, mientras que los hidroxilos secundarios
situados en los carbonos 2 y 3 quedan, por consiguiente, dirigidos hacia el borde mas ancho del
cono anular. Asi, todos los grupos hidrofilicos se ubican alrededor de las aberturas de la
cavidad y orientados hacia afuera. De esta forma, la ciclodextrina presenta un revestimiento
externo de naturaleza altamente hidrofilica. Los atomos de hidrogeno metilicos de los carbonos
3y 5, asi como los pares electronicos de los enlaces glicosidicos quedan orientados hacia el
interior de la cavidad, dandole un caracter marcadamente hidrofobico y apolar. (Szejtli 1998)
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CARA CE LOS GRUPOS
HIDRCHILO PRIMARIOS

Figura 2 Ubicacion de los diferentes grupos funcionales en la molécula de ciclodextrinas (Szejtli 1998).




41.1.2. Dendrimeros

Los dendrimeros son macromoléculas ampliamente ramificadas, con muchos brazos manando
del centro. Los dendrimeros han mostrado ser de gran utilidad en el campo terapéutico, sobre
todo para el desarrollo de vacunas, antivirales, antibacterianos y anticancerigenos.

Inicialmente los dendrimeros se estudiaron como acarreadores de farmacos usandolos como
micelas convencionales unimoleculares (nucleo hidrofébico y periferia hidrofilica) solubles en
agua, micelas inversas unimoleculares (nucleo hidrofilico y periferia hidrofobica) y cajas
dendriticas para la encapsulacion no covalente de farmacos. Por lo tanto los dendrimeros
pueden ser utilizados como acarreadores de dos maneras: (Guillies-JIMJF 2005) (Namazi-MA
2005)

a) las moléculas de farmaco pueden estar atrapadas fisicamente dentro de la estructura
dendritica.
b) Las moléculas de farmaco pueden estar unidas covalentemente en la superficie o en

otros sitios del dendrimero, formando conjugados farmaco-dendrimero.

Actualmente se usan dendrimeros PAMAM (poliamidoamina), poli (propilenamina) con
diaminobutano (DAB) o diaminoeteno (DAE), como nucleo y POE (poli oxido de etileno)
como injertado con carbosilano (Csi-PEO) para su estudio sistémico in vitro. (Gonzalo y

Mufioz-Fernandez s.f.)




4.1.1.3.

La conjugacion de un farmaco con un anticuerpo hace posible la liberacion de un farmaco en
un sitio especifico, incrementando su efectividad terapéutica. Por lo tanto esta liberacion
dirigida logra reducir las dosis de farmaco administrada, y con ello su toxicidad. Varios
estudios han demostrado que los conjugados de acarreadores coloidales con anticuerpos

pueden reconocer tejidos especificos, logrando una liberacion dirigida y con ello un
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Figura 3 Dendrimero PAMAM (Gonzalo y Mufioz-Fernandez s.f.)

Anticuerpos

incremento en la eficiencia de estos acarreadores.

En la eleccion de los anticuerpos se desea que sea altamente especifico y posea gran afinidad
para unirse con las células correspondientes. En la eleccion del farmaco, éste debe tener un
grupo funcional al cual se pueda unir el anticuerpo, sin pérdida de la actividad farmacologica.
Para conseguir la conjugacion entre farmaco y anticuerpo normalmente se utiliza una molécula

de union. Entre las mas utilizadas estan el dextrano y el acido poliglutdmico. (McCarron, y

otros s.f.)




4.1.2.SISTEMAS CELULARES

Dentro de los sistemas celulares se encuentran los Eritrocitos: Los eritrocitos forman parte de
los vectores para diferentes sustancias bioactivas, incluyendo farmacos y proteinas. Desde una
perspectiva terapéutica, los eritrocitos han sido empleados con dos objetivos principales:
(Gutierrez-Millan y Zarzuelo-Castafieda 2004)

1. Actuar como reservorios de farmacos, liberdndolo de forma sostenida dentro del cuerpo,
con lo que se logra modificar la posologia del farmaco, asi como los intervalos de
dosificacion.

2. Dirigir el farmaco especificamente al sistema fagocitario mononuclear para que lleguen al
higado, bazo y médula dsea, que son los sitios donde se lleva a cabo la destruccién de los

eritrocitos.

4.1.3.SISTEMAS COLOIDALES

Por su parte los sistemas coloidales son utilizados para incrementar la disponibilidad del
farmaco asi como su indice terapéutico, mejorar su estabilidad quimica, controlar la velocidad
de liberacion o cambiar la velocidad de deposicién del farmaco, marcar al farmaco para una

liberacion dirigida y disminuir el reconocimiento por el sistema inmune. (Boylan James 2002)

Dentro de los sistemas coloidales mas investigados se encuentran las nanoparticulas, micro y

nanoemulsiones, liposomas y los conjugados de polimeros-farmaco.

La existencia de estos sistemas coloidales ha sido de gran importancia debido a su gran
impacto en el &rea farmacéutica y al uso que se les ha dado para conseguir los efectos
deseados. Por supuesto, se deben considerar otros aspectos para que dichos sistemas cumplan

su objetivo:

- La cantidad de fa&rmaco que puede ser encapsulada,
- Laposibilidad de marcar el farmaco de intereés,
- EIl destino del sistema in vivo (interaccion con el medio bioldgico, velocidad de

degradacion, acumulacién en tejidos)
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- Toxicidad aguda y crénica
- Produccién a gran escala
- Caracteristicas fisicas y quimicas que le confieren estabilidad al farmaco

- Costos de produccién

Existen diversas caracteristicas para las cuales se pueden clasificar a los sistemas coloidales.
Algunos de estos sistemas pueden ser clasificados de acuerdo a su forma fisica o a sus
propiedades funcionales.

Una de las propuestas para su clasificacion ha sido la de llamarlos sistemas coloidales de
primera, segunda y tercera generacion: (Ivonne 2007)

- Los llamados sistemas de la primera generacién son capaces de ir liberando la sustancia
activa especificamente en el sitio blanco, pero no son considerados como vectores

porque ellos tienen que ser implantados en el sitio de accion.

- Los sistemas de la segunda generacion son acarreadores y tienen un tamafio de particula
menor a 1um. Ellos son capaces no solo de liberar la sustancia activa en el sitio blanco,
también pueden llevarlo por una ruta general después de su administraciéon. Este grupo
incluye a los llamados acarreadores coloidales pasivos, tales como los liposomas,
nanocapsulas y nanoesferas. Sin embargo, después de la administraciéon la mayoria de
los acarreadores coloidales son rapidamente eliminados de la circulacién por las células
fagociticas del higado y del bazo. Esto limita su potencial para liberar su contenido en

sitios especificos.

- Los sistemas que forman la tercera generacion también son acarreadores, y son capaces
de reconocer el sitio blanco. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pertenecen a
este grupo, asi como también los liposomas, nanocépulas y nanoesferas recubiertas con
estos anticuerpos especificos u otros ligantes. Por supuesto, el acarreador coloidal es

mucho mas eficiente si es estable.
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Otra forma de clasificar a los sistemas coloidales de liberacién controlada puede ser la
siguiente: acarreadores particulados (capsulares, monoliticos o celulares) y acarreadores
solubles o moleculares (conjugados de macromoléculas y farmaco)

Dentro de los sistemas acarreadores particulados se encuentran los liposomas, microesferas,
nanoparticulas, microemulsiones, y eritrocitos. Las particulas acarreadoras mas biocompatibles
son las células del mismo paciente, tales como eritrocitos o linfocitos, los cuales son cargados
ex vivo por electroporacion o procesos osmaticos. Las desventajas de estos acarreadores son

los procedimientos tan complejos que se llevan a cabo en su preparacion.

Los sistemas moleculares incluyen polimeros solubles en los cuales las moléculas del farmaco
se han unido covalentemente, conjugados de farmaco y anticuerpos como las inmunotoxinas y
conjugados de farmacos con otras macromoléculas (ciclodextrinas y dendrimeros). Aunque los
acarreadores moleculares permiten una extensa distribucién del farmaco incorporado, una
limitante para su uso es la pequefia carga de farmaco que puede estar llevando cada molécula,
contrario a los acarreadores particulados, que pueden llevar un gran numero de moléculas de

farmaco en cada entidad. (Barratt 2003)

41.3.1. Microemulsiones

El término microemulsion fue introducido en 1940 por Hoar y Schulman, quienes generaron
un sistema transparente a partir de la titulacion de una emulsion con hexanol. El término
microemulsidn algunas veces es restringido para los sistemas en los cuales las gotas estan tan
pequefias que las propiedades fisicas de las dispersiones en una fase oleosa 0 acuosa son

indistinguibles de las que corresponden a cada una de las fases.

La transparencia de las microemulsiones se debe a los diametros tan pequefios de las gotas,
normalmente menores a 140nm, las cuéles son muy pequefias comparadas con las gotas de las
emulsiones normales (1 - 10um).

La definicion propuesta por Danielsson y Lindman considera una microemulsién como
“sistemas que consisten de agua, solvente organico y anfifilico(s) que constituyen una solucion

liquida monofasica Opticamente isotropica y termodinamicamente estable”
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Una diferencia esencial entre una microemulsion y una emulsion es que la microemulsion se
forma espontaneamente y, a diferencia de la emulsion, no requiere de un trabajo mecéanico para

su formacion.

Una simple representacion de la estructura de las microemulsiones es el modelo de gota donde
las gotas de la microemulsion son rodeadas por una capa interfacial que consiste de ambas

moléculas de un tensoactivo y un cotensoactivo: (J. Kreuter 2002) (Lawrence 2000)

Figura4 Representacion esquematica de la estructura de una microemulsion. (a) Gotas de microemulsion agua en aceite;
(b) gotas de microemulsion aceite en agua; (c) estructura bicontinua irregular. (1= aceite, 2 = agua) (J. Kreuter 2002)

Las ventajas farmacéuticas que proporcionan las microemulsiones son:
 Proteccion del farmaco solubilizado en la fase dispersa
» Aumento de la biodisponibilidad
 Solubilizacion asegurada

« Absorcion por endocitosis, micelacion o capilar linfatico

13



4.1.3.2. Liposomas

Los liposomas son estructuras altamente versatiles con grandes aplicaciones terapéuticas y
analiticas. Estdn compuestos por una bicapa lipidica, donde las cadenas hidrofébicas de los
lipidos forman la bicapa y sus cabezas polares estan orientadas tanto hacia la parte
extravesicular como hacia la cavidad interna. Estas estructuras son similares a las células, y
pueden ser utilizados para acarrear moléculas de DNA, proteinas y farmacos. Los liposomas
utilizados para el area farmacéutica consisten en un esqueleto de fosfolipidos y un tamafio
menor a 100nm. (Edwards 2006)

Los liposomas pueden ser clasificados en base a sus propiedades estructurales o en base al
método de preparacién usado. Estos dos modos de clasificacion son, en principio,
independientes uno del otro. En la siguiente tabla se muestran las diferentes vesiculas con sus

siglas de uso regular, (J. Kreuter 2002)

Tablal Clasificacion de liposomas

A. En base a los parametros estructurales

MLV Grandes vesicular multilamelares, > 0.5um

oLV Vesiculas oligolamelares, 0.1-1um

us Vesiculas unilamelares (todos los tamafios)

SUvV Pequefias vesiculas unilamelares, 20-100mm

MUV Vesiculas unilamelares de tamafio medio

LUV Grandes vesiculas unilamelares, > 100mm

GUV Vesiculas unilamelares gigantes (vesiculas con diametros > 1um)
MVV Vesiculas multivesiculares (usualmente grandes > 1um)

B. En base al Método de preparacion del liposoma

REV Vesiculas simples u oligolamelares hechas por
método de evaporacion en fase inversa

MLV-REV  Vesiculas multilamelares hechas por el método de
evaporacion en fase inversa

SPLV Vesiculas plurilamelares estables

FATMLV MLV congeladas y descongeladas

VET Vesiculas preparadas por métodos de exclusion
FPV Vesiculas preparadas por compresion francesa
FUV Vesiculas preparadas por fusion

DRV Vesiculas deshidratadas-rehidratadas

BSV Bubblesomas

Clasificacion de liposomas de acuerdo a sus siglas en ingles. (J. Kreuter 2002)
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La siguiente figura muestra una representacion esquematica de los principales tipos de

liposomas:
O Q
sSUW LUw MLV MV

©

oLV MLWV: MLV-REWV, SPLV

Figura 5 Morfologia de las diferentes estructuras de liposomas. SUV = Pequefias vesiculas unilamelares. LUV = Grandes
vesiculas unilamelares. MLV (clésica) = Vesiculas multilamelares. MVV = Vesiculas multivesiculares. OLV = Vesiculas
oligolamelares. MLV (MLV-REV, SPLV) = Vesiculas multilamelares no clésicas. (J. Kreuter 2002)

Las aplicaciones terapéuticas de los liposomas son:
1) Generar nuevos sistemas de liberacion que sean estables, que permanezcan por largo
tiempo en circulacion, y formen complejos de DNA-liposomas cationicos.
2) Liposomas para liberacion topica, ocular, dérmica, pulmonar, parenteral, oral, etc.
(Ivonne 2007)

4.1.3.3. Nanoparticulas

Las nanoparticulas han sido usadas como potenciales sistemas de liberacion de farmacos
debido a su capacidad de solubilizar compuestos hidrofébicos, mejorando su biodisponibilidad
y protegiéndolos de la degradacién biologica, fisica o quimica; ademas de poder ser dirigidas
alrededor de un drgano en particular y, debido a su tamafo, atravesar barreras bioldgicas.
(Date, Joshi y Patravale 2007)

Las caracteristicas, asi como sus propiedades se describen en el siguiente capitulo.
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4.2. FUNDAMENTOS DE VELOCIDAD DE LIBERACION CONTROLADA DE
FARMACOS.

El término “liberacion controlada” tiene un sentido que va mas alla del ambito de la accion de
mantener el farmaco. Esto también implica una predictividad y reproducibilidad en la cinética
de liberacidn del farmaco, el cual quiere decir que la liberacidn del farmaco por un sistema de
liberacion controlada se desarrolla a una velocidad que solo es predecible cinéticamente, pero

es reproducible de una unidad a otra.

Dependiendo de la sofisticacion de la tecnologia en uso, los sistemas de entrega de farmaco de

liberacion controlada pueden ser clasificados en las siguientes tres categorias:

1. Sistemas de liberacién de farmaco de velocidad preprogramada
2. Sistemas de liberacién de farmaco de activacion modulada
3. Sistemas de liberacion de farmaco de reaccion regulada

Estas tres categorias de sistemas de liberacion de farmaco (Figura 6) consisten de las siguientes

caracteristicas estructurales comunes:

1. Compartimiento reservorio de farmaco
2. Elemento de velocidad controlada
3. Fuente de energia
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1) DDS de velocidad preprogramada

Superficie de velocidad

) controlada
leservorio de
firmaco

2} DDS de activacion modulada

Superficie de velocidad

. controlada
Lezervorio de

farmaco

Firmaco

3) DDS de reaccion regulada

Superficie de velocidad
Reserverio de controlada
firmaco

Sensor de energia Farmaco

Lespuesta bioquimica

Figura 6 Clases de sistemas de liberacion controlada de farmaco (Chien 1992)

Los sistemas de liberacién de farmaco de velocidad preprogramada pueden verse como la
primera generacién de los sistemas de entrega de farmaco de liberacién controlada (DDS por
sus siglas en inglés, Drug Delivery Systems), proporcionando las bases tecnoldgicas para el
posterior desarrollo de los sistemas de liberacion de farmaco de activacién modulada, que son
la segunda generacion de DDS, y de los sistemas de liberacion de farmaco de reaccion
controlada, que son la tercera generacion de los DDS. Por lo tanto el analisis de los
mecanismos y fundamentos involucrados en los sistemas de liberacion controlada de farmacos
por los sistemas de liberacion por velocidad preprogramada nos ayudardn a obtener un
entendimiento bésico de los principios cientificos y tecnoldgicos fundamentales detras de los
distintos tipos de DDS, y en sentar las bases para el desarrollo de los sistemas de liberacién por

activacion modulada y reaccion modulada. (Chien 1992) (Rodriguez-Crespo 2002)
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Esencialmente, los sistemas de liberacion controlada de velocidad preprogramada estan
constituidos por los siguientes dos tipos de sistemas de liberacion controlada.

A. Sistemas de liberacion por permeacién controlada de membrana polimérica.

En estos tipos de liberacion controlada el compartimiento reservorio de farmaco es
encapsulado dentro de una membrana polimérica, el cual actia como un elemento de velocidad
controlada, y la liberacion del farmaco es controlada por esta permeacion a través de una

membrana de velocidad controlada (Figura 7).

(a) Esfera Recubrimiento (c) Lamina
<" polimérico
o Reservorio de
farmaco
(b) Cilindro Poro l
-4 —4{-#= Liberacién de Farmaco -4 —— Dx A ][31::;;::2&3}:}1&
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Figura 7 Liberacion controlada de moléculas de farmaco desde un dispositivo de entrega de farmaco de membrana tipo
reservorio de permeacion controlada de varias formas en donde el farmaco es contenido en un compartimiento reservorio
encerrado por una membrana polimérica. Donde Cg, es la concentracion de farmaco en el compartimiento reservorio de
farmaco; Cp, es la solubilidad del farmaco en la fase polimérica; C,,, es la concentracion del farmaco en la interface
polimero/solucion; C, es la concentracion de farmaco en la interface solucion/polimero; Cy, es la concentracion del farmaco
en la mayor parte de la solucidn de elucion; hy,, es el espesor de la pared de la membrana; y hg, es el espesor de la capa de
difusién hidrodinamica. (Chien 1992)
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B. Sistemas de liberacion por difusién controlada de matrices poliméricas.

En este tipo de sistemas de liberacion controlada el reservorio de farmaco es dispersado
homogéneamente a través de una matriz polimérica, la cual actia como un elemento de
velocidad controlada, y la liberacién del farmaco es controlada por esta difusion a través de
una matriz polimérica de velocidad controlada (Figura 8) (Chien 1992).

(a) Matriz sin hinchar de Polimero (b) Matriz hinchada de Polimero
Lipofilico Hidrofilico
_t - Feservorio de farmaco
S (Dispersion)
- o Liberacion de iy
e Farmaco
T J5)
¥
QL Z " Ji
- ZLona de Deplecion RV - Capa de Gel
- de Farmaco
=24
—i—é )j— = Liberacion de _4 -
- Farmaco :
L
¥
(< Fetroceso de frontera
Feservorio de farmaco | Zona de Deplecion
= Y i
K E— =
@fo’/l ¥ - Capa de Difusién
Lo /f'; -~
-'r //4/,"’ iy
A Matriz |« | \ Medio de elucion
Cg :rj;//ffa - r\.. ‘\
-
/::Z/ - i T Hundimiento perfecto
!"_| -Fh—-i
E £
he + dhp

Figura 8 Liberacion controlada de moléculas de farmaco desde un dispositivo de entrega de farmaco de matriz polimérica
tipo dispersion por difusién controlada, en donde el farmaco sélido es dispersado homogéneamente en la matriz polimérica.
Donde A, es la cantidad inicial de farmaco sélido impregnado en una unidad de volumen de la matriz polimérica; Cg, es la
concentracion de reservorio o la concentracion saturada del farmaco en la fase polimérica; D, es la difusividad del farmaco en
la matriz polimérica; h, y hg, son el espesor de la zona de deplecion del farmaco en la matriz y de la capa de difusion
hidrodinamica en la superficie inmediata del dispositivo, respectivamente; y d(h,), la diferencia de espesores en la zona
deformada seguida de la liberacién de mas farmacos sélidos. (Chien 1992)
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S. NANOPARTICULAS

5.1. DEFINICION

Las nanoparticulas con propdésitos farmacéuticos son definidas por Kreuter en 1983 y esta
definicion fue adoptada por la Enciclopedia de Tecnologia Farmacéutica la cual nos dice que
éstas son particulas coloidales que se encuentran en un rango de tamafio de 1 hasta 1000nm
(1um), las cuales consisten de materiales macromoleculares y pueden ser usadas
terapéuticamente como acarreadores de farmacos, en las cuales el activo (farmaco o material
biolégicamente activo) esta disuelto, entrampado, encapsulado, adsorbido o enlazado en la

matriz de la nanoparticula. (J. Kreuter 2007)

Como sistemas nanomeétricos que son, permiten que el farmaco que llevan asociado pueda
atravesar las diferentes barreras biol6gicas del organismo lo cual no se podria realizar con los
sistemas convencionales de liberacion ya que en éstos son fundamentalmente las propiedades

fisicoguimicas las que condicionan su absorcién y biodistribucion. (Vila Jato 2006)

Células

Microorganismos

Atomos Moléculas Nanosistemas Virus

. & P

Figural Los sistemas nanoscopicos son mayores que las moléculas tipicas y algunos mas pequefios que los virus. En
tamafio son similares a muchas proteinas lo que constituye una de las razones por las que pueden interaccionar en el interior
de las células. (Vila Jato 2006)
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Los métodos de preparacion de nanoparticulas son actualmente muy numerosos pudiendo
agruparlos en aquellos en los que se realiza una polimerizacion a partir de monémeros o bien
aquellos que parten del polimero. La eleccion del método de preparacion depende de las
caracteristicas del material formador del sistema y de las caracteristicas de solubilidad del
principio activo que se desea incorporar. Las propiedades del material en aspectos como la
biocompatibilidad, caracteristicas de degradacion, caracteristicas de liberacion deseadas para el
principio activo son fundamentales a la hora de definir el tipo de aplicacion biomédica. De
éstas consideraciones es evidente que la formulacion y método de preparacién a utilizar

requiera una definicion inicial precisa de las necesidades y objetivos que se desean alcanzar.

Ademas de las nanoparticulas poliméricas, destacan las formadas a partir de lipidos sélidos,
conocidas como SLN (nanoparticulas sélidas lipidicas). En las cuales se han conjuntado las
ventajas de las particulas s6lidas con las de las emulsiones y la de los liposomas. Las SLN se
han generado simplemente intercambiando el lipido liquido de las emulsiones por un lipido
solido, lo que significa que las SLN son sélidas a temperatura ambiente asi como a la
temperatura del cuerpo. Las ventajas de la utilizacion de las nanoparticulas lipidicas como
transportadores incluyen la utilizacion de lipidos fisiolégicamente aceptables para su
preparacion, la posibilidad de evitar el uso de solventes organicos en su preparacion y un
espectro de utilizacién alto ya que se utilizan para la administracion sobre la piel, por via oral y

por via intravenosa (Villafuerte y Garcia 2008).

Tensoactivos

N

Lipidos

Farmacos

Figura 2 Representacion esquematica de una nanoparticula sélida lipidica (SLN) (Villafuerte y Garcia 2008)
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Las ventajas de usar nanoparticulas como sistemas de liberacion son.

a) El tamafio de particula y las caracteristicas de la superficie son facilmente
manipulables.

b) EIl control sobre la liberacion del farmaco durante la transportacion hasta
llegar al sitio especifico de accidn, logrando una mayor eficacia del farmaco
y la reduccidn de los efectos adversos.

c) La liberacion controlada y las caracteristicas de degradacion de las particulas
pueden ser modificadas por cambios en los constituyentes de la matriz.

d) La localizacion en un sitio especifico puede ser alterada mediante la union
de ligandos en la superficie de las particulas o usando guias magnéticas.

e) El sistema puede ser usado para varias rutas de administracion incluyendo
oral, nasal, parenteral, intraocular, etc.

f) La posibilidad de solubilizar activos hidrofébicos.

5.2. CLASIFICACION DE NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas pueden ser clasificadas en dos familias, nanoesferas y nanocépsulas:

- Las nanocépsulas son sistemas vesiculares en los cuales el farmaco estd contenido en
una cavidad oleosa 0 acuosa, la cual esta rodeada de una membrana polimérica. Estas
pertenecen a los llamados sistemas no convencionales. Cumplen con dos objetivos

fundamentales, liberacion temporal y ubicacién espacial.

- Las nanoesferas son sistemas coloidales solidos formados por una densa matriz
polimérica (biodegradable o no) en la que un activo puede ser dispersado, adsorbido o

unido quimicamente.
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Figura 3 Representacion esquematica de las NE y NC (Brigger, Dubernet y Couvreur 2002)

El principal desafio en la preparacion de nanoparticulas es la eleccién de la propia estructura
que se propondra al final para la liberacion del farmaco, la biocompatibilidad del polimero, las
propiedades fisicoquimicas del farmaco, y el propésito terapéutico. (Anton, Benoit y Saulnier
2008) (Boylan James 2002)

El tamafio de las nanoparticulas permite que sean administrados en inyecciones intravenosas a
diferencia de muchos otros sistemas coloidales que ocluyen las agujas y los capilares. Los
materiales que se usan en la preparacion de las nanoparticulas son esterilizables, atdxicos y
biodegradables, por ejemplo, la albimina, etilcelulosa, caseina y gelatina, por lo general se
preparan con un proceso similar al método de coacervacién para microencapsulacion (Brigger,

Dubernet y Couvreur 2002).

5.3. PROPIEDADES DE LAS NANOPARTICULAS
Algunas de las propiedades fundamentales de las Nanoparticulas incluyen su tamafio, el area
superficial, la velocidad de sedimentacion, las propiedades magnéticas y Opticas, y el

transporte biolégico (Ram B y Unday B 2006).

g) Tamafio de particula: Debido a su tamafio, comparado con el tamafio de los componentes

en las células, las Nanoparticulas son de gran interés en la liberacion de farmacos.
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h) Superficie de las Nanoparticulas: ElI namero de moléculas presentes en una particula

)

incrementa el &rea superficial lo que disminuye el tamafio de particula. Para una particula
esférica solida de didmetro d, el &rea superficial por unidad de masa, Sg, esta dado por la

ecuacion:

-1

Cuando el tamafio de las particulas esta en una escala hanométrica, las irregularidades de
la superficie juegan un papel importante en la adhesion. Las Nanoparticulas pueden
mostrar una fuerte adhesion debido al incremento del area de contacto por atraccion de
Van de Waals.

Suspensiéon y sedimentacion de Nanoparticulas: Debido al pequefio tamafio de las
Nanoparticulas, es facil que se suspendan en un liquido. Las microparticulas grandes
precipitan més facilmente debido a la fuerza de gravitacion, considerando que la fuerza de
gravitacion es mucho menor en una nanoparticula. Debido a lo anterior las suspensiones
de microparticulas grandes tienen que indicar en la etiqueta “agitese antes de usarse”; es
por eso también que las suspensiones de microparticulas no pueden ser usadas para
inyecciones. Para las Nanoparticulas la atraccion gravitacional no es mas fuerte que el
movimiento térmico aleatorio de las particulas, por lo tanto, las nanoparticulas no

precipitan en las suspensiones, lo que ofrece una larga vida media.

Propiedades magnéticas y dpticas: Las pequefias Nanoparticulas exhiben propiedades
magnéticas y Opticas Unicas. Algunos materiales son usados para la liberacion dirigida y
calentamiento de los farmacos. Por ejemplo, la interaccion de pulsos electromagnéticos
con Nanoparticulas puede ser utilizado para mejorar la liberacion del farmaco en tumores
solidos.

Las Nanoparticulas de oro y plata muestran diferentes propiedades Opticas dependiendo de
su tamafio. El color intrinseco de las Nanoparticulas cambia con el tamafio debido a la
superficie de resonancia. Algunas Nanoparticulas son Utiles en la deteccién molecular, asi

como en diagnostico.
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6.1.

6. DISENO DE NANOPARTICULAS

La mayoria de las formulaciones de nanoparticulas estan basadas efectivamente en emulsiones
de escala nanométrica, llamadas nanoemulsiones, el estudio de la formulacién de
nanoparticulas ha tenido que incluir conocimientos en los fenémenos que gobiernan la
formacion de nanoemulsiones. Las nanoemulsiones son emulsiones de escala nanométrica, que
tipicamente exhiben didmetros por debajo de los 500nm. Las nanoemulsiones son
frecuentemente conocidas como miniemulsiones, emulsiones finas dispersas, o emulsiones
submicronicas, pero todas son caracterizadas por una gran estabilidad debido a su tamafio tan
pequefio, esencialmente a consecuencia de la significativa estabilizacion estérica entre las
gotas, lo cual explica porque el crecimiento de Ostwald solo se adapta a las gotas en el

proceso de desestabilizacion.

Las innumerables variantes de formulacion de nanoparticulas estan principalmente basadas en
tres diferentes grupos de métodos para la generaciéon de nanoemulsiones, por ejemplo, métodos
de alto consumo de energia, métodos de emulsificacion espontanea de bajo consumo de

energia, y el método de temperatura de inversion de fases (PIT) de bajo consumo de energia.

LA ESTABILIDAD DE LAS NANOEMULSIONES.

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, debido a que la energia libre de
la formacion de la emulsion (AGy) es mayor a cero. La gran energia interfacial positiva (AAA)
es mayor que la entropia de formacion (TAS;) de las gotas (particulas), que también es positiva.
Los términos de A y de AA representan respectivamente la tension de la superficie y el area de
la superficie generada por el emulsificante. La inestabilidad de la emulsion es por lo tanto

inducida por un signo positivo de AG. Como se muestra en la siguiente ecuacion:

AG = AAA -TAS;

25



De acuerdo a esto, la desestabilizacion fisica de la emulsion esta relacionada con la espontanea
tendencia hacia una minima area interfacial entre las dos fases inmiscibles. Por lo tanto, una
disminucion del area interfacial se consigue por dos mecanismos: (1) Floculacion en mayor

parte seguida de la coalescencia, y (2) crecimiento (maduracion) de Ostwald.

En los sistemas de nanoemulsiones, la floculacion se previene naturalmente por estabilizacién
estérica, esencialmente debido al tamafio submicrénico de las gotas. En resumen cuando las
capas se sobreponen en la superficie de las gotas, la repulsion estérica ocurre por dos origenes
principales. La primera es la infavorable mezcla de cadenas establecidas en la capa de
adsorcion, dependiendo de la densidad interfacial, el grosor de la capa interfacial 5, y el
parametro Flory-Huggins X;, (el cual refleja la interaccion entre la capa interfacial y el
solvente). El segundo es la reduccién de la entropia configuracional, debido a la tensién por el
doblamiento de las cadenas, el cual ocurre cuando la distancia interparticular h disminuye
hasta 8. (Anton, Benoit y Saulnier 2008)

Ur

Drisrranmeion del
radin de la particula

28 /‘ L

a]

Figura 1l Diagrama de la influencia de la estabilidad estérica en las particulas (gotas) de la emulsion. En donde, UT es
la suma de las energias de interaccion; |Uo|, la predisposicion para coagular (Anton, Benoit y Saulnier 2008).

La desestabilizacion de las nanoemulsiones solo es debida al fenémeno de transferencia de
masa entre las gotas a través de la fase gruesa (continua), lo cual es descrito en la literatura

como el crecimiento de Ostwal en las emulsiones. En teoria, en este proceso de
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desestabilizacion, cualquier cambio en el radio de las gotas (particulas) induce diferencias en el
potencial quimico del material dentro de las particulas. La reduccion de la energia libre en la
emulsion es resultado de la reduccion del area interfacial, y por lo tanto del crecimiento de
grandes gotas en la emulsién a expensas de algunas pequefias. Como consecuencia, la difusion

del material inerte de las particulas disminuye lentamente, reduciendo el grado de crecimiento.
6.2. METODOS DE EMULSIFICACION DE ALTO CONSUMO DE ENERGIA.

La formacion de este tipo de particulas de escala nanométrica esta determinada por parametros

de formulacién directamente controlables tales como la cantidad de energia, la cantidad de

tensoactivo y la naturaleza de los componentes, diferentes a los métodos de baja energia,

determinados por las propiedades fisicoquimicas intrinsecas y el comportamiento del sistema.

Dispositivos y procesos: El proceso mecanico generalmente incluye emulsiones nanomeétricas,

el primer paso para la obtencion de las particulas, es la deformacién y el rompimiento de las
gotas macromeétricas iniciales, seguido de la adsorcion del tensoactivo en la interface para
asegurar la estabilidad estérica. El reto de este mecanismo mecanico de nanoemulsificacion es
la combinacion de estos dos pasos, a fin de permitir y optimizar la generacién de

nanoemulsiones.

Los aparatos tipo rotor, no proveen una buena dispersion en términos del tamafio de las gotas y
la monodispersion en comparacién con las nanoemulsiones generadas por otro tipo de
aparatos. En efecto, la energia provista en su mayor parte es dispersada, generando calor y
comenzando a perder viscosidad. Por lo tano, la energia libre adicional AG; necesaria para

crear la enorme area interfacial de la nanoemulsién no es obtenida.

La agitacion por ultrasonicacion en dispersiones solidas macroscopicas, resultado de una
sucesion de depresion y compresién mecénica, generando burbujas de cavitacion, que tienden
irremediablemente a implosionar. La eficiencia de la nanoemulsificacion por sonicacion
depende tanto de la composicidn de la emulsién como del poder del aparato. La adicion de
tensoactivos y/o mondémeros han mostrado un importante parametro para reducir

eficientemente el tamafio de las gotitas.
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La eleccion del tensoactivo, los monémeros, la fase acuosa y oleosa: La naturaleza y cantidad

del tensoactivo y del mondmero usado en la formulacién determina completamente la
distribucion del tamafio, la estructura y la estabilidad de la nanoemulsién y de las
nanoparticulas resultantes. Por ejemplo, Landfester presenta a partir de una nanoemulsion (por

sonicacion):

1) La formulacion de las particulas inorganicas jugando con las propiedades
fisicoguimicas de gotas de sal fundida.

2) La formulacion de nanoesferas polimerias por sintesis polimérica in situ dentro de las
gotas de la nanoemulsién.

3) La combinacion de ambos tipos de tecnologia para producir nanoparticulas hibridas, y
finalmente

4) El uso de aceites como fase hidréfoba para generar nanocapsulas por sintesis
polimérica especifica y segregacion de la regién aceite/agua, o por nanoprecipitacion

interfacial.

Potenciales ventajas y desventajas de los métodos de alto consumo de energia: En general, los
métodos de nanoemulsificacion de alto consumo de energia presentan un buen potencial para
la generacion de nanoparticulas poliméricas, ya que los parametros de la formulacion son
directamente controlables. Asi que la adicion de mondmeros, iniciadores o la aparicion de
moléculas encapsuladas no tienen influencia en el proceso de emulsificacion, determinado por
el alto proceso de corte, en todo caso puede ser que las moléculas adicionales como
mondmeros, iniciadores o agentes estabilizadores interfieran con el proceso de emulsificacion,
a diferencia de los métodos de bajo consumo de energia donde la nanoemulsificacion es
totalmente determinada por el comportamiento fisicoquimico de los tensoactivos. Sin embargo
cuando el objetivo es la encapsulacion de moléculas fragiles como los péptidos, proteinas o
acidos nucléicos, los métodos de alto consumo de energia pueden dar lugar a la degradacion,
desnaturalizacion o pérdida de la actividad durante el proceso. El tiempo (por ejemplo la
energia), provee un incremento en la homogeneidad de la nanoemulsion en funcién del
volumen de nanoemulsificacidn, lo cual es no es fundamental en el caso de los métodos de

bajo consumo de energia (Anton, Benoit y Saulnier 2008)
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6.3. METODOS DE EMULSIFICACION DE BAJO CONSUMO DE ENERGIA

Las particulas de emulsiones de escala nanométrica pueden ser obtenidas por el cambio de las
propiedades fisicoquimicas intrinsecas del tensoactivo, co-tensoactivo, y excipientes que
componen la formulacion. Dos grupos de métodos son propuestos y desarrollados en la
literatura:

1) EIl primero describe a la emulsificaciébn como un fendmeno espontaneo, donde se
utiliza la rapida difusion de disolventes solubles en agua, solubilizando en primer
lugar a la fase orgéanica, moviéndose hacia la fase acuosa cuando las dos fases son
mezcladas (efecto Ouzo, que consiste en la formulacion de una nanoemulsién debido
a la especificidad y la rapida difusién de un solvente organico desde la fase oleosa
hacia la acuosa)

2) El segundo es llamado método de temperatura de inversion de fases (PIT), el cual usa
las propiedades especificas de los tensoactivos polietoxilados para modificar sus
coeficientes de particién en funcién de la temperatura, y conducir a la creacion de
sistemas bicontinuos donde la temperatura es cercana a la PIT, rompiendo la

nanoemulsién generada.

Nanoemulsificacién espontanea:

Mecanismo de difusion y teoria de la via de difusion: Primero es la caracteristica de
espontaneidad de estos fenémenos, que simplemente son el resultado del no-equilibrio de los
dos liquidos cuando se ponen en contacto sin agitacion. Solo bajo condiciones especificas
ocurre la emulsificacién espontanea, y en algunos casos se generan las particulas nanométricas.
El proceso de emulsificacion espontanea incrementa por si mismo la entropia y como
consecuencia disminuye la energia libre de Gibbs del sistema. La evolucion del sistema es
basicamente promovido por la difusion de un soluto dentro de la fase en la que tiene mayor
solubilidad. Este comportamiento de emulsificacion espontanea puede ser previsto por el
seguimiento de la via de difusién en un diagrama de fases.

La emulsificacién espontanea presuntamente se deriva principalmente de la turbulencia
interfacial estrechamente relacionada con el gradiente de tensién superficial inducido por la
difusion de solutos entre las dos fases. Las gotas (particulas) son creadas como resultado de un

doblamiento lo suficientemente grande, similar al comportamiento dindmico entre las fronteras
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de la microemulsion y la fase gruesa del sistema multiface en equilibrio. Dicho fendmeno ha
sido llamado dispersion, la entropia aumenta espontaneamente y disminuye la energia libre de
Gibbs del sistema. El otro mecanismo de emulsificacién espontaneo, es conocido como
condensacién, también se supone que se relaciona inmediatamente a la floculacion de la

concentracion anfifilica interfacial.

El mecanismo tedrico es propuesto por Ruschak y Miller. La variacion de la composicién en
cada fase (acuosa u oleosa) es directamente representada por lineas rectas en un diagrama
ternario de fases, desde los reservorios infinitos, hasta la concentracion interfacial. Tales
representaciones esquematicas de la evolucién de la concentracion dentro de cada fase son
llamados pasos de difusion. Este modelo, esta basado en los siguientes supuestos:
1) Que no haya un equilibrio de fases que se ponga en contacto, y eventualmente, algunas
especies, deberian difundir dentro de la fase opuesta
2) Para la fase “semi infinita”, la teoria esta limitada al tiempo, para que las proporciones
de ambas fases en contacto mantengan su composicion inicial
3) Que los coeficientes de difusion de todos los componentes sean igual en una fase, que
es precisamente la condicion para representar los pasos de difusion asi como las lineas
rectas, y finalmente,

4) Que lainterface presente un equilibrio local.

@ Al JSuf, (b) Ao Sl

3]
Bceite

Aceite

Figura 2 Paso de difusion en un sistema tipico de agua/alcohol+tensoactivos. En el caso de la figura (a) con un tensoactivo
hidrofilico (R<1), la formacién de la fase liquida cristalina (LC) aparece en equilibrio con una sub-fase acuosa pura
(segmentos 2-3), después se establece el equilibrio local interfacial con la fase rica en aceite (segmentos 4-5). El paso de
difusion es simple y presenta una emulsificacion espontanea de gotas hidrofilicas (segmento oleoso 5-57). El fendmeno es
similar en el caso de tensoactivos lipofilicos (R>1), donde en la figura b) se muestra una fase isotropica que es generalmente
formada en la region tensoactivo/fase oleosa. Subsecuentemente la emulsificacion espontanea de las gotas de aceite en agua
surgen en el segmento (1°-2). (Anton, Benoit y Saulnier 2008)
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El estudio de la formulacion de la nanoemulsion usando este modelo implica un
establecimiento a través del diagrama de fase para revelar la viabilidad y la optimizacion. En
este contexto, se deduce que la potencial influencia de los componentes adicionales debe ser
investigada, tanto en los diagramas de fases como en los pasos de difusion. Esto puede, en
cierta forma implicar restricciones en términos de facilidad de manejo, modificacion y

adaptacion de acuerdo a las necesidades de la formulacién de las nanoparticulas.

Método de inversion del punto de emulsion: Este consiste en desviar las caracteristicas
intrinsecas de las microemulsiones termodinamicamente estables (D) o de un cristal liquido
(LC) o de una nanoestructura por una dilucién progresiva a fin de crear inestabilidad
termodindmica pero estabilidad cinética, respectivamente en una nanoemulsion directa o
inversa. La adicion de agua (w), por ejemplo, en un medio continuo de aceite y tensoactivos
(o+s) llevan a debilitar la curvatura interfacial aceite/agua, de este modo inducen al sistema a
caer dentro de un estado termodindmicamente favorable de nanoemulsién al mismo tiempo, tal

como el crecimiento de Ostwald.

Método de Temperatura de Inversién de Fases (PIT): El concepto de PIT fue introducido en la
década pasada por Shinoda y Saito, usando la habilidad especifica de los tensoactivos,
usualmente no iénicos (NS), como los tensoactivos polietoxilados, para modificar la afinidad
por el agua o el aceite en funcién de la temperatura, y por lo tanto someterse a una inversion de
fases. Es mas la llamada inversion de fases transicional, ocurre cuando se mezcla la
composicion, la relativa afinidad de los tensoactivos por las diferentes fases es cambiada,
resultando en una gradual modificacion de la temperatura. Cuando se utilizan principalmente
NS para generar nanoemulsiones por el método PIT, se disefian mapas de formulacién-

composicion:
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Figura 3 (a) Diagrama tipico de formulacién-composicion para un sistema de agua/tensoactivo no idnico, mostrando las
zonas de inversion de emulsion. Diagrama tipicos de equilibrio de fases para algunos sistemas HLD en funcion de la
composicion, (b) para cantidades bajas de tensoactivo, y (c) para cantidades altas de tensoactivo. (Anton, Benoit y Saulnier
2008)

Bajo agitacion constante y para una cantidad de mezcla de tensoactivos en la formulacion, la
emulsion gradualmente sufre una inversién de fases, el HLD es cambiado por la variacién de la
temperatura. De acuerdo a la variacion de HLD, a una WOR (cantidad de tensoactivo o
relacion en peso de agua/ aceite) constante, el proceso es llamado inversion de fases

transicional. (Anton, Benoit y Saulnier 2008)
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7. METODOS DE PREPARACION DE NANOPARTICULAS

En la actualidad existen diversos métodos de preparacion de nanoparticulas, los cuales son
modificados constantemente, a continuacién se mencionan algunos de los métodos de
preparacion de nanopariculas mas comunes.

7.1. PREPARACION DE NANOPARTICULAS POR POLIMERIZACION

7.1.1.Polimerizacién en emulsién

El término de polimerizacion en emulsion fue creado debido a que el mondmero es
emulsificado en un disolvente por medio de un emulsificador. Después de la polimerizacién, se
obtienen pequefias particulas en suspensién. Inicialmente se asume que estas particulas son
producidas por polimerizacién de las gotas de mondémero en emulsion. Estas se producen como
resultado de las particulas del polimero que son tan pequefias como las gotas de la emulsién
inicial. Las micelas que se forman coexisten con una simple molécula de emulsificante que
esta presente en la solucion y con las moléculas de emulsificante que son adsorbidas en la
interface emulsién /gotas, esto estabiliza las gotas de la emulsién. Si asumimos que las
moléculas de mondmero suelen difundir por las gotitas de la emulsion dentro de las micelas de
emulsificante y que las moléculas de mondmero solubilizan cuando la polimerizacion forma un

polimero de latex.

Fitch y col. observaron que la concentracion del emulsificante no afecta el grado de
polimerizacién, y que la formacion de particulas observadas por efecto Tyndall son
independientes del grado de polimerizacion. EI nimero de micelas de emulsificante presentes
no afectan el nimero de particulas formadas. A menor concentracion de mondémero la
polimerizacién por emulsion puede llevarse a cabo sin ninguna molécula de emulsificante
presente. Estas observaciones de Fitch llevan a la conclusion de que el lugar de la iniciacion de
la polimerizacion es en la fase del solvente. La iniciacién toma lugar en esta fase cuando las
moléculas de mondmero son alcanzadas por una molécula iniciadora o por una alta energia de

radiacion. La polimerizacién y la cadena de crecimiento son mantenidas por nuevas moléculas
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de monomeros las cuales difunden con el crecimiento del polimero. La difusion de estas
moléculas de mondmero a través del crecimiento de las particulas del polimero es mucho mas
rapida que el proceso de polimerizacion, esto provee suficiente mondmero alrededor de donde
se lleva a cabo la polimerizacion. Las gotas de monémero y las micelas del emulsificante
principalmente actian como reservorios para futuros mondémeros y en posteriores etapas como
reservorios para las moléculas de emulsificante que estabilizan las particulas del polimero
después de la separacion de fases y para prevenir la coagulacion. Se menciona que algunos

sistemas pueden ser polimerizados sin ningdn emulsificante.

Inicialmente durante la polimerizacién en emulsion el crecimiento de las moléculas de
polimero permanecen disueltas alrededor de la fase continua. Después de alcanzar cierto peso
molecular, las moléculas formadas llegan a ser insolubles de manera que la separacion de fases
y la formacién de particulas indican que ocurre una dispersion de Tyndall. Después de la
separacion de fases, el mondémero adicional y las moléculas de polimero, incluyendo los micro
y macro radicales difunden en este aumentando las particulas de polimero, manteniendo el
tamafio de futuras particulas. La terminacion de la polimerizacion por la reaccién de dos
radicales puede tomar lugar antes o después de la formacidon de las particulas. Los tamafios de
las particulas tienen un rango entre 10° Da en el caso de las nanoparticulas de poli alquil

cianoacrilato y 4x10° Da para nanoparticulas de poli metacrilato metilo. (J. Kreuter 2002)

POLIMERIZACICN
SOLUCIGH ORGANICA E
Polimeray fimaco
SOLUCIAN ACTIOSA
Estabilimte an aga

Figural Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion en emulsion

descrito en (J. Kreuter 2002)

34



7.1.1.1. Polimerizacion en una fase acuosa continua

I. Nanoparticulas de poli metacrilato de metilo

Las nanoparticulas de poli metacrilato metilo se degradan muy lentamente. Por esta razén,
estas son convenientes como adyuvantes para vacunas cuando se desea logar una respuesta

inmune muy prolongada.

Los mondmeros de metacrilato de metilo son solubles en agua en concentraciones superiores
al 1.5%, después de la disolucion del mondmero, la polimerizacion es iniciada por cualquiera
de las dos, alta energia de radiacion (500 Krad de rayos y por una fuente de ®Co) o por la
adiciéon quimica de un iniciador de polimerizacion como el peroxodisulfato de amonio o
potasio y calentando a altas temperaturas. La polimerizacion puede llevarse a cabo fuera del
sistema agua- metacrilato metilo. En lugar de agua pura, una solucion buffer de la solucion
del farmaco o de otro material relacionado con las nanoparticulas que pueda ser usado en el

medio de polimerizacion. (Boylan James 2002)

Otra posibilidad para la polimerizacion del metacrilato de metilo es la iniciacién quimica. En
este caso, el sistema es calentado a temperaturas por encima de 65°C, el iniciador
(peroxodisulfato de potasio o amonio) es adicionado durante el calentamiento a
aproximadamente 40 o 50°C. El peso molecular ademas del tamafio de particula de las
nanoparticulas resultantes incrementa muy significativamente con el incremento de la
concentracién del mondmero, y disminuye muy ligeramente con el aumento de la
temperatura y con el incremento de la concentracion del iniciador. Un incremento en la
concentracién del iniciador a una temperatura constante incrementa el numero de radicales
generados. A una concentracion constante de mondmero, estas disminuyen el peso molecular
de las moléculas de polimero resultante. Un incremento en la temperatura tiene un efecto
similar, debido al incremento de la desintegracion de las moléculas del iniciador y por lo
tanto del nimero de radicales de nucleacion, aunque la concentracion de las moléculas del

iniciador permanece constante.
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Durante este proceso, el peso molecular, asi como el tamafio de particula aumentan con un
incremento en la concentracion del mondmero, disminucion de la concentracion del

iniciador, y disminucion de la temperatura. (Ver apéndice Tabla 15) (Donbrow 1991)

Las nanoparticulas de poli metacrilato de metilo son generalmente producidas sin la adicion
de algun emulsificante. Sin embargo las macromoléculas hidrofilicas quizas se presenten en
el medio de polimerizacion por varias razones llevando a una distribucion homogénea del

tamafio de particula, debido al agente dispersante. (J. Kreuter 2002)
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Figura 2 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion en fase acuosa
continua (NP’s de metacrilato de metilo) descrito en (J. Kreuter 2002).

La sustancia bioldgica activa, por ejemplo el farmaco o un antigeno, puede estar presente

durante la polimerizacion o puede ser adicionado antes de producir las nanoparticulas vacias.

11. Nanoparticulas de poli alquil cianoacrilato

Las nanoparticulas de poli alquil cianoacrilato son rapidamente biodegradables. Por esta

razén son eliminadas del cuerpo en algunos dias.

Los mondmeros de cianoacrilato son adicionados al medio de polimerizacion acuosa en

concentraciones de 0.05% y 7%.
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El mecanismo de polimerizacion es un proceso anionico iniciado por las bases presentes en
el medio de polimerizacion. El cianoacrilato es el principal iniciador de los iones OH
resultado de la disociacion del agua, por algunos farmacos que solo acttian como iniciadores.
Estos "OH inducen la polimerizacion muy rapido. Por esta razon el pH debe mantenerse por
debajo de 3.5, con algunos farmacos por debajo de 1.0 se favorece la formacion de
nanoparticulas. La influencia de la temperatura, pH, monémero, tipo y concentracion de
electrolito, agente acidificante y emulsificante, usados en el proceso de polimerizacion es
muy compleja. La razén por la que el medio de polimerizacidn genera la iniciacion con iones
“OH es porque también son simultaneos los iones H* los cuales terminan la reaccion de
polimerizacion (Figura 18). Como resultado de la terminacion por iones H* el peso

molecular después de la polimerizacién es muy bajo y disminuye con la disminucién del pH.

Como resultado del bajo peso molecular, el crecimiento de las particulas es muy lento, asi
como el propenso de aglomeracién. Por esta razon los estabilizantes tienen una influencia
significativa en el tamafio de particula y en el peso molecular. Esta influencia de los
estabilizantes es también bastante compleja. Una alta concentracion de estabilizante
generalmente produce particulas grandes. (Ver apéndice Tabla 16) (Donbrow 1991)
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Figura 3 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion en fase acuosa
continua (NP’s de poli alquil cianoacrilato) descrito en (Donbrow 1991).
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Figura 4 Mecanismo de polimerizacion de poli alquil cianoacrilato (J. Kreuter 2002)

Las nanoparticulas producidas sin estabilizante o por uso de polisorbatos como tensoactivos
presentan una distribucion monomodal de peso molecular con una media de peso molecular
de 1000-4000Da, mientras que algunos estabilizantes como el dextrano o poloxameros
Ilevan a una distinta distribucion de peso molecular con maximos de 1000-4000Da y 20 000-
40 000Da. Esta distribucion bimodal es indicativa de dos reacciones de polimerizacion
separadas. Una reaccion probablemente ocurre en la fase acuosa donde la terminacion de la
polimerizacién por iones H+ es rapida, principalmente pesos moleculares pequefios. Después
de la formacion de las particulas primarias, otro camino parece ser posible, es decir la
polimerizacion captura el crecimiento indeterminado de estas particulas. Debido a la
reduccion de la concentracion de H+ en el medio, frecuentemente se reduce la terminacion.
Consecuentemente, los pesos moleculares resultantes son mucho mayores. De cualquier
modo puede ser posible que el incremento del peso molecular sea causado por la

incorporacién de dextranos o poloxameros dentro de las cadenas de polimero.

Otros factores que contribuyen al tamafio de particula de las nanoparticulas incluyen la
concentracién del monémero y la velocidad de agitacion. Debido a que la finalizacion de la
polimerizacion de los cianoacrilatos en agua es gobernada por los H+ inductores de la
terminacion, uno no pude esperar una mejor contribucion de la concentracion del monémero.
El ligero incremento en el tamafio de las particulas ocasionado por el aumento de la

velocidad de agitacion es debido a la alta energia cinética en el sistema. Este incremento en
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el nivel de energia cinética probablemente posibilita algunos oligdmeros, pequefias particulas
semisolidas, y grandes particulas regulares que supera la barrera de energia interfacial
alrededor de las particulas. Este incremento del tamafio de las particulas se acopla con el
incremento en la polidispersividad.

Debido a la iniciacion de la polimerizacion de cianoacrilatos por bases, los fairmacos basicos
solo pueden actuar como iniciadores de la polimerizacion. En este caso estos farmacos
pueden ser incorporados en la cadena del polimero. Estos farmacos incorporados pueden
prevenir en muchos casos una reduccion del pH o un cambio en la composicion del medio de
“polimerizacion. Los farmacos altamente bésicos, de cualquier modo, todavia pueden
interactuar con el mondémero. Esta interaccion se puede evitar por la adicion del farmaco en

las nanoparticulas después de la polimerizacion.

Debido a la complejidad del proceso de polimerizacion de los cianoacrilatos el tamafio de
particula resultante en tales sistemas multicomponentes es dificil de predecir. (J. Kreuter
2002)

I11. Nanoparticulas de copolimero acrilico.

En este caso se emplea la irradiacion gama como iniciador de la polimerizacion. Algunos de
los mondmeros empleados son: metacrilato de metilo, 2-hidroxietil metacrilato, acido
metacrilico, dimetil acrilato etilen glicol, acrilamida, N, N’-dimetilacrilamida, y 2-
dimetilamina. (Ver apéndice Tabla 17). (J. Kreuter 2002)

Un incremento en el contenido de acido acrilico de nanoparticulas de copolimero de poli
metacrilato de metilo tampoco incrementa el potencial Z ni se correlaciona con alguna de las
ligeras variaciones observadas en el tamafio de particula. Esto es algo sorprendente, desde
entonces se supone que el acido acrilico el cambio de superficie de las particulas, como

resultado de esto, influye en el crecimiento de particula y disminuye su tamafio.

Los anticuerpos, aminoacido, y moléculas fluorescentes pueden unirse covalentemente a las
nanoparticulas usando el método de bromuro ciandgeno, carbodiamida, y glutaraldehido.
(Donbrow 1991)
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IVV. Nanoparticulas de poliestireno.

Las nanoparticulas de poliestireno pueden ser producidas por métodos similares a las
nanoparticulas poliacrilicas. De cualquier modo la solubilidad en agua del estireno, es baja
con respecto a los demas acrilatos. Por esta razon, se requiere el uso de tensoactivos. (J.
Kreuter 2002)

V. Nanoparticulas de poli (vinil piridina)

La polimerizacion se lleva a cabo fuera de la solucién acuosa de metanol o acetona que

contiene N, N-di-metilen acrilamida como agente ligante.

El tamafio de las particulas de poli (4-vinil piridina) puede ser monitoreada por la

concentracién de monémero y por la cantidad de metanol o acetona presentes en el agua.

En lugar de la 4-vinilpiridina, otras vinilpiridinas como la 2-vinilpiridina o 2-metil-5-
vinilpiridina pueden ser usadas para la produccién de este tipo de nanoparticulas. El uso de
estabilizantes como el oxido de polietileno, polisorbato 20, o polisorbato 85 posibilitan la

polimerizacidn en sistemas organicos acuosos libres de solvente.

Tanto las nanoparticulas de poliestireno, como las de poli vinil piridina carecen de
biodegradabilidad, por lo que no son usados para la administracion parenteral, pero se

pueden usar como inmunosorbentes. (Donbrow 1991)

V1. Nanoparticulas de poli acroleina
Las nanoparticulas de poli acroleina pueden ser producidas por polimerizacién acuosa de
acroleina usando irradiacion gama, o por polimerizacion bajo condiciones alcalinas usando

NaOH. El tamafio de particula puede ser controlado por el tensoactivo.

Entre los tensoactivos se incluyen el lauril sulfato de sodio, oxido de polietileno, alcohol

polivinilico, y el polisorbato 20.
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Los ligandos como los farmacos proteinicos, enzimas y antibi6ticos pueden ser unidos
covalentemente a través de los grupos amino via formacion de bases de Schiff a las

nanoparticulas de poli acroleina. (J. Kreuter 2002)

VII. Nanoparticulas de poli glutaraldehido

Las nanoparticulas de poli glutaraldehido con un rango de tamafio de 50nm a 1500nm
pueden ser obtenidas por poli condensacién aldolica por monémero de glutaraldehido a un
pH alcalino. El grado de reaccidn incrementa significativamente a pH>7. El mecanismo se

muestra a continuacion:

CHO :
|
CHO — (CHy) 3 — CHO + CHz — (CH,) — CHO ———

ClJH CHO
|
CHO — (CH, )3 — CH — CH — (CH,)y— CHO ——»

(,:HO + [CHO,(CH ) 3] 4
CHO — (CHy)3 — CH= CH — (CHpJ,— CHO + H,0

e
v

-[H01, 4

CHO
|
CHO — (CH, )3 —[CH = CH — (CH4),l, —CHO

Figura5 Mecanismo de polimerizacion del poli glutaraldehido (J. Kreuter 2002)

En presencia de tensoactivos como el Aerosil® 604 o una mezcla de 1% de Guar C-13 'y 5%
de oxido de polietileno con un peso molecular de 10 000 y en una solucién acuosa basica, el
glutaraldehido precipita fuera formando particulas esféricas coloidales. El diametro de las
particulas incrementa con el incremento de la cantidad de monémero o con la disminucion
de la concentracion del tensoactivo. El incremento en el pH solo causa una disminucion del
tamafio de particula, que es mas probable durante la reaccion de Cannizzaro. (J. Kreuter
2002)
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VIII. Nanoparticulas de Poli alquil metilidenemalonato

Los esteres de acido dialquil metilidenemalonato pueden ser polimerizados por OH’
induciendo polimerizacion cationica similar a los poli alquil cianoacrilatos. La ventaja de los
esteres de acido metilidenemalonato es que la polimerizacion puede ocurrir a pH neutro. En
contraste con los policianoacrilatos, estas nanoparticulas no se degradan rapidamente:
después de 90% de la dosis administrada persiste en el cuerpo por 90 dias después de una

inyeccidn intravenosa en ratones. (J. Kreuter 2002)
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Figura 6 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion en fase acuosa
continua (NP’s de polimetildenemalonato) descrito en (J. Kreuter 2002).

7.1.1.2. Polimerizacion en emulsién en una fase organica continua

La polimerizacion en emulsién en una fase organica continua es uno de los primeros procesos para
la produccion de nanoparticulas. En este proceso la fase es reversa y se emplean monémeros muy
solubles en agua. Inicialmente la acrilamida y el N, N"-diacrilamida son usados como mondmeros.
El mondémero es solubilizado por tensoactivos. La iniciacion de la polimerizacion puede llevarse a
cabo quimicamente usando N, N, N“, N"-tetrametil endiamina y peroxodisulfato de potasio como

iniciadores o por radiaciones gama o UV.
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Los mondmeros de cianoacrilato son mucho menos tdxicos que la acrilamida y estos polimeros son
degradados rapidamente. Por esta razon, mas recientemente, el proceso de polimerizacion en
emulsion en una fase orgénica continua es adaptado para la produccién de nanoparticulas de poli
alquil cianoacrilatos. Sin embargo, en este caso el mondmero es adicionado a la fase continua
debido a la alta solubilidad en solventes orgéanicos. Estas particulas sélidas son observadas méas
frecuentemente que las nanocédpsulas. La razén por la que es posible la producciéon de
nanoparticulas por este proceso es la siguiente: EI farmaco disuelto en una pequefia cantidad de
agua es solubilizado por tensoactivos dentro de la fase orgénica. Dando como resultado, la
formacion de una microemulsion con micelas hinchadas de agua conteniendo el farmaco.
Adicionalmente los monémeros de alquil cianoacrilato difunden en estas micelas y los iones OH-
y/o farmacos basicos inician la polimerizacion. Este proceso de polimerizacién en algunos casos es
tan rapido que solo un polimero bastante impermeable tal vez forme una interface O/W,
previniendo la difusion de futuras moléculas de monémero dentro del interior de estas particulas.
Sin embargo se menciona que en muchos casos en el interior de las particulas ademas de la

polimerizacidn se formadas particulas monoliticas sélidas.
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Figura 7 Representacion esquemética de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion en una fase
orgéanica continua descrito en (Donbrow 1991).
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Para este proceso se usan como fase organica: isooctano, ciclohexano-cloroformo (4:1), isopropil
miristato-butanol (10:1), ciclohexano, diclorometano, n-pentano, n-hexano, butanol, toluol, aceite
de ricino, y/o miristato de isopropilico. Como tensoactivos se emplean el troleato de sorbitan,
Arlacel ® A, dioctil sulfosuccinato, Polisorbato 20 y 81, poli hidroxietilen-4-lauril éter,
monolaureato de sorbitan, monopalmitato de sorbitan, monoestearato de sorbitan, y Cremophor
RH 40®. Los farmacos que han sido encapsulados incluyen el triamcinolol, doxorubicina,

fluoresceina y azul de metileno. (Donbrow 1991)

7.1.2.Polimerizacion interfacial.

La polimerizacion de alquil cianoacrilatos en un solvente organico contiene micelas hinchadas de
agua que “pueden llevar a la formacion de una pared polimérica en la interface solvente micelar-
agua. La mayoria de las particulas formadas por este proceso son particulas monoliticas continuas.
Por lo tanto se requieren métodos alternativos para la formacion adecuada de nanoparticulas. Dos

de estos procesos son los siguientes:

I. Nanoparticulas de Poli(N* N*-L-Lisindiltereftaloil)

Arakawa y Kondo prepararon nanoparticulas de poli (N, N®-L-Lisindiltereftaloil) conteniendo
hemolisato por desolvatacion de hemolisina, L-lisina y carbonato de sodio en agua. La mezcla
es adicionada muy lentamente (0.042ml/min) a una solucién de cloruro de ditereftaloil en una
mezcla de ciclohexano, cloroformo y cloruro de tetrametil amonio usando agitacion. Un
potencial de 850 V es aplicado entre la aguja de agitacién que sirve como anodo y un alambre
de platino que sirve como catodo. El catodo se localiza inmerso en la fase orgénica y a una
distancia de 5mm de la aguja de agitacion. El tamafio de las nanoparticulas es de 380nm

cuando se forman por este proceso. (Donbrow 1991)
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Figura 8 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion interfacial
(NP’s de Poli (Na-Ne-L-Lisin ditereftaloato) descrito en (Donbrow 1991).

En este proceso es aplicado un potencial eléctrico entre una fase oleosa y una acuosa, cuando
este potencial excede cierto valor, la tension interfacial es reducida a aproximadamente cero y

ocurre una emulsificacion espontanea. (J. Kreuter 2002)

I1. Nanoparticulas de poli alquil cianoacrilato

Estas nanoparticulas pueden ser formadas por polimerizacion interfacial alrededor de una fase
acuosa. En este proceso ademas del mondémero de cianoacrilato el farmaco liposoluble es
disuelto en una mezcla de etanol aceite. La cantidad de fase oleosa etanol es de
aproximadamente 1:10 hasta 1:200. Los aceites usados pueden ser Miglyol®, acido bencilico,
u otro aceite. La solucion organica contiene al farmaco y el mondémero es adicionado
lentamente (aproximadamente 0.5mL/min) a través de un tubo o de un capilar a una sol acuosa,
agua o una solucioén buffer (pH 3-9) la cual contiene un tensoactivo como el poloxamero 188 o

407, o fosfolipidos. Las nanocapsulas consisten de una gota de aceite rodeada de una pared
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polimérica la cual es formada espontaneamente por una polimerizacion anidnica del

cianoacrilato en aceite después del contacto con los iones iniciadores OH™ del agua.
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Figura 9 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Polimerizacion interfacial
(NP’s de Poli alquil cianoacrilato) descrito en (J. Kreuter 2002).

El diametro de las capsulas es controlada por la concentracion de Miglyol®. El pH de la fase
acuosa ademas de la saturacion del monémero con didxido de sulfuro, desaceleran la
polimerizacién, y no tiene efecto significativo en el tamafio de particula. El incremento de la
concentracion de monémero incrementa la densidad pero no el tamafio de las nanocépsulas. (J.
Kreuter 2002)

7.2. DEPOSICION DE SOLVENTE.

Las nanocéapsulas de Poli (D-L-lactato) pueden ser producidas por un proceso llamado
deposicion de solvente. En este proceso el polimero Poli (D-L-lactato) ademas de los
fosfolipidos son disueltos en acetona. Una solucion del fA&rmaco en benzoato de bencilo es
adicionada a la fase orgénica, y esta mezcla posteriormente se vierte en agua la cual contiene
0.5% de poloxamero 188 bajo agitacion moderada. Las nanocépsulas con una pared de poli
(D-L-lactato) con un nucleo oleoso se forman instantaneamente. Esta suspension es
concentrada por evaporacion de la acetona y por remocion parcial del agua por presion

reducida.
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Figura 10 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Deposicion de solvente
descrito en (J. Kreuter 2002).

Las nanocapsulas de Poli-e-caprolactona asi como de acido poli-lactico-co-glicélico pueden

se producidas por un método similar. (J. Kreuter 2002) (Chawla 2002)

7.3. EMULSIFICACION- EVAPORACION DE SOLVENTE

El método de evaporacién de solvente fue descrito para la preparacion de microesferas con
tamafios de aproximadamente lum. Sin embargo, con este proceso se pueden obtener

particulas menores a 1000nm. (J. Kreuter 2002)

La evaporacion de solvente es un método bien establecido para la preparacion de
microesferas con un tamafio de 1um. El polimero es disuelto junto con el farmaco en un

solvente organico, el cual es emulsificado en agua y posteriormente se evapora por
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calentamiento y/o presion reducida. Por esta razon el tamafio de particula de las particulas
poliméricas depende del tamafio de las gotas en la emulsion antes de la evaporacion del
solvente. El tamafio puede ser controlado por un nimero de factores incluyendo grado de
agitacion, el tipo y la cantidad de agente dispersante, la viscosidad de la fase orgénica y
acuosa, la configuracion del vaso y del agitador, la cantidad de la fase acuosa y organica, y la

temperatura.

Los emulsificantes empleados para este proceso pueden ser: acetato de polivinilo,

polisorbatos, bromuro de cetil trimetil amonio, y lauril sulfato de sodio. (Hans AML 2002)

Algunos de los polimeros empleados son: Eudragit® RS, Eudragit® RL, Yy etil celulosa, que
no requieren ningln tensoactivo o estabilizador polimérico. En otros casos se pueden emplear
el polisorbato 80, poloxamero 188, lauril sulfato de sodio, Brij® 35, Myrj® 52, o acetato
polivinilico. (Jung y Yung 1999)
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Figura 11 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de evaporacion de solvente
descrito en (J. Kreuter 2002).

El tamafio de las nanoparticulas después de la evaporacion de cloroformo depende del
tensoactivo y del método de emulsificacion. La emulsificacion a presiones elevadas reduce el
tamafio de particula de 170 a 220nm. (Wise 2000)
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7.4. SALTING-OUT

Este método se basa en la separacion de un disolvente miscible con agua de una disolucion
acuosa mediante efecto de salting-out. En esta técnica no pueden ser utilizados los
disolventes clorados, ya que puede existir alguna competencia entre los iones. Mediante esta
técnica se obtiene una emulsion agua en aceite (w/o0). La fase oleosa de la emulsion esta
compuesta por el polimero y el activo, los cuales estan disueltos en acetona (ya que se conoce
muy bien su comportamiento) y la fase acuosa contiene acetato de magnesio tetrahidratado
(electrolito) y un estabilizante coloidal. Posteriormente se agrega agua hasta tener un
volumen suficiente en el cual se permita la difusion de la acetona en la fase acuosa y se
formen las nanoparticulas. Esta suspension puede ser separada por filtracion o liofilizacidn
(Leroux 1996), (Leroueil-Le 1998)
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Figura 12 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método Salting-Out descrito por
(Leroueil-Le 1998).
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7.5. EMULSIFICACION-DIFUSION

En este método se utiliza un disolvente miscible en agua, por ejemplo la acetona o el
carbonato de propileno. El polimero y el activo se disuelven en el disolvente y posteriormente
se emulsifica en una fase acuosa, la cual contiene un estabilizador. El estabilizador previene
la agregacién de las gotas ya que éste se adsorbe a la superficie de las gotas. Se agrega un
poco mas de agua para permitir la difusion del disolvente o la fase acuosa y se formen las
nanoparticulas. La solucién se agita para precipitar a las nanoparticulas, y pueden
recolectarse por centrifugacion o se puede eliminar el disolvente por dilisis. (Hye-Young, y
otros 2001) (Quintanar-G y Ganem-Q 2005) (Takeuchi 2001)
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Figura 13 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método Emulsificacion difusion descrito
por (Hye-Young, y otros 2001).

7.6. MICROEMULSION POR FUSION

Se entiende por microemulsion un sistema de dos fases, compuesto por una fase interna y una
fase externa donde el tamafio es menor a 1um, lo cual le confiere la caracteristica de ser
transparentes (por ejemplo, las microemulsiones o/w). Estas se obtienen por agitacion
constante a 60-70° C hasta obtener una mezcla épticamente transparente, que normalmente
esta compuesta por un acido graso de punto de fusion bajo, un tensoactivo, un cotensoactivo

y agua. La microemulsion caliente se dispersa en agua fria (2-3° C) bajo agitacion.
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El volumen de agua fria que debe agregarse a la microemulsion caliente debe ser de 25 a 50
veces mayor. Es importante considerar que esta técnica es recomendada para obtener
nanoparticulas sélidas lipidicas, ya que el punto de fusion de los acidos grasos es menor que
el de los polimeros sintéticos, pero en algunos casos resulta ser una buena opcion aplicarla
para polimeros con bajo punto de fusion y que tengan la capacidad de disolver al farmaco en
cuestion. (Boylan James 2002) (Wolfgang 2001)
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Figura 14 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de Microemulsion por fusion
descrito por (Boylan James 2002)

7.7. PRODUCCION DE NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS

A principios de los 90°s la investigacion se enfoco en la bisqueda de una alternativa para las
nanoparticulas poliméricas. Las nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) resultaron una
adecuada opcion para ser empleadas como acarreadores de farmacos. Una ventaja clara de las
SLN sobre las poliméricas, es el hecho de que la matriz del lipido esti formada de lipidos
fisiologicos o de lipidos biodegradables/biocompatibles, con los que se disminuye el riesgo
de que se presente una toxicidad cronica (Date, Joshi y Patravale 2007) (Trotta, Debernardi y
O.Caputo 2003)
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Las nanoparticulas lipidicas s6lidas combinan las ventajas de otros sistemas acarreadores
como lo son: a) incrementar la estabilidad del farmaco, b) la posibilidad de controlar la
liberacion del farmaco, c) la incorporacion de farmacos lipidicos e hidrofilicos, d) la
vectorizacion del farmaco, y e) la nula biotoxicidad de los acarreadores (Wissing, Kayser y
Mdiller 2004).

Para preparar nanoparticulas lipidicas se deben considerar tres pasos:

El primero es la preparacion de la fase oleosa mediante la fusidn o disolucién de los lipidos,
los lipidos que formaran la matriz de la nanoparticula deberan seleccionarse considerando su
capacidad para disolver el farmaco que constituye la carga. Dado que el farmaco queda
disperso o disuelto en la fase oleosa, su concentracién en la matriz pudiera tener un efecto

significativo en el tamafio y en la estructura de la particula.

El segundo consiste en la preparacion de la fase acuosa, la cual generalmente es una solucién
de alta concentracion de tensoactivos combinados con co-tensoactivos o con polimeros
estabilizantes. Los cotensoactivos tienen un gran impacto en la calidad de las nanoparticulas
puesto que son adsorbidos en la superficie de la gota de lipido formando una barrera estérica

que le imparte estabilidad.

El tercero consiste en la formacion de una pre-emulsion, mezclando ambas fases en frio o en
caliente, mediante agitacion vigorosa. La ultima etapa consiste en la dispersion acuosa de las
nanoparticulas lipidicas mediante procesos de evaporacién, centrifugacion, secado o

liofilizado.

A continuacion se describe uno de los métodos de obtencion de nanoparticulas lipidicas, ya
que también se pueden obtener por medio de algunos de los métodos mencionados
anteriormente, como emulsificacion-evaporacion, o emulsificacion-difusion. (Garzon,

Hernandez y Véasquez 2008)
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7.7.1. Homogenizacion a alta presion

La homogenizacién a alta presion ha surgido como una buena técnica para la produccion de
SLN. Los homogeneizadores empleados empujan un liquido a altas presiones (100-2000bar)
a través de un espacio estrecho (un rango de pocos micrones). El fluido es acelerado a altas
velocidades (1000 Km/h) a cortas distancias lo que provoca la division de las particulas a un

rango submicronico.

La produccién de SLN por homogenizacion puede llevarse a cabo por homogenizacion en
caliente y homogenizacién en frio. En ambos casos, un primer paso es la incorporacién del
farmaco en el lipido por disolucion o dispersion del farmaco en el lipido fundido (Mehnert y
Mader 2001).

a) Homogenizacién a alta presion en caliente

La homogenizacién en caliente se lleva a cabo a temperaturas por arriba del punto de fusién
del lipido (aproximadamente 5°C por arriba del punto de fusién). Primero se realiza una pre
emulsiéon del lipido fundido que contiene el farmaco con la fase acuosa conteniendo
estabilizante a la misma temperatura. Esta pre emulsion es sometida a una homogenizacién a
alta presion de la cual resulta una nanoemulsion ya que el lipido se encuentra en estado
liquido. Las particulas sélidas son formadas por un enfriamiento de la muestra a temperatura

ambiente.

b) Homogenizacién a alta presion en frio

La homogenizacién en frio ha sido desarrollada debido a los siguientes problemas de la

homogenizacion en caliente:
La alta temperatura produce la degradacion del farmaco (farmacos termolabiles)

La distribucion del farmaco en la fase acuosa durante la homogenizacion (farmacos

hidrofilicos)

La complejidad del paso de cristalizacion de la nanoemulsion provoca modificaciones en el

lipido
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El primer paso es igual que el de la homogenizacion en caliente en donde se solubiliza o se
dispersa el farmaco en el lipido fundido seguido de un rapido enfriamiento, altos rangos de
enfriamiento favorecen una distribucion homogénea del farmaco en la matriz lipidica e
incrementa la fragilidad del lipido. El sélido es molido para generar microparticulas, las
cuales son dispersadas en la fase acuosa con estabilizante para formar una pre emulsion la

cual se sometera a una homogenizacion a alta presion a temperatura ambiente (Mehnert y

Méder 2001).
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Figura 15 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas solidas lipidicas (SLN) descrito por (Mehnert y
Méder 2001)
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7.8. PRODUCCION DE NANOPARTICULAS POR PROTEINAS

7.8.1.Produccion de nanoparticulas de albimina en una emulsion oleosa

Las nanoparticulas producidas por albumina o alguna otra macromolécula, pueden ser
producidas por emulsificacién de una solucion acuosa de estas macromoléculas y el farmaco
que es incorporado dentro de las particulas en la fase oleosa. Las gotitas resultantes pueden
endurecerse por entrecruzamiento con aldehidos u otro tipo de entrecruzamiento, o por la
desnaturalizacién de las moléculas a altas temperaturas. Este procedimiento se uso

anteriormente para la elaboracién de microesferas.

El proceso de elaboracion de nanoparticulas por este medio es el siguiente, la albumina u otra
macromolécula similar en concentracion aproximadamente de 100 - 500mg/ml es disuelto en
agua. El farmaco hidrosoluble y las particulas magnéticas son adicionados en la fase acuosa.
Esta fase es emulsificada en fase oleosa u otro medio lipofilico usando un emulsificador
mecanico o por ultrasonicacién. Después del endurecimiento las nanoparticulas se desarrollan
por adicion de glutaraldehido u otro agente de entrecruzamiento. Alternativamente el
endurecimiento puede ocurrir fuera al verter la emulsion en un volumen igual de aceite (fase
oleosa) caliente, y la mezcla se guarda a temperaturas elevadas (100 a 180° C) durante 10 a
15min. El aumento de la temperatura en el aceite caliente lleva a una desnaturalizacion
irreversible de la proteina y a la formacion de las particulas. Posteriormente la mezcla es
enfriada a temperatura ambiente. En algunos casos las particulas resultantes pueden ser

separadas y lavadas con solventes organicos volatiles (éter).

La adicion de tensoactivos como el polisorbato 20 u 80 u otro tensoactivo no solo estabilizan

la emulsion, sino también ayudan a resuspender las particulas al final del secado en agua.

La concentracion de albimina, la temperatura de la emulsion antes de la adicion del aceite
caliente, la proporcion del volumen de la fase acuosa a la no acuosa, la velocidad de agitacion
durante la desnaturalizacion, y la temperatura en el tiempo de estabilizacién tienen una

pequefia influencia en el tamafio medio de las particulas. (Donbrow 1991) (J. Kreuter 2002)
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Figura 16 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por Proteinas (Produccion de NP’s de albdmina

en una emulsion oleosa) descritas por (Donbrow 1991) y (J. Kreuter 2002).
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7.8.2.Produccion de nanoparticulas de gelatina en emulsion oleosa

El método de reproduccion de estas nanoparticulas es similar al anterior. En este método se
emplea una solucién de gelatina que contiene al fa&rmaco en un aceite (ej. aceite de ajonjoli), y
emulsificantes (sesquioleato de sorbitan y polioxietileno derivado de aceite de ricino
hidrogenado). En lugar de calentar, la emulsion resultante es enfriada en bafio de hielo,
resultando una gelacién completa de gotitas de gelatina. Después de la dilucidn con acetona, la
emulsion es filtrada a través de un filtro de membrana con un poro de 50nm. Al remover la
fase oleosa, las particulas resultantes son lavadas con acetona y endurecidas por 10min con
30ml de una solucién de formaldehido en acetona, seguido de un lavado con acetona y aire

Seco.

,_\ ( rd
GELACIOH
] L]
[ ]
FASE OLEOSA
Fimmaco y
ammlsificartes FASE ACTIOSA EAfID DE HIFLD
DILUCIGH
Tfsmhrama
(poro de S0vm) ~
s
LAVADD ACETOHA
ACETONA E E
FORMALDEHID O LAVADO 7 ACETOMA
ENDURECTMIEHTO EH ACETOHA —
_:...
LR

Figura 17 Representacion esquematica de la produccion de nanoparticulas por Proteinas (NP’s de gelatina en emulsion
oleosa) descrito por (J. Kreuter 2002) y (Donbrow 1991).
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En este procedimiento, la estabilizacion del entrecruzamiento de particulas de gelatina se
lleva a cabo por enfriamiento por debajo del punto de gelacion. El endurecimiento y la
fijacion se llevan a cabo con formaldehido. Después de la gelacion, aun con el
entrecruzamiento las particulas pasan a través de un filtro de 50nm, aunque las particulas
obtenidas después del endurecimiento tienen un gran didmetro (100-600nm). Ya que las
particulas resultantes estan en estado esférico sin ningun signo de aglomeracion o particulas
pequefias, las particulas obviamente cambian de forma y posiblemente comience la
coalescencia sobre la remocién de la fase oleosa y posiblemente al emulsificar durante el
procedimiento de lavado. De cualquier forma la velocidad del proceso de coalescencia
parece que se reduce en cuanto las particulas se endurecen y su tamafio final no excede 1um.
(Donbrow 1991) (J. Kreuter 2002)

7.8.3.Produccidén de nanoparticulas por desolvatacion de macromoléculas.

Las macromoléculas se pueden desolvatar por cambios de carga, cambios de pH, o por la
adicion de un agente de desolvatacion ocasionando el llamado fenémeno de salting-out. Esta
desolvatacion da lugar a la precipitacion de las macromoléculas o en la formacion de un
coacervado. Como consecuencia, la desolvatacion da lugar a una nueva fase. Ambos efectos,
precipitacion y coacervacion, pueden ser considerados parte del area general de solubilidad y
equilibrio de fases. Después de la separacion de fases ocurre un cambio de conformacion de
las moléculas dando lugar a una solucién diluida, donde las macromoléculas estan sujetas a
una accion osmética del solvente que las rodea, las cuales tienden a hincharse. EI mejor
solvente es el que aumenta el hinchamiento de las moléculas. La adicion de agentes de
desolvatacién invierten este proceso, y el diametro de las macromoléculas se vuelve mas
pequefio. Después de que se obtiene cierto grado de desolvatacion, las moléculas comienzan

a agregarse. Cuando ha ocurrido suficiente desolvatacion, toma lugar la separacion de fases.

Las soluciones de macromoléculas siempre inducen una ligera turbidez conocida como efecto
Tyndall. La adicion de un agente de desolvatacion primero disminuye la turbidez y después
disminuye el tamafio de las macromoléculas. La separacion de fases ocurre después de la
adicién de una cantidad suficiente de agente de desolvatacion, los cuales se acoplan de una

manera muy significativa, incrementando rapidamente la turbidez.
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Algunos autores han estudiado extensamente las condiciones 6ptimas para la formacion de
nanoparticulas. Ellos usaron gelatina, suero de albumina humana, suero de albimina de

bovino, caseina, y etilcelulosa como macromoléculas.
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Figura 18 Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por Desolvatacion de macromoléculas descrita
por (Donbrow 1991) y (J. Kreuter 2002).

La desolvatacion de la gelatina puede llevarse a cabo con etanol o sulfato de sodio. La
eleccion del agente de desolvatacion depende principalmente del farmaco que se va a adherir
a la nanoparticula. El etanol es méas provechoso por que se remueve méas facilmente durante
la liofilizacion. En algunos casos un tensoactivo, como polisorbato 20 o polisorbato 80,
deben estar presentes a fin de solubilizar ciertos farmacos. El tensoactivo también facilita la
redispersion del producto al final del enfriado. El endurecimiento del sistema puede ocasionar
agregacion y floculacion de las particulas debido al entrecruzamiento ocasionado por los

aldehidos. Este problema puede evitarse por la anteriormente mencionada adicion de
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pequefias cantidades de agente de desolvatacion antes del endurecimiento (el glutaraldehido
puede ser el agente de endurecimiento por eleccion ya que es un aldehido bifuncional). El
exceso de aldehido es removido con sulfito de sodio o metabisulfito de sodio ya que

promueve el endurecimiento evitando la agregacién de las nanoparticulas de gelatina.

La purificacion de los materiales de bajo peso molecular puede llevarse a cabo por el paso a
través de una columna de Sephandex® 50 usando una solucion de clorbutanol éter al 0.04%
wi/v, 0 agua bidestilada como diluente. Una columna empacada con BioGel® A-5 provee una
separacién suficientemente moderada de micelas de polisorbato y extrafios aglomerados de

gelatina de las nanoparticulas.

La produccion de nanoparticulas de albimina requiere una ligera modificacion del
procedimiento descrito anteriormente para las nanoparticulas de gelatina. La desolvatacion
puede llevarse a cabo con sulfato de amonio. La desolvatacion con etanol parece ser menos
favorable, debido al endurecimiento de estos sistemas obtenidos causando la formacién de
grandes agregados. El sulfato de sodio no es lo suficientemente soluble lo que ocasiona una
desolvatacion conveniente de suero de albumina humana. De cualquier forma el sulfato de
sodio puede ser usado para desolvatacion de suero de albumina humana si se encuentra
presente 2% de polisorbato 20, ya que el polisorbato 20 previene o disminuye la precipitacién
de macromoléculas de suero de albimina humana. El endurecimiento, la remocion del exceso
de agente endurecedor y la purificacién pueden llevarse a cabo usando agentes y métodos

similares a los de nanoparticulas de gelatina.

Las nanoparticulas de suero de albumina de bovino también pueden ser producidas usando
técnicas similares. Se ha encontrado que es necesaria una ligera acidificacion de la solucién
de suero de albimina de bovino, en orden de desolvatacién. La desolvatacion de una solucion
de caseina alcalina puede llevarse a cabo con &cido clorhidrico o con sulfato de sodio,
obteniéndose nanoparticulas de entre 500 y 120nm después de la liofilizacion y desolvatacion

del sistema y con la adicidn de un agente endurecedor.

Las nanoparticulas de etilcelulosa pueden ser obtenidas de una solucion al 1% de éstas
macromoléculas de tetracloruro de carbono con ciclohexano. (Donbrow 1991) (J. Kreuter
2002)
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7.9. PRODUCCION DE NANOPARTICULAS DE CARBOHIDRATOS

Las nanoparticulas de carbohidratos consisten de dextran acrilatado, maltodextran, manan, u
otro derivado de almidon los cuales se producen por polimerizacion del grupo acrilo de la
cadena después de la emulsificacion de una solucién acuosa de derivado de almidén en una

solucion de tolueno: cloroformo (4:1).

Q 0
3 5 /N Il
Polisacarido—0OH + CH,-CH-CH,-0-C-CH=CH,

HB.5
—00

3
Palisacatido —0-CH,~ CH-CH4-0-C-CH=CH,

Figura 19 Derivatizacion del polisacarido (J. Kreuter 2002)

La derivatizacion del polisacarido puede ser caracterizada por la expresion D-T-C. En esta
expresion el valor de D denota la concentracion de la macromolécula derivatizada (g/100mL
de solvente), el valor de T denota el valor total de la concentracién del monémero acrilico
(9/100mLde solvente) y C la concentracion del agente de entrecruzamiento expresada como

porcentaje (w/w) de la cantidad total de mondmero acrilico.

El farmaco y en algunos casos la bis acrilamida, son disueltos en la solucién de derivado de
almidén acriloilatado a pH de 8.5. Después de la adicion de una sustancia auxiliar como el
EDTA, peroxodisulfato de amonio, y poloxamero 188, esta fase acuosa es desoxigenada y
emulsificada en la mezcla de tolueno: cloroformo (4:1) antes mencionada, resultando una
emulsion W/O. La polimerizacion es iniciada por la adicion de N, N, N°, N"- tetrametil
etilendiamina, resultando nanoparticulas de aproximadamente 500 a 200nm. Estas
nanoparticulas pueden ser colectadas por centrifugacion. Son purificadas de los solventes

organicos por repetidos lavados con buffer de fosfatos.
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Figura 20 Representacion esquematica de la produccion de nanoparticulas de carbohidratos descrito por (J. Kreuter 2002).

Un método alternativo para la obtencion de estas nanoparticulas, es usando aceite de maiz o
aceite de algodén en lugar de la mezcla de tolueno/cloroformo. La solucion acuosa de
carbohidratos es emulsificada en estos aceites por agitacion, y el tamafio de estas gotitas
(particulas) es reducido por sonicacion por 40s en un bafio de hielo. Las micro gotitas resultantes
de la emulsion se vacian lentamente en acetona la cual contiene 0.1% de polisorbato 80 con
agitacion a 1000rpm. Esto lleva a la cristalizacion y formacion de particulas de carbohidratos.
Las particulas precipitan y estas se lavan con una solucion acuosa al 0.1% de polisorbato 80.
Finalmente estas son suspendidas en una solucion al 1% de polisorbato 80 en acetona y son
secadas a temperatura ambiente. Una repeticion continua del proceso descrito anteriormente

lleva a la formacion de nanoparticulas. (J. Kreuter 2002)
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7.10. PREPARACION DE BIOVECTORES SUPRAMOLECULARES.

Los biovectores supramoleculares (SMBVs) consisten de una nanoesfera de polisacaridos
rodeada de una bicapa de fosfolipidos. En un principio, estos sistemas fueron desarrollados
para simular la baja densidad de las lipoproteinas que son estructuras coloidales naturales que
se encuentran en circulacion y son designadas para el transporte in vivo de colesterol y

esteres de colesterol.
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Figura 21 Estructura esquematica de (a) una lipoproteina de baja densidad y de (b) un BioVector Supramolecular
(Boylan James 2002).

Los biovectores supramoleculares son preparados en varios pasos incluyendo la
funcionalizacion y el entrecruzamiento quimico de un polisacérido, la purificacion y el
lavado de los polisacéridos modificados, seguido de la fragmentacion de los polvos
resultantes bajo presiones elevadas para producir pequefias nanoparticulas de polisacaridos.

Finalmente, la bicapa lipidica es adsorbida en la superficie de las nanoparticulas.
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Figura 22 Principio de la preparacion de un Bio-Vector Supramolecular (Boylan James 2002).

Los polisacaridos metabolizables como el dextran y el almidon son usados para crear el
nacleo de los SMBV. Para lograr esto el polisacarido se entrecruza con reactivos
bifuncionales para producir un gel. El gel es entonces funcionalizado con ligandos que
confieren cierta carga negativa o positiva como una resina de intercambio ionico. La carga de
farmaco de las particulas de polisacdrido se puede lograr por medio de la interaccion
electrostatica. El gel funcionalizado se divide en pequefios fragmentos bajo presion elevada.
De esta manera, se pueden producir pequefias particulas de 30nm de didmetro. Las particulas
se secan bajo condiciones suaves y se dispersan en un solvente orgénico para lograr la union

de &cidos grasos en su superficie. La reaccion de acilacion se limita a la superficie de la
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particula cuando el disolvente organico no se hincha o penetrar en las particulas del
polisacarido. Para particulas muy pequefias, puede ser necesario repetir la acilacion varias
veces antes de que la superficie de la particula sea cubierta por los &cidos grasos. Por ultimo,
los lipidos son depositados en la superficie de las nanoparticulas de polisacérido
recubriéndolas de &cidos grasos unidos. Esto se consigue utilizando técnicas desarrolladas
para la preparacion de liposomas. La esterilizacion de las SMBVs puede llevarse a cabo por
filtracion estéril. Los SMBVs con recubrimiento cationico son especificamente disefiados

para la incorporacién de acidos nucléicos. (Boylan James 2002) (Wise 2000)
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Figura 23 Representacion esquematica de la preparacion de biovectores supramoleculares descrita en por (Boylan James
2002)
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7.11. PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE SUPERFICIE MODIFICADA.

En una administracion intravenosa, la distribucion en el cuerpo de las nanoparticulas es
controlada por las propiedades del tensoactivo. En efecto, a pesar del tamafio tan pequefio, las
nanoparticulas muestran una enorme area superficial especifica con la que se lleva a cabo la
interaccién con el medio que lo rodea el cual es especialmente importante para su destino in
vivo. De este modo la preparacion de la superficie de las nanoparticulas modificadas recibe
mucha atencién durante la Gltima década para producir nanoparticulas que son capaces de
circular por un largo periodo de tiempo en el torrente sanguineo como el primero, y mas
reciente, que logra una meta efectiva de un recurso o mejora la bioadesividad a la mucosa.

Las nanoparticulas que son capaces de circular por un largo tiempo en el torrente sanguineo
no deben ser reconocidas por los macréfagos del sistema fagocitario mononuclear. Para
lograr esta meta, el menor de uno de los dos mejores mecanismos conocidos involucrados en
el reconocimiento exterior de particulas por macréfagos debe ser evitado. Estos dos
mecanismos incluyen al opsonizacién de las particulas y la activacion del complemento, el
cual consiste de la adsorcion de proteinas y el reconocimiento subsecuente por macréfagos.
Una barrera de absorcion de proteinas puede lograrse por la creacién de una barrera eficiente
de impedimento estérico, por lo tanto, se tiene una capa de polimeros hidrofilicos adsorbidos

en la superficie de las nanoparticulas. (Dunn, Garnett y Davis 1997)

La capa de las nanoesferas con poli etilenglicol puede obtenerse primero por una adsorcion
simple de un tribloque de copolimeros de polietilenglicol-polipropilenglicol-polietilenglicol
en la superficie de las nanoesferas ya preparadas. Para mejorar la estabilidad de la capa de
poli etilenglicol, las nanoesferas son preparadas por nanoprecipitacién de evaporacion del
solvente de emulsificacion usando copolimeros de &cido poli lactico-co-poli etilenglicol o
por poli alquil cianoacrilato-co-poli etilenglicol. Finalmente el poli etilenglicol puede iniciar
la polimerizacion del alquilcianoacrilato para producir nanoparticulas de poli alquil

cianoacrilato con capa de poli etilenglicol, por polimerizacion en emulsion.

Para que las nanoparticulas sean capaces de escapar a la activacion del complemento, algunos
investigadores propusieron el recubrimiento de nanoesferas con heparina. Este compuesto,

que es un polisacéarido, es un inhibidor fisioldgico de la activacion del complemento in vivo.
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7.12.

Las nanoparticulas de poli (metacrilato de metilo) recubiertas con heparina son preparadas
por el método de polimerizacion en emulsion. (Boylan James 2002)

NANOPARTICULAS DE HIDROGEL

Las nanoparticulas de hidrogel han ganado considerable atencion en afios recientes como uno
de los méas prometedores sistemas de liberacién de farmacos debido a que Unicamente
potencializa la via combinando las caracteristicas del sistema hidrogel con una nanoparticula.

(Ver apéndice de Hidrogeles)

Estos sistemas ofrecen muchas ventajas en la liberacion de farmacos, principalmente
enfocados en incrementar la seguridad y la eficiencia del farmaco, por ejemplo previendo un
blanco en la liberacién del farmaco, mejorando la biodisponibilidad, extendiendo el afecto en
el 6rgano blanco, mejorando la estabilidad del agente terapéutico contra la degradacién

guimica y enzimatica.

Por definicion los hidrogeles son redes poliméricas con una configuracion tridimensional
capaz de absorber grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos. Esta afinidad de absorber
agua es atribuida a la presencia de grupos hidrofilicos como los grupos —~OH, -CONH, -
CONHj,, y —=SOsH en polimeros que forman estructuras de hidrogel. Debido a la contribucion
de estos grupos y al dominio en las redes, de esta manera el polimero es hidratado a
diferentes grados (algunas veces mas del 90% del peso total), dependiendo de la naturaleza
de medio acuoso y de la composicién del polimero. A pesar de esta gran afinidad de absorber
agua, los hidrogeles muestran un comportamiento de hinchamiento en lugar de comenzar a
disolverse en el medio que lo rodea como consecuencia del entrecruzamiento critico presente
en la estructura de los hidrogeles. Este entrecruzamiento se forma por dos principales
categorias que incluyen: i) las fisicas (enredandose o cristalizdndose) y ii) las quimicas (punto
de ligue y conexion). El entrecruzamiento en la red polimérica es provista de enlaces

covalentes, puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, o entrecruzamiento fisico.

Las nanoparticulas de hidrogel (NPs) (recientemente referidos como nanogeles) pueden ser
clasificadas en base al tipo de material polimérico usado en la preparacion de estas NP’s.
(Hamidi, Azadi y Rafiei 2008)
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7.12.1. Nanoparticulas de hidrogel a base de quitosan

El quitosan, o (1-4)-2-amino-2-deoxy B—D-glucano, es una forma diacetilada de la quitina,

un polisacarido abundante presente en el caparazon de los crustaceos. Desde el punto de vista

técnico es extremadamente importante que el quitosan sea hidrosoluble y con carga positiva.

Estas propiedades posibilitan a este polimero a interactuar con polimeros de carga negativa,

macromoléculas y con ciertos polianiones en contacto con el medio acuoso. Estas fuerzas

interactivas y la sol-gel resultante del estado de transicion han sido explorados con propésito

de la nano-encapsulacion. El potencial del quitosan para esta aplicacion especifica ha sido

impuesto anteriormente por la capacidad demostrada del quitosan para abrir una estrecha

conexién entre las células epiteliales a través de la pared epitelial. (Hamidi, Azadi y Rafiei
2008)

a)

b)

Nanoparticulas a base de quitosan con entrecruzamiento covalente

Ohya y sus colaboradores fueron los primeros en presentar datos que involucran a las
nanoesferas de quitosan con aplicacion en la liberacion de farmacos. Usando una
emulsion agua en aceite (w/0) observaron un entrecruzamiento del glutaraldehido en los
grupos amino del quitosan, produjeron nanoesferas cargadas de 5-fluoroacil (5-FU), un
farmaco anticancerigeno. Los derivados del 5-FU en la formulacién también contenian
un amino terminal, la adicion indiscriminada del glutaraldehido obligd al agente activo a
la polimerizacion entre las cadenas de quitosan, causando una inmovilizacién del

farmaco mayor que en la encapsulacion.

Nanoparticulas a base de quitosan con entrecruzamiento iénico

A no ser por la complejacién con polimeros de carga negativa, una propiedad interesante
del quitosan es su habilidad de gelificar en contacto con polianiones especiales, un
proceso referido como “gelacion ionotrépica”. Este proceso de gelacion se debe a la
formacion de inter e intra entrecruzamientos entre y con cadenas de polimero, mediado
por los polianiones. Mas recientemente las NPs de quitosan han sido desarrolladas
basadas en la gelacion ionotropica de quitosan con tripolifosfato (TPP), para la
encapsulacion de farmacos. Este ejemplo y la técnica directa involucra la adicion de una
fase alcalina (pH = 7-9) conteniendo tripolifosfato en una fase acida (pH = 4-6) que

contiene al quitosan. Las NPs son formadas inmediatamente sobre la mezcla de las dos
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fases a través de la union inter e intra molecular creado entre el TPP, fosfatos y grupos

amino del quitosan.

b.1) Nanoparticulas a base de quitosan preparadas por el método de desolvatacién
El uso de agentes de desolvatacion para la sintesis de particulas de quitosan surgié por
los estudios de microencapsulacion. Berthold y sus colaboradores fueron los primeros
en proponer el uso de sulfato de sodio como un agente precipitante para la formacion
de particulas de quitosan. De este modo se adiciond el sulfato de sodio dentro de una
solucion de quitosan y polisorbato 80 (usado como estabilizante para la suspension)
bajo la agitacion y ultrasonicacion. Aungue los investigadores llamaron microesferas a
la suspension resultante, el tamafio de las particulas resultantes esta en una interface
entre micro y nano (900 + 200nm). La encapsulacion de farmacos no se ha
demostrado, pero demostraron que en virtud de la carga positiva en la superficie de la
particula, son capaces de absorber cantidades significativas (superior al 30% del peso)

del corticoesteroide hidrofilico anidnico en la superficie de la particula.

b.2) Nanoparticulas a base de quitosan preparadas por el método de emulsion-
coalescencia
El método de coalescencia por emulsién, introducido por Tokumitsu y sus
colaboradores, utilizando el principio de emulsién por entrecruzamiento y por
precipitacion. En este método, en lugar del entrecruzamiento de las particulas estables,
la precipitacion es inducida por la coalescencia que se da entre las particulas de
quitosan con las particulas de NaOH. La emulsion estable contiene una solucién de
quitosan con el farmaco que va a ser cargado en parafina liquida. Al mismo tiempo, se
produce de la misma manera otra solucion estable de quitosan que contiene NaOH.
Cuando, finalmente, ambas emulsiones son mezcladas bajo agitacion a alta velocidad,
las gotitas de cada emulsion pueden ser colectadas al azar y coalescer, por eso las

gotitas de quitosan precipitan para dar pequefias particulas sélidas.

b.3) Nanoparticulas a base de quitosan preparadas por el método micelar inverso
Las micelas inversas son mezclas liquidas de agua, aceite y tensoactivo
termodindmicamente estables. Microscopicamente son homogéneos y consisten de
estructuras isotropicas de gotas acuosas en aceite separadas por una pelicula rica en

tensoactivo. Las NPs preparadas por el método convencional de emulsion por
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polimerizacidn, no solo son grandes (> 200nm), sino también tienen un amplio rango

de tamaio.

En este método, el tensoactivo es disuelto en un solvente organico para preparar

micelas inversas. A ésta, se le adicionan solucién acuosa de quitosan y el farmaco

gradualmente con agitacion constante para evitar cualquier turbidez. La fase acuosa es

regulada con un método semejante al que sigue una mezcla de una fase transparente de

una microemulsion.

Tenzozctivo
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Figura 24 Nanoparticulas de hidrogel a base de quitosan preparadas por el método micelar inverso descrito por (Hamidi,
Azadi y Rafiei 2008).
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La cantidad adicional de agua quizéas sea adicionada para obtener NPs de gran tamafio.
En esta solucion transparente el agente de entrecruzamiento es adicionado con
agitacion constante durante la noche. La maxima cantidad de farmaco que puede ser
disuelto en una micela inversa varia de farmaco a farmaco y tiene que ser determinada
por el incremento gradual de la cantidad de farmaco hasta que la solucién transparente
es transformada en una solucion traslucida. El solvente orgénico es, entonces,
evaporado para obtener una masa de farmaco micelar transparente. El material
remanente se dispersa en agua y entonces, por adicion de una sal conveniente, el
tensoactivo precipita. La mezcla es entonces sometida a centrifugacién. La solucién
sobrenadante es decantada, la cual contiene a las NPs cargadas de farmaco. La
dispersién acuosa es inmediatamente dializada a través de una membrana de dialisis

por aproximadamente 1hy el liquido es liofilizado con el farmaco en polvo.

b.4) Nanoparticulas a base de quitosan preparados por ensamblamiento via modificacion
guimica
El ensamblamiento de quitosan modificado quimicamente dentro de las NPs ha sido
investigado para la liberacién de macromoléculas. La conjugacion fraccional de poli
etilen glicol (PEG) via union de una amida para solubilizar al quitosan ha mostrado la
produccién de auto agregacion a pH basico. Estos agregados pueden atrapar insulina
seguido de la incubacion en un buffer salino de fosfatos (PBS), probablemente durante
las interacciones electrostaticas entre el mondémero de quitosan sin conjugar y los

residuos anidnicos de proteinas.

7.12.2. Nanoparticulas de hidrogel a base de alginato
Generalmente llamado, entrecruzamiento secuencial, y formacién de redes poliméricas,
resultantes en acarreadores de hidrogel estructurado para la liberacién de farmaco, como
micro y nanoparticulas sobre la adicion de contraiones de alginato. Cualquier posible
especie cationica puede iniciar la reaccion secuencial, pero el cloruro de calcio es el mas
usado por muchos investigadores. Los métodos de preparacion son usualmente
determinados con lo que propone el control del fenémeno de gelacién, lo que lleva a
desear un rango de tamafio dependiendo de varios factores incluyendo la concentracion y
viscosidad del alginato, la concentracion de contridnes, el paso de la adicion de la

solucion de contraiones a la solucidn de alginato, etc.
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7.12.3. Nanoparticulas de hidrogel a base de alcohol polivinilico

A finales de los 90°s, fueron preparadas NPs de PVA con el objetivo de liberar fa&rmaco
proteina/péptido usando una emulsion ciclica de aceite en agua seguido del
congelamiento-descongelamiento. En este estudio, la emulsién se pone a congelar a -20°
C, seguido de una fase de descongelamiento a temperatura ambiente.

Los compuestos heterogéneos estructurados involucran al PVA y tienen interés en el
campo de las nanoparticulas de hidrogel. Los poliésteres biodegradables consisten de
una cadena corta de poli lactona incrustados en el PVA o de carga modificada de
sulfobutil PVA (SB-PVA) que son preparados y usados como una nueva clase soluble en
agua registrados como poliésteres. Estos polimeros experimentan un auto
ensamblamiento espontaneo que produce NPs, de esta forma los complejos estables con
un cierto nimero de proteinas como la albdmina de suero humano, toxoide tetanico y
citocromo C. De cualquier modo, el desarrollo de nanoparticulas por polimeros

semejantes no requieren el uso de solventes o tensoactivos.

7.12.4. Nanoparticulas de hidrogel a base de oxido de polietileno y polietilen amina
Cuando se conduce a una solucién acuosa homogénea, la reaccion entre los grupos
amino de la polietilen amina (PEI) e imidazolilcarbonil produce el fin de la actividad del
oxido de polietileno (PEO) muy rapidamente, resultando en la produccion de hidrogeles
transparentes en solo 3-bmin. Esta gran cantidad de hidrogeles retiene grandes
cantidades de agua alcanzando aproximadamente 50 % del peso comparada con el de la
sustancia seca. Para obtener un sistema disperso fino, la reaccion de entrecruzamiento es
desarrollada por un método modificado de evaporacion-emulsificacion de solvente. De
acuerdo a este método, la solucién de PEO activada con diclorometano es emulsificada
en una solucién acuosa de PEI por sonicacion. El solvente organico es removido de la
mezcla al vacio, resultando en la formacién de una solucion clara. La mayoria de las
particulas de nano gel han tenido una densidad muy alta y pueden no ser fraccionados
por ultracentriugacion. Por lo tanto, la suspension de particulas de nano gel es

fraccionada con cromatografia de permeacion en gel. (Hamidi, Azadi y Rafiei 2008)
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7.12.5. Nanoparticulas de hidrogel a base de poli vinil pirrolidona
Baharalli y colaboradores han descrito un procedimiento para la preparacion de NPs de hidrogel a
base de PVP con un didmetro final menor a 100nm usando un nucleo acuoso de gotas de micela
inversa como nano reactores. Ya que las gotas de micela inversa son altamente monodispersadas y
el tamafio de las gotas puede ser controlado, las NPs preparadas usando un medio micelar inverso

son monodispersas idealmente con un estrecho tamafio de distribucion.
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8. METODOS DE CARACTERIZACION

Existe un gran nimero de métodos para caracterizar nanoparticulas. EI tamafio es el rasgo méas
destacado en las nanoparticulas, sin embargo otros pardmetros como la densidad, el peso
molecular y sus caracteristicas cristalinas tendrdn una gran influencia en sus propiedades de
liberacion y degradacion; al igual que las caracteristicas de su superficie, tales como la carga
en superficie, la hidrofilia y la lipofilia, que influirdn en la interaccion con el medio ambiente

después de su administracion a humanos y animales, y esto a su vez influira en su distribucion.

La informacion acerca de la estructura de las nanoparticulas se puede obtener por difraccion de
rayos X y métodos termoanaliticos., tales como la calorimetria diferencial de barrido (DSC),
analisis diferencial térmico (DTA), analisis gravimétrico térmico (TGA), analisis mecanico
térmico (TMA) y el analisis 6ptico térmico (TOA). (J. Kreuter 2002)

En la siguiente tabla se muestran los principales parametros asi como los métodos empleados

para dicho fin:

Tabla1l Meétodos de caracterizacion de nanoparticulas.

Parametro Método

Tamafio de nanoparticula Espectroscopia de correlacion de foton (PCS)
Microscopia electronica de barrido (SEM)
Microscopia electronica de transmision (ITEM)

Espectrometria de rayos X

Peso Molecular Cromatografia en gel
Densidad Picnometria de compresion de Helo
Cristalinidad Difraccion de rayos X

Calorimetria diferencial de barrido
Carga superficial Electroforesis
Hidrofobicidad Cromatografia de interaccién hidrofébica

Medicién del angulo de contacto

Ejemplificacién de los métodos de caracterizacion de acuerdo a J. Kreuter 2002
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8.1. Tamarnio de particula

El tamafo de particula y la distribucién del tamafio de particula son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su distribucién
in vivo, su destino biol6gico, su toxicidad, su capacidad de direccion, ademas de influenciar
en la carga de fArmaco y en la estabilidad de las nanoparticulas. La liberacion del farmaco
es afectada por el tamafio, esto se debe a que las particulas pequefias tienen una gran area
superficial lo que facilita una rapida liberacion a diferencia de particulas grandes que
poseen un mayor nucleo por lo que la difusion del farmaco sera lenta. (Mohanraj y Chen
2006)

La espectroscopia de correlacién de fotones (PCS) y la difraccion laser (LD) son las
técnicas mas utilizadas para medir tamafio de particula. La PCS (también conocida como
dinamic light scattering) mide la fluctuacién de la intensidad de la luz esparcida, la cual es
causada por el movimiento browniano de la particula. Por esta razon, el tamafio de particula
esta influenciado por la interaccién de las particulas con el medio en el que se encuentran,
por lo cual debe conocerse la viscosidad del medio. La precision de los tamafios de particula
mejora si se utilizan factores de esparcimiento derivados de la teoria de Mie. El calculo de
los factores de Mie requieren conocer el indice de refraccién de las particulas, el cual puede
sustituirse por el indice de refraccion del polimero con el cual se hayan fabricado las
nanoparticulas (J. Kreuter 2002). Este método abarca tamafios en un intervalo de pocos
nandmetros hasta 6 micras. La PCS es una buena herramienta para la caracterizacion de
nanoparticulas, pero no es una buena opcion para determinar tamafios de particulas muy
grandes. (Wolfgang 2001)

Por otra parte la MEB (Microscopia Electronica de Barrido) nos permite la observacion y
caracterizacion superficial de materiales, proporcionando informacion morfoldgica del
material analizado. Las principales ventajas del MEB son la alta resolucion (=100 A), la
gran profundidad de campo que le da la apariencia tridimensional a las imagenes y la

sencilla preparacion de las muestras (Grageda y Montesinos s.f.)
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8.2. Peso Molecular

El peso molecular de las nanoparticulas es principalmente determinado después de la
disolucién de las particulas en un solvente apropiado y la subsecuente cromatografia de
permeacion en gel. Con la técnica de cromatografia de gel que es necesario que el polimero
guede totalmente disuelto. Por esta razédn, la determinacion del peso molecular de los
polimeros entrecruzados y de las nanoparticulas de macromoléculas naturales no es posible.
(J. Kreuter 2002)

8.3. Densidad

La medicion de la densidad puede ser desarrollada por Picnometria de compresion de helio
y por centrifugacién de gradiente de densidad. La comparacion de estos dos métodos puede

ofrecer informacion acerca de la estructura interna de las nanoparticulas. (J. Kreuter 2002)

8.4. Cristalinidad

Con el andlisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se puede obtener informacion
cuantitativa y cualitativa acerca de los cambios fisicos y quimicos que ocurren en una
muestra. La DSC es ampliamente utilizada en la industria farmacéutica para determinar
puntos de fusion, pureza y la temperatura de transicion de los materiales, la cual depende
del peso molecular de la muestra y de su acomodo estructural (Chien 1992). Existen otros
pardmetros que pueden medirse con DSC, como por ejemplo, cristalizacion, cuantificacion

de la cristalinidad y formacién de polimorfos.

La DSC es una técnica analitica térmica que mide el flujo de calor intercambiado en una
muestra al variar su temperatura con lo que se puede caracterizar las propiedades fisicas y
energéticas de una sustancia; y por medio de esta es posible obtener informacion
cuantitativa acerca de los cambios exotérmicos, endotérmicos y la capacidad calorifica en

funcion de la temperatura y el tiempo.
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Los componentes simples pueden exhibir los siguientes comportamientos térmicos: fusion,
cristalizacion, ebullicién, sublimacién, transiciones vitreas y transiciones polimorficas, las

cuales pueden ser exotérmicas o endotérmicas (ver Tabla 3) (Clas, Dalton y Hancock 1999).

Tabla 2 Comportamientos térmicos observados por DSC

Endotérmicas Exotérmicas
Fusion Cristalizacion
Vaporizacion Condensacion
Sublimacion Solidificacion
Degradacion Oxidacién
Transicion vitrea Descomposicion

Differential Scanning Calorimetry: Applications in Drug Development. Pharm. Sci. Technol. Today
Clas, Dalton y Hancock, 1999. 311-320

8.5. Carga superficial

La carga superficial de las nanoparticulas es determinada cominmente por movilidad
electroforética. Una serie de métodos para la determinacién de este parametro, incluyen el
examen ultramicroscépico del movimiento de las nanoparticulas con patrones de difraccién
de luz laser, anemometria de laser Doppler, y la amplitud de la estructuracion de fase

ponderada

La carga superficial influye en la distribucion de las cargas (iones) alrededor de la particula
desarrollando un campo eléctrico formado por una carga circulante formado por: a) una
region interior donde los iones se encuentran frecuentemente enlazados (capa de Steren), y
b) una regién donde los iones estan menos enlazados (capa difusa) (L.Chiu Li 2002).
Ademas, esta carga superficial parece tener una mayor influencia en la absorcion de las
nanoparticulas de las células fagocitarias in vitro. La influencia de la distribucién de carga

in vivo parece ser mucho menos pronunciada. (J. Kreuter 2002)
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8.6. Hidrofobicidad

La Hidrofobicidad de la superficie de las nanoparticulas parece tener una influencia mucho
mayor sobre el cuerpo después de la distribucion de una inyeccion 1.V. que en la superficie
de carga. Existen dos métodos principales para la determinacion de la hidrofobicidad: la
medicion del angulo de contacto con el agua y la cromatografia de interaccion hidrofobica.
La medicion del angulo de contacto solo puede llevarse a cabo sobre una superficie plana, y
no directamente sobre las nanoparticulas hidratadas en su medio de dispersion. Por esta
razén, la cromatografia de interaccién hidrofdbica parece ser mejor, aunque mas laborioso:
la diferenciaciéon entre las nanoparticulas con diferentes propiedades puede obtenerse
mediante la carga de las particulas en columnas de alkyl-sepharose y con un eluente Triton
® con un gradiente X-100. (J. Kreuter 2002)

8.7. Otros métodos

8.7.1.Potencial zeta

La medida del potencial zeta permite hacer predicciones acerca de la estabilidad de la
dispersion coloidal. En general, la agregacion de las particulas es menor en aquellas que
estan cargadas (potencial zeta alto) debido a la repulsién eléctrica. Sin embargo, esta regla
no puede aplicarse estrictamente a los sistemas que contienen estabilizantes, ya que la
adsorcion de los estabilizantes disminuird el potencial zeta debido al cambio en la superficie

de la nanoparticula. (Wolfgang 2001) (Zeta-Meterinc. s.f.)

El potencial zeta de una nanoparticula es utilizado para caracterizar la carga de la
superficie; este refleja el potencial eléctrico de las particulas y es influenciado por la
composicion de la matriz y por el medio en el que son dispersadas. Como se muestra en la
siguiente tabla las nanoparticulas con potencial Z entre (+/-) 3mV son estables en
suspension y la carga en la superficie previene la agregacion de las particulas. El potencial
Z puede ser usado para determinar si un material con carga activa se encuentra encapsulado

en el centro de una nanoparticula o adsorbido en la superficie (Riddick 1968)
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Tabla 3. Estabilidad de suspensiones en base a su Potencial Z

Estabilidad Potencial Z (mV)
Muy buena -100 a -60
Buena -60 a -40
Moderada -40 a -30
Umbral de dispersién -30a-15
Umbral de aglomeracién -15a-10

Fuerte aglomeracion y
precipitacién
Tipo de estabilidad de acuerdo al potencial zeta Riddick, Controll of Colloid Satbility trough Zeta
Potential. Zeta-Meter Inc. New York. 1968

-5a+5

8.7.2.Encapsulacion de farmaco

La encapsulacion del farmaco se refiere a la eficiencia de la incorporacion del farmaco en la
matriz polimérica. Sin embargo, hay varias alternativas donde el farmaco puede ser
incorporado, y esto depende de la estructura del acarreador (micelas, micelas mixtas,
liposomas, etc.), del tamafio de particula, potencial zeta, modificacién de la superficie, etc.
El porcentaje de farmaco encapsulado dentro de la nanoparticula se reporta como porcentaje
de encapsulacion. Para determinar el porcentaje de encapsulacién se utilizan la
espectroscopia UV, HPLC entre otras. (Wolfgang 2001) (Clive 2006)

8.7.3.Liberacion del farmaco

Un estudio de liberacion in vitro revela informacion fundamental de la estructura de la
nanoparticula, asi como de la conducta de la formulacion a nivel molecular, posibles
interacciones entre el farmaco y el polimero, y su influencia en la velocidad y el mecanismo
de liberacion. Los métodos mas cominmente utilizados para sistemas nanoparticulados son
flujo continuo, filtracion, ultracentrifugacion y diélisis. Los estudios de liberacion van a
depender de factores como la temperatura del medio de disolucion, el pH, la velocidad de
agitacion y si el sistema se encuentra en condiciones sink (cuando la concentracion del
farmaco en el medio de disolucion es mucho menor que la solubilidad del farmaco). (Jung,
Kam y Breitenbach 2000) (Khan 1996)
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El mecanismo de liberacion de principios activos a partir de nanoparticulas puede verse en

tres etapas:

1. Una liberacién inicial de farmaco enlazada a la superficie de la nanoparticula; seguida
de,

2. Una liberacion difusional a través de la matriz de las nanoparticulas y a través de los
poros durante la degradacion de la matriz; y por ultimo,

3. Una liberacion erosional debido a la desintegracion de la matriz y disolucidn después
que la matriz pierde su integridad y es degradada a un tamafio suficiente para ser

solubilizada (Ramos, y otros 2007).

El proceso de liberacion de los farmacos a partir de nanoparticulas esta influenciado por el
mecanismo de liberacion, la solubilidad, el coeficiente de difusién y la velocidad de
degradacion de los materiales que conforman la matriz, pero también depende en gran parte
de la distribucion del principio activo el cual puede estar distribuido homogéneamente o

heterogéneamente (Mohanraj y Chen 2006)
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9. ASPECTOS FARMACEUTICOS

Debido a que las nanoparticulas estan destinados a ser utilizados como formas farmacéuticas
en los seres humanos, es necesario que, (1) estén libres de cualquier impureza potencialmente
toxica, (2) deben ser faciles de almacenar y administrar y, finalmente, (3) deben ser estériles si
se proveen para su uso parenteral. (De Jaeghere y E. 1999)

9.1. Purificacion.

Dependiendo del método de preparacidn, varias impurezas potencialmente toxicas pueden ser
encontradas en las suspensiones de nanoparticulas incluyendo solventes organicos, mondémeros
residuales, iniciadores de polimerizacién, electrolitos, tensoactivos, estabilizadores, y grandes
agregados poliméricos. La necesidad y el grado de purificacion dependen del objetivo final de

la formulacién desarrollada.

Aunque los agregados poliméricos pueden ser facilmente removidos por una simple filtracion a
través de filtros de vidrio, la eliminacion de impurezas requiere procedimientos mas
sofisticados. Los procedimientos mas cominmente reportados son la filtracién en gel, la
dialisis y la ultracentrifugacién. Sin embargo, estos métodos no son enteramente satisfactorios
ya que son restringidos a una escala de laboratorio o son incapaces de eliminar moléculas de

alto peso molecular. (Ver tabla 5).

La necesidad de encontrar una técnica eficiente de purificacion desde el punto de vista de
escalonamiento en la industria lleva al desarrollo de un método de filtracion de cruzamiento de
flujo. En esta técnica, usada por Alléman y cols., la suspension de nanoparticulas es filtrada a
través de membranas, donde la direccion del fluido es tangencial a la superficie de la
membrana. En contraste, con el método de filtracion perpendicular, se evita la obstruccion de
los filtros (Figura 39). Dependiendo del tipo de membrana usado, se puede llevar a cabo una
microfiltracion o ultrafiltracion. La suspension es sometida a varios ciclos de filtracion, ya que
con el filtrado se descartan componentes mas pequefios que los poros, asi como las impurezas.

En primer lugar, se obtiene una concentracion de la suspensién, entonces, se agrega agua al
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sistema, permitiendo asi que el volumen de la circulacién se mantenga constante (paso

hemodiafiltracion).
Esta técnica es féacil de usar y permite la purificacion répida de grandes cantidades de

nanoparticulas sin alterar su tamafo.

Tabla 1 Principales métodos para la purificacion de Nanoparticulas en un laboratorio .

Método Principio esquematico Inconvenientes
]
O
0'0
L e O Dificil remocion de impurezas de alto
Filtracion en gel

. peso molecular

]

e

Dificil remocidén de impurezas de alto

| peso molecular
Tardado
Dificultad para escalamiento

Dialisis

]
. g — Agregacion de particulas

Ultracentrifugacion ‘e : Tardado
=% ol Dificultad para escalamiento

e

Enciclopedia of Controlled Drug Delivery. De Jaeghere y E. John Wiley and Sons Inc. New York. 1999
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Figural Técnica de purificacion de fluido tangencial (De Jaeghere y E. 1999)

9.2. Secado por congelacién.

Si las nanoparticulas son almacenados como una suspension acuosa, puede ocurrir la
degradacion y o la solubilizacion del polimero, fuga de farmaco, desorcion del farmaco, y / o
degradacion del farmaco. El secado por congelacion (liofilizacién) representa probablemente
uno de los métodos mas (tiles para asegurar la conservacion a largo plazo de las nanoparticulas
poliméricas. Esta técnica implica la congelacién de la suspension y la posterior eliminacién de
su contenido de agua por sublimacion bajo presion reducida. Después de la desecacion
completa, las nanoparticulas se obtienen en un lugar seco de la de facil manejar y almacenar.
Las nanoparticulas secadas por congelaciéon suelen ser muy redispersables en el agua sin la
modificacion de sus propiedades fisico-quimicas. Debido a que las nanoparticulas son
producidas generalmente con tensoactivos o estabilizadores, la presencia de residuos de estos
compuestos en general, favorece la redispersion de las particulas. Sin embargo, en algunos
casos especificos, puede ser dificil que se logre la redispersion total del sistema. Por ejemplo,
los compuestos nanoencapsulados oleosos rodeados por una delgada pared polimérica tienden
a agregarse durante el secado por congelacion. De manera similar los problemas de agregacion
han sido reportados con nanoesferas hechas de varios materiales. Este problema se puede
evitar por la disociacién de estos sistemas en presencia de un apropiado agente lioprotector
como mono- o di-sacéridos (ej. trealosa, sucrosa, glucosa). EI mecanismo por el cual las
azucares protegen a las nanoparticulas durante el proceso de secado por congelacion es
frecuentemente referido en la literatura como un “pobre entendimiento”. Se sugiere que esto
comunmente se debe a que durante el secado por congelacion los azlcares pueden interactuar

con el soluto de interés (liposomas o proteinas) a través de puentes de hidrégeno. Como
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resultado el soluto puede ser mantenido en un estado “pseudo-hidratado” durante el paso de
deshidratacion por el secado por congelamiento, por lo tanto debe ser protegido del dafio
durante la deshidrataciéon y la subsecuente rehidratacion. Se debe tener cuidado, ya que el
azucar puede afectar la isotonicidad de la suspension final de nanoparticulas, y el siguiente
paso de ajuste de tonicidad puede ser requerido antes de la administracion parenteral u ocular.
(De Jaeghere y E. 1999)

9.3. Esterilizacion.

Las nanoparticulas que pretenden ser administradas via parenteral requieren ser estériles y
libres de pirdgenos. La esterilizacion con filtros de 0.22um no es adecuada para nanoparticulas
en suspension debido a que los microorganismos y las nanoparticulas generalmente tienen un
tamafio similar (0.25-1um). La esterilizacion puede llevarse cabo por otros sistemas
microparticulares, cualquiera de las dos usando condiciones asépticas durante la formulacion,
0 por un subsecuente tratamiento como el autoclave o radiacion-y. El tipo de tratamiento de
esterilizacion depende de la susceptibilidad fisica del sistema. El autoclave y la radiacion-y han
mostrado tener un impacto en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas en varios
sistemas, un ejemplo es la modificacion del tamafio de particula, la estabilidad y las
caracteristicas relacionadas con el farmaco. Hace algin tiempo, las modificaciones ocurrian
como consecuencia de rompimiento del entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, pero
pueden ser resultado de la alteraciéon de otros componentes como los agentes de superficie o

los mismos farmacos. (De Jaeghere y E. 1999)
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10.  APLICACION DE LAS NANOPARTICULAS EN
PREPARACIONES FARMACEUTICAS

10.1. PAPEL DE LAS NANOPARTICULAS EN FARMACIA

Después de que se comenzaron a desarrollar las nanoparticulas, su aplicacién para el disefio
de suministro de farmaco se puso a disposicion por el uso de polimeros biodegradables que
se considera que podria ser muy adecuado para aplicacion en el ser humano. En ese
momento, la investigacién sobre transportadores coloidales se centra principalmente en los
liposomas, pero nadie fue capaz de producir vesiculas estable de lipidos adecuados para
aplicaciones clinicas. En algunos casos, las nanoparticulas han demostrado ser mas activos
que los Liposomas debido a su mejor estabilidad. Esta es la razon por la cual en las Gltimas
décadas muchos medicamentos (por ejemplo, Antibidticos, antivirales y antiparasitarios,
citostaticos, proteinas y péptidos) se asociaron a nanoparticulas.

La revolucion que se ha dado en los ultimos afios para tratar de dosificar medicamentos de
manera mas efectiva, con menos efectos adversos y mas especificos ha sido uno de los
principales objetivos de las ciencias farmacéuticas. Los cientificos en la actualidad han
volteado la vista a tratar de mejorar los sistemas de liberacion de farmacos. Muchos de los
medicamentos actuales son bastante efectivos pero tienen que ser dosificados de manera mas
eficiente. La época en la que se administraban farmacos en grandes dosis para mantener un

efecto terapéutico por un corto tiempo esta cada vez mas cerca de terminar.

Los farmacos por su naturaleza quimica se enfrentan a grandes desafios en su paso por el
organismo. Lo anterior ha hecho que se desarrollen estrategias como lo son los dendrimeros,
la formacién de complejos, las ciclodextrinas, los recubrimientos de grénulos, los
recubrimientos de tabletas, los liposomas, la busqueda de polimorfos mas solubles, los
profarmacos, etc., con el fin de hacer llegar los farmacos a su sitio de accion de forma mas

eficaz y sin los efectos adversos que estos conllevan. (Ver en apéndice Tabla 17 y 18)
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10.2. APLICACION DE NANOPARTICULAS

Como se menciond anteriormente una gran variedad de farmacos se ha podido encapsular,
entre estos tenemos a los anticancerigenos, antibioticos, antituberculosos, hipoglucémicos,
por mencionar algunos. En la siguiente tabla se muestra una variedad de farmacos
encapsulados, desde antibidticos hasta farmacos con accion anticancerigena, que tienen la

capacidad de llegar a diferentes sitios blanco.

Tabla 1 Farmacos encapsulados, asi como sus diferentes sitios/microorganismos blanco.

Farmaco

Sitio / microorganismo
blanco

Referencia

Ampicilina

Anfotericina B
Ciprofloxacina
Doxorrubicina
Enalapril
Estradiol-benzoato
Fenil butazona
Gentamicida
Ibuprofeno
Indometacina
Miconazol
Paclitaxel
Rifabutina

Rifampicina
Triclosan

Vitamina E

Salmonella typhimurium
Listeria monocytogenes

Antibiético Fungicida
Infecciones intracelulares
Leucemias

Antihistaminico

Terapia Hormonal
Tratamiento del reumatismo
Antibiético amplio espectro
Analgésico y antipirético
Antiinflamatorio
Antimicético
Anticancerigeno
Tratamiento contra la
Toxoplasmosis
Tuberculosis
Antibacteriano en
enfermedades peri dentales
Antianémico

(Vauthier y Dubernet 2003)

(Espuelas, y otros 1997)
(Page-Clisson, y otros 1998)
(Vauthier y Dubernet 2003)
(Ahin, Kristi y Vrecer 2002)
(Hye-Young, y otros 2001)

(Alleman y Quintanar 1998)[2]
(J. Kreuter 2002)
(J. Kreuter 2002)
(Quintanar-Guerrero, y otros 1997)
(J. Kreuter 2002)
(Mu 'y Feng 2002)
(Dalencon, y otros 1997)

(Calleja, y otros 2003)
(Pifion-Segundo 2003)

(Quintanar-Guerrero, y otros 1997)

10.2.1. Citostaticos

Una de las aplicaciones mas prometedoras de nanoparticulas es su utilizacion como
soportes de los agentes antitumorales, debido a que las nanoparticulas de poli alquil
cianoacrilato muestran una tendencia a la acumulacion en ciertos tumores. Una de las
razones para ello podria ser el aumento de actividad endocitética mostrada por una
variedad de tumores. Esta mayor actividad endocit6tica puede ser una explicacion para el
aumento tan pronunciado en el aclaramiento de lipidos en la prueba de aclaracion de

Lipofundin ® en pacientes con cancer. Otra posible razén del aumento de la acumulacion
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tumoral es que las nanoparticulas se escapan en la vasculatura a través de fugas en el
tejido endotelial en el tumor, o que las paredes de los vasos sanguineos en el tumor poseen
una mayor bioadhesividad para las particulas, comparable a la observada en los o0jos
después de inflamacion. Este efecto puede conducir a la adsorcion de las nanoparticulas en
la superficie de los vasos sanguineos en el tumor.

Los resultados obtenidos con farmacos antitumorales acoplados a nanoparticles son muy
prometedores. (De Jaeghere y E. 1999) (Donbrow 1991)

10.2.2. Antibidticos

Los antibidticos usualmente exhiben una pobre capacidad par penetrar en las células
infectadas o una disminucion de su actividad en los compartimentos intracelulares. Por tal
motivo, sustancias cuyo desarrollo se ha detenido debido a sus propiedades
farmacocinéticas desfavorables podrian ser eficientes y disponibles, utilizando

nanoparticulas.

Por ejemplo, la ampicilina y la gentamicina fueron usados para obtener nanoparticulas de
poli isobutil cianoacrilato y poli isohexil cianoacrilato por polimerizacion de los
cianoacrilatos en presencia de los farmacos. La capacidad méaxima de transporte fue 184ug
de ampicilina/mg de polimero para nanoparticulas de poli isobutil cianoacrilato y 256 ug de
ampicilina/mg de polimero para nanoparticulas de poli isohexil cianoacrilato. En el caso de
la gentamicina, el 70% de una solucién de 30ug/ml se obtuvo de las nanoparticulas. La
tasa de liberacion de estos farmacos se estudié con y sin esterasas. Para las nanoparticulas
de poli isobutil cianoacrilato, la liberacion del fArmaco aumenta en un medio que contiene
esterasas. En contraste las nanoparticulas de poli isohexil cianoacrilato no muestran un
incremento causado por la degradacion enzimatica. Ambos farmacos retienen esta
actividad antimicrobiana después de ligarse a la particula. (De Jaeghere y E. 1999)
(Donbrow 1991)
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10.2.3. Vacunas

Como se mencion6 anteriormente, la captacion de particulas se lleva a cabo en la mucosa
intestinal, y se demostr6 que esta captacion se produce principalmente en la region
linfatica del intestino llamada placas de Peyer, a través de la accién de células epiteliales
especializadas, llamadas células M. Estas células juegan un papel determinante en la toma
de muestras y el transporte de antigenos luminales en los tejidos linfoides y de la

iniciacion de la respuesta inmunolégica adecuada.

Las primeras aplicaciones de nanoparticulas han sido como adyuvantes en las vacunas.
Birrenbach y Speiser desarrollaron el anticuerpo de respuesta en cobayas contra 1gG
humana y el toxoide tetanico significativamente por entrampamiento en nanoparticulas de
poli acrilato en comparacion con el adyuvante inmunol6gico estdndar de hidroxido de

aluminio o fosfato y comparables a las vacunas sin liquido adyuvante.

Casi al mismo tiempo, un adyuvante mas poderoso fue desarrollado por Kreuter y Speiser.
Este adyuvante fue producido por polimerizacion de metacrilato de metilo en un medio
acuoso libre de emulsificante, evitando asi el uso de emulsificadores que posiblemente
sean irritantes y de disolventes organicos. La polimerizacion se llevd a cabo por la

irradiacion de rayos gama o polimerizacion por calor.

Experimentos con nanoparticulas de poli metacrilato de metilo, copolimero de poli
metacrilato de metilo-2-hidroxietil-metacrilato), poliestireno, y poli alquil cianoacrilato
han demostrado que el efecto adyuvante de estas nanoparticulas poliméricas depende del
tamafio de particula y de su hidrofobicidad: un pequefio tamafio de particula y una alta
hidrofobicidad medible por un alto angulo de contacto con el agua conducen a una alta

respuesta significativa al anticuerpo. (De Jaeghere y E. 1999) (Donbrow 1991)
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10.3. APLICACION DE NANOPARTICULAS POR LAS DIFERENTES VIAS DE
ADMINISTRACION

10.3.1. Via intravenosa

La administracion 1.V. es atractiva porque los farmacos son llevados directamente hacia la
sangre para dar una respuesta inmediata, debido a que se mantienen altas concentraciones de
farmaco en sangre. Pero hay limitaciones como la biocompatilidad y tamafio de particula de los
farmacos inyectados; por ejemplo, algunas formas farmacéuticas al ser administradas bloguean
pequefios capilares, por lo tanto, se requieren particulas pequefias para una administracion

intravenosa. (Quintanar-G y Ganem-Q 2005)

En una administracién 1.V las NP son distribuidas en toda la circulacién sanguinea, llegando a
células del higado, bazo y médula ésea, como se observa en la Figura 40. Estas particulas no

bloguean los capilares debido a su tamafio nanométrico (menor a 1pum). (Hans AML 2002)

Figura 1l Endocitosis de NP en cultivos celulares observados con microscopia electrdnica de transmision. A) Interaccion de
nanoparticulas con la membrana de las células. B) Endocitosis delas nanoesferas. C) Nanoesferas en fagosomas (las flechas
indican la posicion de las nanoparticulas) (Hans AML 2002).
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Como el higado es un sitio de acumulacion, las NP son capturadas por las células Kupffer. La
interaccion de las NP con las células Kupffer abre posibilidades para el tratamiento de algunas
enfermedades parasitarias y bacterianas, porque las NP, después de una administracion 1.V.,
pueden ser fagocitadas por los macréfagos de la circulacién sanguinea y asi llegar a las células
infectadas (Kupffer) y liberar el farmaco. Si la comparamos con una forma farmacéutica
convencional, tendria ventaja, porque ésta llegaria en concentraciones minimas a los
macrofagos; problema que se puede resolver al encapsularlo dentro de nanoparticulas (NP).
(Barratt 2003)

Este tipo de infecciones intracelulares han sido establecidas como un campo de interés para la

liberacion de farmacos por medio de nanoesferas (NE). (Vauthier y Dubernet 2003)

Se han realizado varios experimentos y se ha comprobado que hay una mayor eficacia del
farmaco encapsulado en NP, que en una forma convencional (Barratt 2003); por ejemplo: se
han formulado NE cargadas de ampicilina contra el tratamiento de Listeria monocytogenes
(localizada en macrofagos de higado y bazo) y salmonelosis. Se hizo un estudio comparativo
en donde se administro; por un lado, NP cargadas de ampicilina; y por otro, una forma
farmacéutica convencional de ampicilina. Después de la administracion de NE, la actividad
terapéutica se incrementd en comparacion con la forma farmacéutica convencional, esto se
corroboré con un conteo bacterial, donde se determiné que habia una reduccién de la poblacion
bacteriana 20 veces menor con la administracion de NE en comparacion del farmaco libre.
(Vauthier y Dubernet 2003)

10.3.2. Viaoral

Muchos farmacos tienen poca biodisponibilidad cuando son administrados por esta via. Para
mejorar su biodisponibilidad se ha propuesto la administracion de sistemas nanoparticulados.
Guilles y cols. (1997) administraron NP por via oral en donde observaron que se quedaban
adheridas a la mucosa del TGI. Este proceso se realiza en diferentes pasos, como se observa en
la Figura 41. Primero, la suspensién de NP es administrada, llega al TGl e inmediatamente
entra en contacto con una porcion de la mucosa intestinal (paso Il). El concentrado de NP actla
como un reservorio y sélo una fraccion de las NP es adsorbida por la capa de la mucosa. Las

que no son retenidas en la porcion inicial del intestino transitan a través de éste (paso IlI),
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facilitdindose la absorcion en pequefias fracciones, las NP que no son atrapadas se eliminan por

las heces (paso V). (Gilles, Marie-Jeanne y Assia 1997)

Administracion Adsorcién
[ ] [ ]
. lumen § —  s=camino hinen
[ - \‘; | L o¥ ]
™ cho S a mucosa
epitelio \ epitelio
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Mucoadhesion Separacion
[ ] [ ]
; - PN o transito
? —»recomido i s, — —
A o XA “‘!*{, elimmacion
[ ] [ ]
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Paso III Paso IV Mucoadhesion

Figura 2 Comportamiento adhesivo de un sistema de particulas coloidales después de una administracion oral) (Gilles,
Marie-Jeanne y Assia 1997)

Se puede tener un efecto terapéutico prolongado debido a que las propiedades bioadhesivas de
las particulas podrian ser absorbidas sobre la mucosa intestinal e incrementar el tiempo de
residencia en el TGl y asi liberar lentamente el activo (Gilles, Marie-Jeanne y Assia 1997). El
encapsulamiento dentro de nanocapsulas (NC) mejora y prolonga el efecto terapéutico por la
ruta oral. Sin embargo, las propiedades bioadhesivas de las NP podrian tener interesantes
implicaciones para mejorar la pobre absorcion de farmacos pocos solubles, asi como proteger
la mucosa del TGI (Barratt 2003).

Algunos autores han apoyado la idea de que las nanoparticulas pueden mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos a base de péptidos o proteinas administrados por via oral.
La justificacion de esto se basa en que las nanoparticulas pueden proteger a estos
medicamentos l&biles de la degradacion enziméatica en el tracto gastrointestinal (TGI) y
mejorar su absorcion (1) mediante la optimizacion de su interaccion con el sitio de absorcion
en la pared intestinal o (2) directamente por el transporte a través de la mucosa intestinal a la

circulacion sistémica. Algunos ejemplos de nanoparticulas para administracion oral son:
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a) Vincamina: Las nanoparticulas de hexil cianoacrilato con vincamina fueron preparados por
Mamcent y col., su tamafio medio es 230nm. Cerca de 82mg de vincamina podrian ser
absorbidos por 1g de nanoparticulas. La relativa biodisponibilidad peroral de la preparacion de

nanoparticulas fue 162%, en comparacion con una solucion del farmaco.

b) Insulina: La insulina es encapsulado en nanoparticulas utilizando el método de Al Khouri y
col. La fase peptidica es mezclada directamente con la fase lipidica, que consiste de migliol
(Iml), isobutil cianoacrilato (0,125ml) y etanol (25ml). Esta fase lipofilica se afiade con una
jeringa a 50ml de un solucién acuosa al 0.25% de poloxamero 188 bajo agitacion, lo que
conducira a la formacién de nanocapsulas.

Estas nanocépsulas que contienen insulina inducen un importante efecto hipoglucemiante
durante varios dias en ayunas (hasta el dia 20 con 50 U/kg) y en ratas con diabetes (hasta el
sexto dia con 100 U/Kg). Esta larga duracion del efecto hipoglucemiante fue atribuido por
Damgé y col por el paso retardado de las nanoparticulas que contienen insulina a través de la
mucosa del intestino. Existe evidencia de que las nanoparticulas pueden ser capaces de pasar
por el lumen intestinal hacia el compartimiento sanguineo por medio de un camino
paracelular. La encapsulacion puede proteger a la insulina contra enzimas proteoliticas. Se ha
observado que la adsorcion de la insulina por nanoparticulas no reduce los niveles de glucosa

después de la administracion peroral.

10.3.3. Via subcutdnea

Esta ruta de administracién es comunmente usada cuando las propiedades farmacocinéticas de
un farmaco no son favorecidas por la administracion oral; los farmacos incluyen vehiculos
como: geles, implantes, inyecciones subcutaneas usando sistemas biodegradables. (Robinson
1987).
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Figura 3 Via de administracion subcutanea

10.3.4. Via ocular

Para el tratamiento de enfermedades oculares, la instilacion tépica es la mas escogida que otras
vias de administracion, porque se puede tener una alta absorcion de farmaco sobre el epitelio
corneal (Vargas y Delie s.f.), no solo maximiza la liberacién de farmacos a tejidos oculares
afectados, sino también minimiza los efectos sistémicos. De cualquier forma la aplicacion
topica de farmacos a los o0jos y su efectividad farmacoldgica se ve impedida significativamente
por la eficiencia de los mecanismos de proteccion fisiolégica, los de drenaje y circulacién
lagrimal. Cuando los fa&rmacos son instilados en solucién acuosa éstos son eliminados del area
precorneal de 1-2 minutos, después de la aplicacién, asi que una dosis menor del 3 % del total
penetra en el humor acuoso, y por ende, la accion del farmaco es corta y sera necesario aplicar
otra dosis. (Robinson 1987)

Debido al drenaje lagrimal y a la estructura hidrofébica del epitelio corneal, la
biodisponibilidad ocular predispone que las soluciones oftdlmicas resulten ineficientes. Por lo
tanto, se han experimentado con nuevos sistemas de entrega de farmacos, entre los cuéles, los
mas efectivos fueron las NP. Estos sistemas son capaces de encapsular y proteger el farmaco
contra la degradacion enzimatica y quimica, ademas de incrementar el transporte y tiempo de
vida media intraocular. Calvo y cols., 1994, realizaron NP de poli-e —caprolactona (PECL),
cargadas con ciclosporina A (Calvo, y otros 1994). Después, las administraron por via topica
en conejos, conjuntamente con una solucién oleosa. Las NP lograron mayores niveles de
concentracién, en comparacién con la solucion oleosa. Calvo y cols., 1994, suponen que las
NP fueron tomadas por las células del epitelio corneal, logrando una liberacién por un extenso

periodo de tiempo, ademas de ser bien toleradas.
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En otro experimento, algunos investigadores compararon el efecto después de la
administracion tépica de una dispersion de NP cargadas con policarpina por una parte, y de
una solucién (convencional) a conejos por via ocular. En los resultados comprobaron que las
NP tenian mayor retencion debido a su bioadhesividad en comparacion a la solucion
convencional. Indudablemente existe una clara ventaja sobre las formulaciones
convencionales, las cuales, son incapaces de mantener los niveles terapéuticos en estos tejidos.
Asimismo se detectaron bajos niveles de policarpina en sangre, lo cual, indica que se tienen

minimos efectos sistémicos.

10.3.5. Via nasal

Una alternativa para la administracion de las proteinas, los antigenos y los genes es la via
nasal. Esta ruta ofrece una serie de ventajas en comparacién con la administracion oral:
debido a su facil accesibilidad, a que la cantidad de fluidos en la cavidad nasal es muy baja, el
material absorbido por epitelio nasal tiene acceso directo a la circulacion sistémica, evitando

asi el paso a través del higado.
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Figura 4 Via de administracion nasal

Debido a estas caracteristicas, la via nasal se ha probado con éxito para la administracion de
péptidos de bajo peso molecular, como la calcitonina. Varios investigadores han propuesto
también la via nasal como una forma muy eficiente para la inmunizacion, ya que los antigenos
pueden ser concentrados localmente para una alta entrega en tejido nasal inmunol6gicamente

activo, conocido como tejido linfoide asociado (NALT) y, eventualmente, llega al tejido
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linfoide asociado a los bronquios (BALT). Tanto para la proteccién de las vias respiratorias
superiores y la potenciacion de la inmunidad sistémica se han documentado una serie de
antigenos. Ademas, hay pruebas suficientes de que, como en el caso de la via oral, en la
asociacion de antigenos a un adyuvante apropiado ayuda a inducir una inmunidad duradera.
(Tobio, y otros 1998)

10.3.6. Via pulmonar

En los ultimos afios, la absorcion de macromoléculas terapéuticas para administracién por via
pulmonar ha recibido gran atencion. La gran superficie alveolar adecuada para la absorcién
del farmaco, la barrera de bajo espesor epitelial, la vascularizacion y la relativamente baja
actividad proteolitica comparadas con otras vias de administracién, junto con la ausencia del
efecto de primer paso, hacen que la liberacién pulmonar de péptidos y proteinas sean un

objetivo destacado.

Superficie del pecho
Nanoparticulas -

magneticas |

Figura5 Viade administracion pulmonar

Sin embargo, las nanoparticulas recientemente se han propuesto como medios valiosos para el
transporte eficiente de farmacos por el epitelio pulmonar evitando la depuracién mucociliar no
deseada, como el mecanismo de fagocitosis. Sin embargo, la utilidad de las nanoparticulas
para la administracion pulmonar se ve gravemente perjudicada por su baja inercia debida a sus
dimensiones excesivamente pequefias, que las lleva a escapar de la deposicion del pulmoén y
ser predominantemente exhaladas. Ademas, el pequefio tamafio de las particulas lleva a la

agregacion de las particulas, haciendo que la manipulacion fisica de las nanoparticulas sea
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dificil en formas liquidas y en polvo seco. Para resolver estas limitantes se ha propuesto la
produccion de aspersores de polvo seco que contienen nanoparticula, que se disuelven en los
pulmones debido a que las dimensiones de las nanoparticulas poliméricas son lo
suficientemente pequefias para evitar el aclaramiento mucociliar y la fagocitosis. En este
sentido, una vez alcanzando el epitelio alveolar, las moléculas de gran tamafio no podria ser
capaz de cruzarlo, por lo tanto, el uso de nanoparticulas puede ser una forma ideal para la
administracion de proteinas por medio de la via pulmonar. (Grenha, Seijo y Remufian-Lépez
2005)

10.3.7. Via topica

Debido a que hay menos riesgo de tener efectos secundarios sistémicos, el tratamiento topico
de las enfermedades de la piel parece favorable, sin embargo, el estrato corneo contrarresta la
penetracion de algunos farmacos como los xenobi6ticos en la piel viable, y s6lo un pequefio

porcentaje del farmaco aplicado es absorbido.

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

efectos adversos del sol. (Miiller-Goyman 2004)

Por otra parte, se tendria una liberacion sostenida de principios activos irritantes en altas
concentraciones, ya que por otras vias no es posible administrarlos (intramuscular, oral o 1.V.)
porque el farmaco dafiaria al organismo. O bien, si se pretende administrar un farmaco por un
periodo prolongado y no se quiera tener dafios fisioldgicos, estos farmacos pueden ser
formulados en NP para ser administrados sobre la piel sin que tengan algun efecto irreversible.
(Miiller-Goyman 2004)

Los sistemas acarreadores de particulas pueden mejorar la penetracion cutanea de farmacos,
debido a que los lipidos de la piel en gran medida contribuyen a su penetracion. Entre estos
sistemas acarreadores encontramos a los liposomas, las nanoparticulas sélidas lipidicas (SLN),

los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLCs), las microesferas lipidicas, las
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microemulsiones, y las nanodispersiones de fase hexagonal las cuales se adhieren a la
superficie de la piel. (Radowski y Blaschke 2009)

El desarrollo de la nanotecnologia, y la creciente presencia de las particulas sub-micrénicas (y
otras estructuras de dimensiones similares) en formulaciones farmacéuticas y cosméticas
disefiadas para su aplicacion en la piel, son fundamentales para desarrollar técnicas que
evallen la deposicion local de estos materiales. Aunque la funcion principal de la piel es una
barrera de proteccidn, es importante determinar si las estructuras sub-micra pueden encontrar
su camino en y/o a través de este tejido, o si es que muestran una afinidad particular, por
ejemplo, por los componentes especificos de la piel, tales como los bellos y los foliculos de la

cual emergen los bellos. (Wu, y otros 2009)
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11. PRINCIPALES MATERIALES UTILIZADOS EN LA
ELABORACION DE NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas pueden ser preparadas a partir de diversos materiales como polimeros,

lipidos, proteinas o polisacaridos. La seleccién de la matriz depende de muchos factores,

incluyendo:

a) Tamafio de particula requerido

b) Propiedades inherentes del farmaco (ej. Solubilidad, estabilidad, etc.)

c) Caracteristicas de superficie como carga y permeabilidad

d) Grado de biodegradabilidad, de biocompatibilidad y de toxicidad
e) Perfil de liberacion del farmaco requerido

f)  Antigenicidad del producto final (Mohanraj y Chen 2006)

La elaboracién de nanoparticulas con fines farmacéuticos principalmente es a base de

polimeros y lipidos debido a las caracteristicas que le confieren estos materiales al sistema

acarreador: (Date, Joshi y Patravale 2007)

Tablal Comparacion de nanoparticulas poliméricas y nanoparticulas lipidicas

Nanoparticulas

SLN poliméricas

Liberacion parenteral Posible Posible
Liberacion oral Posible Posible
Liberacién de farmacos . .
hidrofilicos e hidrofébicos Si S
Estabilidad fisica +4++ +++
Estabilidad biolégica ++ +++
Biocompatibilidad +++ ++
Facil Esterilizacion ++ ++
Vectorizacion ++ ++
Carga de farmaco De baja a moderada ++
Facil comercializacion ++ +
Aceptacion de excipientes +++ +

+++ Alta  ++ Moderada + Baja

Parasitic diseases: Liposomes and polymeric nanoparticles versus lipid nanoparticles

Advanced Drug Delivery Reviews. Date, Joshi y Patravale. 2007
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De acuerdo a lo anterior es necesario conocer las caracteristicas de los principales ingredientes

empleados para la obtencion de éstas.

Las propiedades de los polimeros no solo estan relacionadas con su naturaleza quimica, sino
también con factores tales como la distribucion y magnitud de la cristalinidad (pueden existir
polimeros que sean totalmente amorfos pero no hay polimeros totalmente cristalinos), la
distribucion de longitudes de cadena, la naturaleza y cantidades de aditivo, por nombrar unos
cuantos. Estos factores modifican en alguna medida sus propiedades fisicas y quimica tales
como resistencia al desgarre, resistencia quimica, dureza, flamabilidad, etc. (Seymour 1995)
(Ureta 1989)

~ Regidn
amorfa
e m%
el TV

—% " Regitn
i cristalina

Figural Regiones amorfas y cristalinas en un polimero. La region cristalina tiene una organizacion ordenad de las
moléculas. Mientras mas elevada se la cristalinidad, mas duro y rigido, asi como menos ductil, sera el polimero (Ureta 1989).

El polimero fundido puede cristalizar formando dos regiones: la region cristalina y la amorfa.
En la region amorfa las cadenas se enmarafian en completo desorden, mientras que en la region
cristalina las cadenas estan dobladas varias veces en zig.zag y se encuentran alineadas
formando agrupaciones llamadas cristalitos. EI nimero y el tamafio, asi como la proporcién de

material amorfo, puede controlarse mediante la velocidad de enfriamiento. La velocidad de
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cristalizacion depende de factores como la flexibilidad de las cadenas poliméricas, las
condiciones de la cristalizacion y el grado o porcentaje de cristalizacion.

Ya que los polimeros son materiales viscoelasticos y sus propiedades dependen de la
temperatura (Tg), las moléculas de agua adsorbidas o la humedad, entre otras; y sus
propiedades pueden ser modificadas mediante aditivos, cargas, esfuerzos o la unién con otros
polimeros (mezclas o copolimeros), asi como mediante variantes en los procesos de
transformacion. (Seymour 1995) (Ureta 1989)

Tabla 2 Polimeros naturales y sintéticos usados en aplicaciones farmacéuticas:

Polimero Funcién Principal

Polimeros Naturales

Gelatina aglutinante, coacervacion
Acido alginico, Na Encapsulacion

Goma xantana, Goma arabiga matriz, aglutinante
Quitosan matriz, membrana

Polimeros sintéticos (derivados de celulosa)

Metil celulosa aglutinante, recubrimiento
Etil celulosa matriz, recubrimiento
Hidroxietil celulosa aglutinante, recubrimiento
Hidroxi propil celulosa aglutinante, recubrimiento
Hidroxietilmetil celulosa aglutinante, recubrimiento
Hidroxipropilmetil celulosa matriz, recubrimiento
Carboximetil celulosa de sodio aglutinante, desintegrante
Acetato de Celulosa Membrana

Acetato butirato de Celulosa Membrana

Acetato propionato de Celulosa Membrana

Acetato eftalato de Celulosa Entérico

Eftalato de Hidroxipropilmetil celulosa Entérico

100



Polimeros sintéticos

Resinas de intercambio i6nico (&cido
metacrilico, Matriz

poliestireno/divinilbenzeno sulfonatado)

Acido poli acrilico (Carbopol) matriz, bioadhesivo
Poli (MMA/MAA) Entérico

Poli (MMA/DEAMA) matriz, membrana
Poli (MMA/EA) Membrana

Poli (vinil acetato eftalato) Entérico

Alcohol polivinilico Matriz

Pirrolidina polivinilica Aglutinante

Acido poli lactico Biodegradable
Acido poli glicolico Biodegradable
Acido poli lactico/glicélico Biodegradable
Polietilen glicol Aglutinante
Polietilen oxido matriz, aglutinante
Poli dimetil silicona matriz, membrana
Poli hidroxietil metacrilato matriz, membrana
Poli etilen/vinil acetato matriz, membrana
Poli etilen/vinil alcohol matriz, membrana
Poli butadiona Adhesivo/matriz
Poli anhidrido Bioerosionable
Poli ortoester Biodegradable
Acido poli glutdmico Biodegradable

Polimeros, estructura, propiedades y aplicacién. Limusa, Mexico. Ureta E. 1989

Los polimeros sintéticos solubles han surgido como prometedores vehiculos de liberacién de
farmacos. Su aparicion ha sido mas versatil que los acarreadores microparticulados debido al

gran namero de posibles sitios blanco en el cuerpo.

Las caracteristicas ideales para un acarreador macromolecular de farmaco incluye una
adecuada capacidad de carga de fa&rmaco, retencidn de la carga de farmaco cuando se solubilice
en agua, alto peso molecular suficiente para permitir la filtracion glomerular, pero lo
suficientemente bajo como para llegar a todos los tipos celulares, acarreadores sin modificar no
capturados por el proceso de pinocitosis, acarreadores; un cruce estable de farmaco-acarreador

a los fluidos del cuerpo, pero degradables en los lisosomas; una baja biodegradabilidad de los
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acarreadores en los compartimentos extracelulares o degradacion en lisosomas; no toxicos; no

inmunogénicos; y generalmente biocompatibles. (Vasant y Mannfred 2004)

11.1. POLIMERO IDEAL SOLUBLE

De acuerdo a Duncan y Lloyd, un acarreador ideal de farmaco debe poseer las siguientes
caracteristicas: la union del farmaco-polimero debe mostrar una biodegradabilidad controlada,
un adecuado rango de peso molecular, posibilidad para incorporar residuos que puedan facilitar
la direccién y la eficiencia de la pinocitosis para capturar células blanco, ausencia de ningun

efecto toxico perjudicial, y nanopersistencia en el cuerpo.

Los polimeros que se unen a la superficie de las células es probable que también se unan a las
proteinas del plasma. Este hecho puede invariablemente alterar sus interacciones con las

células e, in vivo, puede llevar a la formacién de agregados.

11.2. POLIMEROS BIODEGRADABLES O BIOEROSIONABLES

La tasa de liberacién del farmaco por una matriz polimérica, o un dispositivo reservorio, se ha
determinado Unicamente por difusion. Se pensaba que la biodegradacién de los polimeros no
estaba bien definida y que era una variable experimental innecesaria. Posteriormente se dio un
interés en el desarrollo de polimeros biodegradables por dos razones. La primera, era por que
se quedaban materiales extrafios no degradables en el cuerpo por un periodo largo de tiempo,
lo que constituia un peligro toxicoldgico indeseable. La segunda, mientras que la difusién
controlada de liberacion es un medio excelente para lograr tasas de entrega predefinidas, estan

limitadas por la permeabilidad del polimero y las caracteristicas del farmaco.

Desde hace algln tiempo se encuentra literatura importante sobre la liberacion de farmaco a
partir de polimeros bioerosionables que han sido generados al retomar la atencién de los
polimeros biodegradables sintetizados como de costumbre. Se han desarrollado tres enfoques
bésicos: (1) la erosion de la superficie de los polimeros con la liberacion simultanea de
farmacos atrapados fisicamente, (2) la ruptura de los enlaces covalentes entre el polimero y los

farmacos ocurre dentro del polimero o en la superficie, seguido por la difusién del farmaco; y

102



(3) liberacion por difusién controlada del farmaco, con bioabsorcion del polimero hasta
después de que se termine el farmaco. El tercer enfoque evita cualquier reproducibilidad de la
tasa de bioerosion y de la dificultad de tratar de sincronizar la difusion y el proceso de
bioerosion para tratar de obtener una tasa de entrega especifica.

Tipo I
| o | ® | — | | |
XX X
|
R R R R [(®) ®©
Moléculas pecueiias
Tipo II - X X X
© © > (®)]
— X X HKor—
Tipo I —X | X | X— Moléculas pequeiias
X ® X — = ©
| |
R R
TipoTv = —=X—® —X—® — — x—0—S ©
Tipo V I l l I | |
X X X — X e a X
© © © ® © ®

Figura 2 Diferentes métodos de sistemas de liberacién de farmacos basados en polimeros biodegradables. (X es una
vinculacidn biolabil; D es la molécula de farmaco) (Vasant y Mannfred 2004)

Las propiedades fisicoquimicas especificas que contribuyen al grado de degradacion del

polimero son las siguientes:

1. La permeabilidad en agua y la solubilidad en agua, son un reflejo de la cantidad de
polimero libre y de su hidrofilicidad, la cual determinara el grado de hidrdlisis y si la
degradacion hidrolitica ocurre dentro o en la superficie. La autocatalisis del proceso de
degradacion es posible si los grupos acidos o basicos son producidos por la ruptura del

polimero, en el caso de polimeros y otros esteres.
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2. Cristalinidad del polimero, solo la fase amorfa del polimero es accesible a permeantes
(por ejemplo: agua, farmaco) y al ataque enzimatico.

3. Temperatura de transicion vitrea; la naturaleza elastica o vitrea puede estar reflejada en
su permeabilidad y en la movilidad de la cadena molecular. La movilidad de la cadena
parece ser un importante factor en la determinacién de la susceptibilidad del ataque
enzimatico. Ademas, la incapacidad de los fragmentos para difundir fuera del polimero
cristalino puede ampliar un proceso de autocatalisis hidrolitica. Esto puede contribuir
al grado de degradacién de polimeros tales como el &cido poli lactico y poli glicolico.

4. Dimensiones fisicas (ejemplo: tamafio y relacién volumen-superficie); estos parecen
ser significantes en las subsecuentes etapas de biodegradacién, cuando la fagocitosis

entra en juego.

De acuerdo a Sun y Watt, los factores que afectan la degradacion del polimero involucran
propiedades quimicas como la estructura del mondémero, lo cual afecta la labilidad del
rompimiento enlaces y la composicion del mondmero; las propiedades fisicas, tales como la
hidrofilicidad y la cristalinidad, son controladas por la composicién quimica de los monémeros
y las condiciones del proceso; el peso molecular del polimero; los factores geométricos de los
dispositivos poliméricos, como el tamafio, la forma y el area superficial; y los aditivos y
factores del medio, como el pH y la fuerza idnica. La degradacién de los polimeros
biodegradables que son sensibles al pH del medio (por ejemplo el &cido poli lactico-co-
glicolico) se degradan mas rapidamente en buffers muy alcalinos que en acidos y buffers
fisiologicos, los poli anhidridos se degradan mas rapidamente en condiciones basicas, y la

hidrolisis de poli (orto esteres) es catalizada por acidos. (Vasant y Mannfred 2004)

11.3. PRINCIPALES POLIMEROS EMPLEADOS EN LA PREPARACION DE

NANOPARTICULAS:

11.3.1. Poliésteres

Los poliésteres son atractivos para desarrollar sistemas inyectables de liberacién controlada

por su disponibilidad, biodegradabilidad, nula toxicidad, biocompatibilidad, y por ser

combinables con una amplia gama de principios activos (Ramos, y otros 2007).
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a) Acido poli lactico

El &cido poli lactico, PLA, es un polimero termopléastico, amorfo o semicristalino, que ha
sido ampliamente estudiado en aplicaciones como la liberacion controlada de farmacos,
suturas biodegradables y diferentes implantes para la fijacion de fracturas y para la
elaboracién de dispositivos vasculares.

Se obtiene mediante polimerizacién por apertura de anillo del dimero ciclico del &cido
lactico. EI mondmero tiene un carbono asimétrico por lo que es factible preparar polimeros
con diferentes tacticidades. Sus caracteristicas térmicas estan definidas por un elevado punto
de fusion (175-178° C) y una temperatura de transicion vitrea de 60-65° C. (Lunt 1998)

El D-L-poli lactico es un polimero amorfo ya que estd constituido por las dos formas
isométricas (D-L) del acido lactico. En este caso el polimero tiene baja resistencia a la
tensién, alta elongacion y una elevada velocidad de degradacion que hace que sea un
material muy atractivo para los sistemas de liberacién de farmacos. Se preparan también
copolimeros de L-PLA y D, L-PLA para disminuir la cristalinidad del polimero quiral y

acelerar el proceso de degradacion. (M., L. y C. 2009)

b) Acido poli lactico-co-glicolico

Se han usado para la liberacién de esteroides, agentes anticancerigenos, péptidos, proteinas,
antibioticos, anestésicos y vacunas. Sus propiedades fisicoquimicas vienen determinadas por
la arquitectura del copolimero y el peso molecular, aunque al tratarse de copolimeros la

composicién también juega un papel importante.
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Figura 3 Sintesis del poli (lactico-co-glicdlico)
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Aungue se han desarrollado dispositivos implantables en forma de pastilla 0 de pequefios
cilindros, desde hace pocos afios ha aumentado el uso de estos polimeros en forma de
inyectables conteniendo microesferas. La figura 48(a) muestra una micrografia en la que se
puede apreciar la homogeneidad de las microesferas, y la figura 48(b) su proceso de
degradacion al poderse en contacto con los fluidos del cuerpo produciendo fragmentos de

polimero més pequefios.

Figura 4 (a) microesferas de PLGA y (b) degradacién de una microparticula. (M., L. y C. 2009)

Con este sistema se ha elaborado un anticonceptivo inyectable que contiene microesferas
portadoras de esteroides. Los beneficios que proporciona este sistema son: una magnifica
biocompatibilidad, unida a una excelente reproducibilidad tanto en el proceso de

microencapsulacién como en el de liberacion del principio activo.

En otros casos, como es el de la liberacion de determinadas proteinas, péptidos o antigenos se
han encontrado problemas. Por ejemplo, en el caso de dispositivos que contienen la hormona
del crecimiento aparece una notable pérdida de actividad después de pocos dias, que se
atribuye a interacciones entre el polimero y la hormona. Por el contrario en otros casos, como
es el de la hormona luteinica, se han encontrado muy buenos resultados, debido a que los
polipéptidos de bajo peso molecular son muy estables tanto en presencia del copolimero

como de sus residuos de bioerosion. (Jain 2000)

¢) Acido poli glicélico
Es el poliéster alifatico lineal més simple. Es degradable hidroliticamente, y se utilizd para

desarrollar la primera sutura sintética totalmente absorbible, comercializada como Dexon en
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la década de los 70 por Davis y Geck, Inc. (Danbury, CT). También es empleado como

mecanismo de fijacion 6sea (clavos 6seos) que son conocidos con la marca comercial Biofix.

Mediante la dimerizacion del &cido glicélico se obtiene el monémero, el cual polimeriza por
apertura de anillo produciendo un material de alto peso molecular y con un porcentaje de
monomero residual comprendido entre el 1%y el 3 %.
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Figura 5 Sintesis del poli (acido glicolico) PGA

Las fibras obtenidas a partir de PGA se caracterizan por su alta fuerza, pero son demasiado
rigidas para ser usadas como suturas exceptuando si se usan en forma de material trenzado.
En este sentido, el mondmero del poli (&cido glicolico) se copolimeriza con otros mondmeros

para reducir la rigidez de las fibras resultantes.

Al igual que el &cido poli lactico se degrada en el organismo dando una sustancia no toxica

que es metabolizada de la misma manera por el ciclo del &cido citrico.

11.3.2. Polimeros naturales

El uso de polimeros naturales sigue siendo un importante area de investigacion, a pesar del
gran desarrollo producido durante los Ultimos afios en el campo de los polimeros
biocompatibles y biodegradables de origen sintético. La ventaja de los polimeros de origen
natural es que son mas biocompatibles, se obtienen facilmente y no son demasiados caros,
ademas son facilmente modificables quimicamente. Se suele hacer una clasificacion de estos

polimeros basada en su estructura quimica:

- Polimeros de tipo proteinico: colageno, gelatina, glicoproteina

- Polimeros de tipo carbohidrato: almiddn, dextrano, quitina y acido hialurénico.
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b)

c)

d)

La mayor parte de ellos pueden ser fabricados en forma de discos, films o microesferas, pero

también se pueden unir covalentemente a farmacos.

Gelatina

Se obtienen a partir del colageno por hidro6lisis parcial, consiguiéndose con este proceso la
transformacién del material fibroso en una proteina soluble en agua. Este polimero ha sido
muy estudiado como agente encapsulante para la fabricacion de sistemas de liberacion de
farmacos. Un producto basado en este polimero (Gelfoam) se emplea como homeostato en

muchos procesos quirdrgicos.

Albamina

Las microesferas basadas en albimina han sido muy investigadas en este campo. Puesto que
la albimina es soluble en agua, lo primero que se debe hacer para utilizarlas como
microesferas es disminuir su solubilidad, para ello existen dos procesos, la desnaturalizacién
de la proteina (70-90°C) o el entrecruzamiento con glutaraldehido. Mediante ambos se
pueden obtener microesferas porosas con perfiles de liberacion constante. Se ha confirmado
la posibilidad de liberar un gran nimero de farmacos mediantes estas microesferas de

albUmina: corticoesteroides, antibiéticos, péptidos y proteinas.

Fibrina

Es una proteina natural que se aisla a partir del plasma sanguineo. Para evitar su rapida
degradacion se entrecruza con formaldehido o glutaraldehido. Se han hecho muchos estudios
sobre la biocompatibilidad de la fibrina, no obteniéndose ningin tipo de respuesta
inmunoldgica frente al implante. Se degrada mediante reaccion enzimética y mediante
fagocitosis. Se utiliza como remplazamiento tisular temporal, y en muchos otros campos:

artroplastia, desprendimiento retiniano, sellante quirdrgico etc.

Polisacéaridos

El Quitosan es un polisacérido natural biodegradable; biocompatible, no toxico y un
excelente formador de peliculas (filmdgeno). Debido a su buena solubilidad puede ser
modificado quimicamente en diferentes formas y presentaciones (fibras, pelicula, capsulas,

recubrimientos), su campo de aplicacién se extiende desde su uso en el tratamiento de aguas
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residuales hasta la produccion de productos especiales en la medicina. Se usa mucho en

formulaciones para liberacion de farmacos. (Skaugrud, y otros 1999)

El Quitosan se obtiene en la actualidad en todo el mundo Unica y exclusivamente a través de
desacetilacion de Quitina de caparazones de camarones y gambas.
Dado que la disponibilidad de la Quitina es temporal y con ello limitada, la produccion de

Quitina a través de hongos para la produccion de Quitosan crece en importancia.

Figura 6 Estructura del quitosan

11.3.3. Polimeros sintéticos

a) Poli vinil pirrolidona (PVP):
La PVP es usado en aplicaciones farmacéuticas, como aglutinante o como agente
espesante. Ademas la PVP forma complejos con algunos farmacos como la aspirina, el
acetaminofen, sulfatiazol, y benzocaina, y los complejos pueden ser usados para liberacion
sostenida de formulaciones de uso topico. La PVP también forma coprecipitantes con
algunos farmacos poco solubles en agua en una dispersion solida, mejorando la
solubilidad. La PVP tiene excelentes propiedades para la formacion de peliculas claras,

transparentes y duras.

b) Eudragit:
Los polimeros de Eudragit tienen una estructura base con otros monémeros funcionales,

la cual provee un area de aplicacion especial. Los Eudragit son usados para recubrimiento

de pelicula.
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También se pueden emplear polimeros como:

- Almidén poli acrilico

- Copolimero poli acrilico

- Dextran poli acrilico

- Etil celulosa

- Poli (alquil cianoacrilato)

- Poli (butil cianoacrilato)

- Poli (D,L-lactato)

- Poli (dietilmetildenen malonato)
- Poli (etil cianoacrilato)

- Poli (hexil cianoacrilato)

- Poli (isobutil cianoacrilato

- Poli (isohexil cianoacrilato)

- Poli (metil cianoacrilato)

- Poli (metil metacrilato)

- Poli (No, Ne-L-lisin-ditereftalato)
- Poliacrilamida

- Poli-e-caprolactam

- Poliglutaraldehido
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11.4. INGREDIENTES PARA LA ELABORACION DE NANOPARTICULAS SOLIDAS
LIPIDICAS (SLN)

Los ingredientes para la preparacion de éstas SLN incluyen los lipidos, emulsificadores, agua,
y dependiendo del medio solvente. La matriz de los SLN incluye lipidos naturales o sintéticos
los cuales pueden ser degradados, incluyendo triglicéridos (acido triesteranico, acido
tripalmitico, &cido trilaurico), esteroides (colesterol) y ceras, algunos ejemplos se muestran en
la siguiente tabla (Jun y Shi-wen 2007).

Tabla 3 Lipidos usados para la elaboracion de Nanoparticulas Solidas Lipidicas (SLN) .

Lipidos

Triglicéridos Tricaprin
Trilaurin
Tripalmitina
Tristerina
Lipidos sélidos Witepsol ®
Gliceril monoestearato (Imwitor ®)
Gliceril behenato (Compritol ®)
Gliceril palmitoesterato (Precirol ®)
Acido estearico Acido palmitico
Acido behenico
New research on development of solid lipid nanoparticles. Journal of Medical College of PLA. Jun y Shi-wen.
2007. 385-390.

11.5. TENSOACTIVOS MAS EMPLEADOS EN LA PREPARACION DE
NANOPARTICULAS

Algunos de los métodos de preparacion de nanoparticulas cominmente usan tensoactivos,
estos tensoactivos adicionados a la fase acuosa juegan un papel importante en la formacion de
la particula, debido a que estos estan presentes en la capa limite entre la fase acuosa y la fase
orgénica durante la formacion de la particula. El tensoactivo puede ser incorporado dentro de
la matriz polimérica de la nanoparticula de la interface o ser adsorbido debido a las
interacciones ionicas o hidrofobicas, lo cual modifica propiedades de la nanoparticula como su
tamafo, el potencial zeta, la hidrofilicidad/hidrofobicidad, la carga de la superficie, la

adhesion, etc.
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El tipo de tensoactivo y su concentracion son de gran impacto en la calidad de la dispersion,
debido a que reducen la tension superficial y facilitan la particion de las particulas durante la
homogenizacion. El tipo de tensoactivo usado va a depender de la naturaleza del material a
emplear para la elaboracion de las nanoparticulas, algunos ejemplos de estos tensoactivos se
muestran en la siguiente tabla (Mehnert y Mader 2001):

Tabla 4 Tensoactivos y cotensoactivos utilizados para la elaboracion de nanoparticulas

Tensoactivos Cotensoactivos
Poloxamero 188 Acido taurocolico, sal sddica
Poloxamero 182 Acido taurodexicdlico, sal sodica
Poloxamero 407 Butanol
Lecitina de soya (Lipoid ® S 75, Acido butirico
Lipoid ® S 100)

Lecitina (Lipoid ® E 80) Dioctil sulfosuccinato de sodio
Fosfatidilcolina (Epikuron ® 170, Acido monooctil fosférico de
200) sodio

Poloxamina 908

Tyloxapol
Polisorbato 20
Polisorbato 60
Polisorbato 80
Alcohol polivinilico
Solid lipid nanoparticles. Production, characterization and applications. Advanced Drug Delivery
Reviews. Mehnert y Méder. 2001. 165-196.

Uno de los tensoactivos mas empleados es el alcohol polivinilico (PVA), ya que funciona
como un coloide protector para los glébulos de la emulsiéon formada durante la preparacion de
las nanoparticulas. Las particulas de PVVA se encuentran adsorbidas formando una capa estable
en la superficie de las nanoparticulas lo cual permite una facil redispersion cuando las

nanoparticulas han sido liofilizadas.

11.6. SOLVENTES

El empleo de solventes va a depender del método para la elaboracion de nanoparticulas, ya que
en algunos métodos es necesario emplear solventes miscibles en agua y en otras ocasiones se
va a necesitar un solvente inmiscible en agua; ademéas de que su uso esta limitado a aquellos

solventes que no representan algun nivel toxico elevado para su uso en humanos.

112



Los residuos de solventes en la industria farmacéutica son definidos como quimicos organicos
volétiles que son usados o producidos en la manufactura de farmacos o excipientes y en la
preparacion de productos farmacéuticos. Los solventes empleados son removidos pero no son

completamente eliminados.

Los solventes han sido clasificados en base a su toxicidad en tres clases:

Clase 1: Son solventes conocidos como agentes carcin6genos en humanos y peligrosos en el

medio ambiente, por lo que seran evitados en la produccion de farmacos y excipientes:

Tabla5 Ejemplos de solventes empleados en la industria farmacéutica

Concentracion

Solvente limite (ppm) Riesgo
Benceno 2 Carcindgeno
Tetracloruro de 4 Téxico y peligro
carbono ambiental
1,2-dicloroetano 5 Toxico
1,1,1- Peligro
tricloroetano 1500 ambiental

ICHHT Guideline - Q3C (R3), 2005 - gaylordchemical.com. Committee s.f.

Clase 2: En esta clase se encuentran solventes que son agentes carcin6genos en animales, no
genotoxicos o posibles causantes de una toxicidad irrelevante como neurotoxicidad o
teratogenicidad siendo también solventes sospechosos de otras toxicidades significativas pero
reversibles. Se limitara el uso de estos solventes y se cuantificard al final del proceso de
manufactura para determinar si los residuos se encuentran dentro de los limites establecidos

para cada uno de ellos:
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Tabla 6 Ejemplos de solventes Clase 2 empleados en la industria farmacéutica (Committee

s.f.)
Solvente PDE (mg/dia) Concentracion limite

(ppm)
Acetonitrilo 4.1 410
Clorobenceno 3.6 360
Cloroformo 0.6 60
Ciclohexano 38.8 3880
1,2-dicloroetano 18.7 1870
Diclorometano 6.0 600
N,N-dimetilacetamida 10.9 1090
N,N-dimetilformamida 8.8 880
1,4-dioxano 3.8 380
Etilenglicol 6.2 620
2-etoxietanol 1.6 160
Formamida 2.2 220
Hexano 2.9 290
Metanol 30.0 3000
Metil butil cetona 0.5 50
Metilciclohexano 11.8 1180
Piridina 2.0 200
Tolueno 8.9 890
1,1,2-tricloroeteno 0.8 80
Xileno* 21.7 2170

*Usualmente 60% m-xileno, 14% p-xileno, 9% o-xileno con 17% etilbenceno
ICHHT Guideline - Q3C (R3), 2005 - gaylordchemical.com.
Committee s.f.

Clase 3: En esta clase se encuentran los solventes con baja toxicidad para los humanos, no hay
limite de exposicion necesario. Los solventes de clase 3 tienen una exposicion diaria permitida
(PDE) de 50mg por dia 0 mas. (Committee s.f.)

Tabla 7 Ejemplos de solventes clase 3 en la industria farmacéutica (Committee s.f.)

Solventes
1-pentanol 1-propanol 2-metil-1-propanol
Acetato de etilo Acetato de isobutilo Acetato de isopropilo
Acetato de metilo Acetona Acido acético
Acido férmico Acido formico Anisol
Butanol Butil acetato Dimetilsulfoxido
Etanol Etil acetato Etil éter
Heptano Isobutil acetato Isopropil acetato
Metil acetato Metil etil cetona Metil etil cetona
Metil isobutil cetona Pentano Propanol
Propilacetato Ter-butilmetil éter Tetrahidrofurano

ICHHT Guideline - Q3C (R3), 2005 - gaylordchemical.com. Committee s.f.
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12.  CONCLUSIONES

Se elaboré un documento que esquematiza los métodos mas importantes de preparacion de
nanoparticulas farmacéuticas, con el cual se logra una mejor comprension de cada uno de ellos

para que sea un referente para nanotecndlogos.

Los métodos de fabricacion de nanoparticulas que se escogieron para este trabajo fueron
recopilados en libros y revistas de corte cientifico y de importancia internacional. Por lo que la
informacién que aqui se presenta muestra con gran precision los avances mas recientes en la

materia.

Este trabajo se centré en los métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas, lipidicas y
de polisacaridos. Por considerar estos materiales los mas usados actualmente por los

tecndlogos farmacéuticos dedicados a la elaboracion de estos acarreadores submicrénicos.

Los usos que se le dan a las nanoparticulas es adn limitado, es a nuestro parecer un tema de
discusion con bastante contenido; cada dia se utilizan estos sistemas para combatir diferentes
males que aquejan al ser humano y cada vez son mas los usos que se le han dado, asi como las
vias y tipos de farmacos. El limite no se ve cercano, y ese es el motor que nos mueve a seguir

en este camino excitante y de grandes retos.
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13. APENDICES

13.1. INFORMACION COMPLEMENTARIA

Tabla 1l Influencia de la concentracion del monémero, concentracién del iniciador, y

temperatura en el tamafio de particula de nanoparticulas de poli (metacrilato de metilo).

Tamario de particula (nm)

Concentracion
de Peroxodisulfato de

Concentracion de metacrilato de metilo (mmol) a dos temperaturas (°C)

Potasio
(mmol) 10 33.75 80 156.25
65° 85° 65° 85° 65° 85° 65° 85°
0.3 85 72 129 128 181 170 256 265
1.65 98 88 151 169 212 193 248 248
3.0 92 72 135 149 223 177 250 258

Encyclopedia of pharmaceutical technology. Boylan James. Marcel Dekker Inc. New York. 2002

Tabla 2 Influencia de los estabilizantes y el medio 4cido en el tamafio de particula de
nanoparticulas de polibutilcianoacrilato.

Tensoactivo

Concentracién

Tipo de acido

Tamafio de particula

(% wiv) (0.01N, pH 2.25) (nm)
Dextran 70 0.05 HCL 212
0.5 HCL 148
1.0 HCL 138
25 HCL 126
Dextran 40 0.05 HCL 243
0.5 HCL 145
1.0 HCL 134
25 HCL 131
Dextran 10 0.05 HCL 770
0.5 HCL 168
1.0 HCL 139
25 HCL 109
B-Ciclodextrina 0.75 HCL 3450
1.0 HCL 3000
1.75 HCL 2700
Polisorbato 20 0.5 HCL 51.58
Polisorbato 40 0.5 HCL 46
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Polisorbato 60 0.5 HCL 38

Poloxamero 184 0.5 HCL 254
Poloxamero 188 0.5 HCL 160
Poloxamero 237 0.5 HCL 118
Poloxamero 238 0.5 HCL 71
Poloxamero 338 0.5 HCL 73
Dextran 70 0.5 Citrico 131
0.5 Sulfdrico 176

0.5 Nitrico 158

0.5 Acético 811

0.5 Fosférico 219

Encyclopedia of pharmaceutical technology. Boylan James. Marcel Dekker Inc. New York. 2002

Tabla 3 Nanoparticulas de copolimero acrilico.

% Diametro
. (nm)

Composicion

Metacrilato de metilo, y 66.6 360
2-hidroxietil metacrilato 33.3

Metacrilato de metilo, y 50 200
2-hidroxietil metacrilato 50

Metacrilato de metilo, 53 40
2-hidroxietil metacrilato, 30
4cido metacrilico, y 10
dimetacrilato de etilenglicol 7

Metacrilato de metilo, 33 80
2-hidroxietil metacrilato, 25
acido metacrilico 10
acrilamida, y 25
dimetacrilato de etilenglicol 7

2-Hidroxietil metacrilato, 70 150
4cido metacrilico, y 20
N,N"-dimetilenacrilamida 10

2-Hidroxietil metacrilato, 30 60
acrilamida, 30
N,N’-dimetilenacrilamida, y 30
4cido metacrilico 10

Preparation techniques and mechanism of formation of biodegradable nanoparticles from mechanism of
formation of biodegradable nanoparticles from preformed polymers. Alleman y Quintanar. Drug
Developed and Industrial Pharmacy. 1998. 1113-1117
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Tabla 4 Medicamentos y productos médicos nanotecnolégicos aprobados por la FDA

PRODUCTO/FABRICANTE

Albraxane
American BioScience, Inc.

Daxil
Ortho Biotech Products

Emend
Merck —tecnologia bajo licencia de

Rapamune
Wyeth —tecnologia bajo licencia de
Elan

Silcryst Nucryst Pharmaceuticals/
producto distribuido por
Smith&Nephew como Asticoat

SilvaGard
AcryMed, Inc.

TriCor
Abbott Laboratories —tecnologia
bajo licencia de Elan

Verigene
Nanosphere, Inc.

Aprobacion de la FDA

Enero de 2005

1999

Aprobado

2000

Comercialmente
disponible desde

1998.

(La FDA lo aproh6 para
Su Uso sin prescripcion
en 2001.)

Diciembre de 2005

Noviembre de 2004

Pendiente aprobacién
hasta 2006

PROPOSITO

Nano-particulas que contienen placlitaxel, que
aumenta la cantidad medicamento anticancerosa
disponible, para matar células cancerigenas en
la mama.

Sistemas de suministro de nanoparticulas
basado en lipomas recubiertos con polimeros,
conocido como "Stealth” (El furtivo). Daxil es
el primer producto que incorpora esta
tecnologia para el tratamiento de cancer de
ovarios.

Version nano-particulada del medicamento
Aprepitant, un antiemético, utilizado para
prevenir la nausea en los pacientes de cancer
que reciben quimioterapia

Formulacion nano-particulada de Sirolimus
(Rapamune) para prevenir el rechazo en
pacientes que reciben trasplantes de 6rganos.

Plata nano-cristalina incorporada en los
recubrimientos de las heridas por sus
propiedades antimicrobianas.

Catéter recubierto con nano-particulas
antimicrobianas de plata para el uso interno en
el cuerpo.

Formulacion nano-particulada del TriCor (un
farmaco para tratar el colesterol alto).

Plataforma In vitro para probar muestras de
sangre o saliva en la deteccidn de &cidos
nucléicos y proteinas que tengan
concentraciones extremadamente bajas.

Medicina nanotecnoldgiaca. Aplicaciones médicas de las nanotecnologias. ETCGROUP s.f.
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Tabla5 Farmacos y materiales biol6gicamente activos vinculados a nanoparticulas
(incorporacion o adsorcion).

Farmaco Polimero
Adenina Poli (isoexil cianoacrilato)
Amicacina Poli (butil cianoacrilato)
Anfotericina B Poli (isobutil cianoacrilato)
Ampicilina Poli (isobutil cianoacrilato)

Anticuerpos
Antisence oligonucleotides

Betaxolol

Blood hemolysate
Ciclosporina
Dactinomicina

Darodipina
Dehidroemetina
Dexametasona

DNA
Dexorubicina

Enzimas
Fluoresceina

5-fluorocytosina
5-fluorouracilo

Gentamicina

Hormona de crecimiento
(factor de liberacion)
Ibuprofeno
Indometacina

Insulina

Poli (isoexil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (isoexil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (isoexil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Acido poli lactico-co-glicélico
Poli-epsilon-caprolactam
Poli (Na,Ne-L-lisin-ditereftalato)
Poli (isohexil cianoacrilato)
Poli (metil cianoacrilato)
Poli (etil cianoacrilato)

Poli (butil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Gelatina

Poli (isobutil cianoacrilato
Poli (isohexil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (isohexil cianoacrilato)
Poli (butil cianoacrilato)
Copolimero Poli acrilico
Poli (butil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (isohexil cianoacrilato)
Albimina

Gelatina

Fibrindgeno

Poliacrilamida
Poliacrilamida

Poli (alquil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato)
Albumina

Etil celulosa

Poli (butil cianoacrilato)
Poli (metil metacrilato)
Poliglutaraldehido

Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (isobutil cianoacrilato
Poli (isohexil cianoacrilato)
Copolimero poli acrilico
Etil celulosa

Poli (metil metacrilato)
Copolimero poli acrilico
Poli (isobutil cianoacrilato)
Poli (D,L-lactato)
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Interferon
Lipiodol
Mercaptopurina
Metrotrexato

Metileno, azul
B-Metilumbeliferona
Metronidazol

Miconazol
Mitomicina C
Muramil, dipéptido

Norefedrina
Oxantrazole
Pilocarpina

Primaquina

Progesterona
Propanolol
Proteinas

Pyrene butyric acid
Rose-bengale

Testosterona
Timolol
Triamcinolon

Trimetroprim
Verapamil
Vidarabin
Vinblastina

Vincamicina
Antigenos

Suero de albiimina de bovino

HIV-2 split antigen
Inmunoglobulina G

Influenza whole virus

Gelatina

Poli (isobutil cianoacrilato)
Suero de albumina
Alblmina

Poli (metil cianoacrilato)
Poli (etil cianoacrilato)
Poli (metil cianoacrilato)
Poliacrilamida

Alblmina

Gelatina
Poliglutaraldehido

Poli (isobutil cianoacrilato)
Gelatina

Gelatina

Acido poli lactico poliglicélico
Poliacrilamida

Quitosan

Poli (etil cianoacrilato)
Poli (butil cianoacrilato)
Alblmina

Gelatina
Poliglutaraldehido

Poli (isohexil cianoacrilato)
Poli (dietilmetildenen malonato)
Almidén poli acrilico

Poli (butil cianoacrilato)
Copolimeros poliacrilicos
Dextran poliacrilico
Poliacrilamida

Almidén poliacrilico
Poliacrilamida

Copolimero poliacrilico
Poli (butil cianoacrilato)
Acido polilactico

Poli (etil cianoacrilato)
Albimina

Gelatina

Acido polilactico

Poli (metil cianoacrilato)
Almidén poliacrilico

Poli (butil cianoacrilato)
Poli (isohexil cianoacrilato)
Poli (metil cianoacrilato)
Poli (etil cianoacrilato)
Poli (hexil cianoacrilato)

Poli (metal metacrilato)
Poli (metal metacrilato)
Poliacrilamida

Poli (metal metacrilato)

Influenza Split antigen Poli (metil metacrilato)
Toxoide tetdnico Poliacrilamida
Preparation techniques and mechanism of formation of biodegradable nanoparticles from mechanism of
formation of biodegradable nanoparticles from preformed polymers. Alleman y Quintanar. Drug
Developed and Industrial Pharmacy. 1998. 1113-1117.
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13.2. HIDROGELES

Los hidrogeles pueden ser clasificados basados en una variedad de caracteristicas, incluyendo la
naturaleza de los grupos (neutro o idnico), caracteristicas mecéanicas y estructurales, método de
preparacion, estructura fisica, y la respuesta el estimulo del medio ambiente (pH, radiaciones
electromagnéticas, temperatura, etc.). Algunos ejemplos de los polimeros mas usados en la

preparacion de hidrogeles son los siguientes:

POLIMEROS HIDROFILICOS USADOS EN LA PREPARACION DE HIDROGELES

Polimeros naturales y sus derivados
Polimeros anidnicos: HA, acido alginico, pectina, carragenina, sulfato de condroitin, sulfato de dextran
Polimeros cationicos: quitosan, polilisina
Polimeros anfifilicos: colageno (y gelatina), quitina carboximetil, fibrina
Polimeros neutros: dextran, agarosa, puluran

Polimeros sintéticos
Poliésteres: PEG-PLA-PEG, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLA-PEG-PLA, PHB, grupos con terminacion
P(PF-co-EG)acrilato, P(PEG/PBO tereftalato)
Otros polimeros: PEG-bis-(PLA-acrilato), PEG6CDs, PEG-g-P(Aam-co-Vamina), PAAm, P(NIPAAmM-co-Aac),
P(NIPAAmM-co-EMA), PVAC/PVA, PNVP, P(MMA-co-HEMA), P(AN-co-alil sulfonato), P(bicarboxi-fenoxi-
fosfaceno), P(GEMA-suflato)

Combinaciones de polimeros naturales y sintéticos
P(PEG-co-peptidos), alginato-g-(PEO-PPO-PEO), P(PLGA-co-serina), colageno-acrilato, alginato-acrilato,
P(HPMA-g-péptido), P(HEMA/Matrigel®), HA-g-NIPAAmM

Hidrogel nanoparticles in drug delivery. Mehrdad Hamidi. Advanced Drug Delivery Reviews 60 (2008) 1638-1649.

Los métodos rutinarios de entrecruzamiento usados para la preparacion de hidrogeles se muestran

en el siguiente esquema.
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Métodos de entrecruzamiento

/\

Entrecruzamiento quimico

Entrecruzamiento fisico

Entrecruzamiento por interaccion iénica

v

Entrecruzamiento fisico de hidrogeles por

v

bloques anfifilicos e injertos de copolimero

Entrecruzamiento por cristalizacién

v

Entrecruzamiento en sistemasde |
homopolimeros -

Entrecruzamiento por polimerizacion P
con radicales «
Entrecruzamiento por irradiacién de P
alta energia -
Entrecruzamiento usando enzimas <
Entrecruzamiento por reaccion quimica |
con grupos complementarios N

> Entrecruzamiento con aldehidos

o | Entrecruzamiento por reaccion

"| de adicion

Entrecruzamiento por reaccion
> ot
»| de condensacion

Entrecruzamiento por formacion |
de estereocomplejos B

Figura 1l Nuevos métodos de entrecruzamiento usados en hidrogeles

En la siguiente tabla podemos observar un resumen de los monémeros mas comunmente usados en

la fabricacion de estructuras de hidrogel de interés farmacéutico.

122



Tabla 6 Mondmeros cominmente usados en la sintesis de hidrogeles sintéticos de aplicacion
farmacéutica.

Nombre quimico del monémero Abreviatura del monémero

Hidroxietil metacrilato HEMA
Hidroxietoxietil metacrilato HEEMA
Hidroxidietoxietil metacrilato HDEEMA
Metoxietil metacrilato MEMA
Metoxietoxietil metacrilato MEEMA
Metoxidietoxietil metacrilato MDEEMA
Etilen glicol dimetacrilato EGDMA
N-vinil-2-pirrolidona NVP
N-isopropil Aam NIPAAmM
Acetato de vinilo VAc
Acido acrilico AA

Acido metacrilico MAA
N-(2-hidroxipropil) metacrilamida HPMA
Etilen glicol EG

PEG acrilato PEGA
PEG metacrilato PEGMA
PEG diacrilato PEGDA
PEG dimetacrilato PEGDMA

Hidrogel nanoparticles in drug delivery. Hamidi, Azadi y Rafiei. Adv. Drug Deliv. Rev. 2008. 1638-1649

Mecanismo de liberacién de matrices de hidrogel

El mecanismo de liberaciéon de farmaco por medio de hidrogeles es la difusién pasiva, donde las
moléculas de diferentes tamafios y caracteristicas pueden difundir libremente dentro/fuera de la
matriz de hidrogel durante los periodos de carga y almacenamiento.

El mecanismo de liberacion puede ser categorizado como: i) difusion controlada, ii) hinchamiento
controlado, iii) control quimico. De acuerdo a la primera ley de Fick (con un coeficiente de
difusion constante o variable) el comportamiento de difusion controlada es el mas dominante
aplicable al mecanismo que describe la liberacion de farmaco por hidrogeles.

En el caso del mecanismo de hinchamiento controlado, cuando la difusion del farmaco sea méas
rapido que la desintegracion del hidrogel, se considera que el hinchamiento puede ser controlado
por el comportamiento de liberacion. Finalmente la liberacion por medio del control quimico es
determinada por la reaccion quimica que ocurre dentro de la matriz de gel. Estas reacciones
incluyen la division de cadenas poliméricas via degradacion hidrolitica o enzimatica, o la reaccion

reversible/irreversible que ocurre entre la red polimérica y el farmaco liberado.
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Sistemas de hidrogel de liberacion controlada.

La liberacion controlada o sistemas de liberacién controlada son propuestos para proveer de
farmaco o compuestos de interés a una superficie predeterminada temporal y/o de manera especial
dentro del cuerpo para cumplir las necesidades terapéuticas especificas.
Los sistemas de liberacion a base de hidrogel se dividen en dos categorias: i) sistemas controlados
por el tiempo, v ii) sistemas de liberacion estimulo-inducidas (sistemas de respuesta de hidrogel).
Los sistemas de respuesta de hidrogel son desarrollados para liberar su contenido en respuesta a
una condicion de fluctuacién en el camino que coincide con los requerimientos justo a tiempo y en
el sitio apropiado.
Los sistemas de hidrogel estimulo-sensitivos también conocidos como “inteligentes” pueden
subdividirse en las siguientes categorias:

i) sistemas de liberacién inducidos por medios fisicos

ii) sistemas de liberacidn inducidos por medios quimicos

iii) sistemas de liberacién inducidas por otros estimulos

Aplicacion farmacéutica de los hidrogeles

Los hidrogeles han sido tratados ampliamente para llevar a cabo un sistema de liberacién ideal de
farmaco con caracteristicas terapéuticas deseables. La Unica caracteristica biologica y
fisicoquimica atractiva de los hidrogeles, junto con su enorme diversidad, colectividad, ha sido la
considerable atencidn de estos materiales poliméricos como excelentes candidatos para sistemas de

liberacion de agentes terapéuticos.

Los hidrogeles farmacéuticos pueden ser clasificados como:
i) sistemas de hidrogel orales
ii) sistemas de hidrogel transdérmicos e implantes
iii) sistemas de hidrogel topicos y transdérmicos
iv) dispositivos de hidrogel para la liberacion gastrointestinal de farmaco, y

v) sistemas de liberacion ocular a base de hidrogel
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14. GLOSARIO

Accion osmotica: La 6smosis es un fendmeno fisico-quimico relacionado con el comportamiento del
agua —como solvente de una solucion— ante una membrana semipermeable para el solvente (agua)
pero no para los solutos. Tal comportamiento entrafia una difusién simple a través de la membrana del
agua, sin "gasto de energia”. La 6smosis es un fendémeno biol6gico importante para la fisiologia celular

de los seres vivos.

Anticuerpos monoclonales: Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo homogéneo producido por
una célula hibrida producto de la fusion de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y Unica
célula madre y una célula plasmatica tumoral. Los anticuerpos monoclonales (Mab, del inglés
monoclonal antibody), son anticuerpos idénticos porque son producidos por un solo tipo de célula del
sistema inmune, es decir, todos los clones proceden de una sola célula madre. Es posible producir
anticuerpos monoclonales que se unan especificamente con cualquier molécula con caracter antigénico.

Este fendmeno es de gran utilidad en bioquimica, biologia molecular y medicina.

Bases de Schiff: Una base de Schiff' es un grupo funcional que contiene un enlace doble carbono-
nitrégeno, con el atomo de nitrégeno conectado a un grupo arilo o alquilo, pero sin hidrégeno. Las
bases de Schiff tienen la formula general R;R,C=N-R3, donde R; es un grupo arilo o alquilo que hace

que la base de Schiff sea una imina estable.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): La Calorimetria de barrido diferencial (del inglés:
Differential Scanning Calorimetry o DSC) es una técnica termoanalitica en la que la diferencia de calor
entre una muestra y una referencia es medida como una funcion de la temperatura. La muestra y la
referencia son mantenidas aproximadamente a la misma temperatura a través de un experimento.
Generalmente, el programa de temperatura para un andlisis DSC es disefiado de tal modo que la
temperatura del portador de muestra aumenta linealmente como funcién del tiempo. La muestra de
referencia deberia tener una capacidad calorifica bien definida en el intervalo de temperaturas en que
vaya a tener lugar el barrido. El principio bésico subyacente a esta técnica es que, cuando la muestra

experimenta una transformacion fisica tal como una transicion de fase, se necesitara que fluya mas (o
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menos) calor a la muestra que a la referencia para mantener ambas a la misma temperatura. El que

fluya méas o menos calor a la muestra depende de si el proceso es exotérmico o endotérmico.

Coacervacién: El término “coacervacion” fue introducido en la quimica de los coloides por
Bungenberg de Jong y Kruyt en 1929 para describir el fenbmeno de agregacién macromolecular o
separacion de fases liquidas que tenia lugar en el seno de un sistema coloidal. Se obtienen dos fases
liquidas, una rica (coacervado) y otra pobre en coloides (sobrenadante). La coacervacion es una etapa
intermedia entre disolucion y precipitado; es decir, conlleva una desolvatacion parcial en
contraposicion a la desolvatacion exhaustiva asociada al proceso de precipitacién. Cualquier factor que
induzca la desolvatacion del polimero producird el fenémeno de coacervacion. Entre los
procedimientos inductores de la coacervacion se puede destacar un cambio en la temperatura, una

modificacion del pH y la adicion de un “no solvente”, una sal o un polimero incompatible.

Coacervado: Es como un conjunto de moléculas coloidales en las que las moléculas de agua estan
rigidamente orientadas respecto a ellas y rodeadas por una pelicula de agua, que delimitan nitidamente
los coacervados del liquido en el cual flotan. El coacervado es un glébulo formado de una membrana
gue tiene en su interior sustancias quimicas; a medida que aumenta su complejidad, el coacervado se

separa del agua formando una unidad independiente, que sin embargo interactlia con su entorno.

Coeficientes de particion: La lipofilicidad suele expresarse como coeficiente de particion (P) de un
compuesto entre dos fases inmiscibles entre si, una fase polar (acuosa) y una no polar (organica) en

equilibrio, cuyo valor es cominmente expresado en su forma logaritmica (log P).

Crecimiento (maduracion) de Ostwald: Durante el periodo isotérmico en estado semisolido, los
I6bulos de fase sélida crecen segln el mecanismo de maduracion coalescente de Ostwald. Este
crecimiento normalmente se describe con la siguiente relacion:

D™ - D"y =Kt
donde Dy es el tamafio de grano inicial; D es diametro promedio de los glébulos después de un tiempo,

t, de permanencia en el estado semisdlido; K es una funcién de las propiedades termofisicas de la
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aleacion y de la fraccién nominal del liquido presente, por lo tanto, depende de la temperaturay m el
exponente de crecimiento igual a 3 segun la bibliografia.

Cromatografia de permeacion en gel: La cromatografia de exclusion, también llamada de filtracién en
gel o cromatografia de permeacion en gel, se basa en la diferencia de penetracion de las moléculas en
los poros de la fase estacionaria debido a que la separacion obtenida depende del tamafio de la
molécula. El tiempo de retencion es proporcional al peso molecular de los mismos, por lo que no es
muy usada con los compuestos de alto peso molecular. Este tipo de separacion por tamafio difiere de
las demas técnicas de cromatografia en que no existen interacciones fisicas o quimicas entre el analito

y la fase estacionaria. Es una técnica reproducible, escalable y rapida.

Dispersion de Tyndall: Cuando un haz de luz paralelo de radiacion de la zona visible, atraviesa y
golpea una suspensién de particulas coloidales ocurre lo siguiente: una parte de la luz es reflejada (a),
una parte es diseminada en todas direcciones (dispersion Tyndall) (b), parte es absorbida (c) y parte es
transmitida (d) (generalmente la suma de c y d es la mayor fraccién). Como consecuencia (b) es una
medida indirecta de la turbidez y dicha fraccion de luz dispersada se puede usar para el analisis
cuantitativo de disoluciones o suspensiones coloidales, emulsiones, humos o nieblas (soluciones no

homogéneas)

Efecto ouzo: El efecto Ouzo permite generar de forma espontanea diversas emulsiones sin tener que
recurrir a tensoactivos. Estas emulsiones se obtienen al disolver un aceite hidr6fobo en un disolvente
completamente miscible en el agua, solucion en la cual se afiade a continuacion una cantidad sobrante
de agua. El aceite pasa a ser sobresaturado, y se agrega en forma de una infinidad de pequefias gotas.
En el presente articulo se levanta el balance de los recientes desarrollos realizados durante estos dos
Gltimos afios y relativos al efecto Ouzo. La primera parte propone una descripcion relativa a nuestra
comprension del fenémeno de emulsificacion de moléculas modelos, que incluyen a ciclosiloxanos, y
cémo se podia correlacionar (o disociar) dicho efecto de la emulsificacién por descomposicion
espinodal. En la segunda parte, la sintesis de nanocépsulas de polimero por policonsensacion
interfacial serd examinada. Finalmente, se llevard a cabo un estudio fundamental relativo a la

microdispersion de cristales nanoestructurados a partir de moléculas modelos bisuretanos y bisurados.
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Energia libre de Gibbs: En termodindmica, la energia libre de Gibbs (o energia libre) es un potencial
termodinamico, es decir, una funcion de estado extensiva con unidades de energia, que da la condicién
de equilibrio y de espontaneidad para una reaccion quimica (a presion y temperatura constantes). La
energia libre de Gibbs, sirve para calcular si una reaccion ocurre de forma espontanea tomando en
cuenta solo las variables del sistema.

Entropia: En termodinamica, la entropia (simbolizada como S) es la magnitud fisica que mide
la parte de la energia que no puede utilizarse para producir trabajo. Es una funcion de estado
de caréacter extensivo y su valor, en un sistema aislado, crece en el transcurso de un proceso
que se dé de forma natural. La palabra entropia procede del griego (€vtpomia) y significa
evolucion o transformacion.

Espectroscopia de correlacion de fotones (PCS): En la PCS se utiliza el principio del movimiento
brawniano para medir el tamafio de las particulas. La PCS analiza los patrones de cambio constante de
la luz laser dispersada o difractada por las particulas en movimiento browniano y monitoriza la

velocidad de cambio de la luz dispersada durante la difusién.

Fendmeno de gelacion: Fenémeno de coagulacion o precipitacion de las sustancias

Funcionalizacidn: Introducir grupos funcionales quimicos a la superficie de la particula.

Liofilizacion: Es un proceso utilizado para la eliminacién del agua mediante desecacion al vacio y a
muy bajas temperaturas. En este proceso se congela producto y una vez congelado se introduce en una
camara de vacio para que se separe el agua por sublimacién. De esta manera se elimina el agua desde
el estado sélido del producto al gaseoso del ambiente sin pasar por el estado liquido. Para acelerar el
proceso se utilizan ciclos de congelacion-sublimacion con los que se consigue eliminar practicamente

la totalidad del agua libre contenida en el producto original.

Lipofilicidad: La capacidad de una sustancia para atravesar membranas biolégicas es uno de los

aspectos fundamentales dentro de las caracteristicas farmacocinéticas de una droga, ya que le permite
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acceder al sitio de accion y asi, generar el efecto bioldgico (terapéutico o toxico). Existen numerosas
propiedades fisicoquimicas que pueden afectar esta facultad. Entre ellas, la lipofilicidad es la de mayor
interés para el desarrollo de drogas, debido a la relacion directa que presenta con la habilidad para
atravesar membranas bioldgicas por difusion pasiva, como asi también, por contribuir en forma

entropica a la union entre ligando y receptor.

Movilidad electroforética: El parametro que determina el comportamiento de una molécula bajo la
accion de un campo eléctrico se denomina movilidad electroforética (“U”) y se define como la

velocidad de migracién por unidad de campo eléctrico.

Parametro Flory-Huggins: El parametro de interaccion de Flory-Huggins puede usarse predecir el
comportamiento en equilibrio entre las fases liquidas que contengan un polimero amorfo. Esta teoria
puede utilizarse también para predecir el punto de nube que se encuentra justo por debajo de la
temperatura critica de disolucion Tc a la cual se unifican las dos fases. ElI pardmetro de interaccion

Flory-Huggins puede usarse para medir el poder de un disolvente.

Polimerizacion anionica: La Polimerizacién anionica representa una técnica quimica de
polimerizaciéon. Esta técnica de polimerizacion representa un sistema muy importante ya que el
resultado de este tipo de reacciones logra la menor dispersion de pesos moleculares, lo que significa
gran homogeneidad en las moléculas, donde el promedio de pesos moleculares representa la mayor
parte de estos. La reaccion inicia con iones formados alcalis metalicos, arilos, alcoxidos, cianuros e
hidroxilos. La reaccion de iniciacién puede ser considerada como una reaccion acido-base, de acuerdo

con la clasificacién de Lewis

Potencial Zeta: El potencial Z es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion entre las
particulas. Su medida proporciona una idea detallada de los mecanismos de dispersion y es la clave del

control de dispersion electrostatico.
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Reaccion de Cannizzaro: La reaccién de Cannizzaro se efectta por adicion nucleofilica de OH- a un
aldehido para generar un intermediario tetraédrico que expulsa un ion hidruro como grupo saliente.
Una segunda molécula de aldehido acepta dicho ion en otra etapa de adicion nucleofilica, el resultado
es una oxidacion y una reduccion simultaneas; o sea, una desproporcién. Una molécula de aldehido
sufre una sustitucion de H- por OH- y, por consiguiente se oxida, mientras que una segunda molécula

de aldehido experimenta una adicion de H-, por lo que se reduce a alcohol.

Salting-out: Es un método de separacion de proteinas basado en el principio de que las proteinas son
menos solubles a altas concentraciones de sal. La concentracion de sal necesaria para que la proteina
precipite fuera de la solucion varia de proteina a proteina. Este proceso también es usado para
concentrar soluciones diluidas de proteinas. La dialisis puede ser usada para remover la sal si es

necesario.

Sistemas terapéuticos: Son sistemas de liberacion sostenida; y por tanto, su objetivo es el de
suministrar el medicamento a la velocidad necesaria para conseguir y mantener una concentracion

plasmatica constante.

Teoria de Mie: Esta teoria describe la interaccién de una onda plana con un dieléctrico esférico. La
teoria de Mie se basa en las ecuaciones de Maxwell, a partir de las cuales se puede obtener la ecuacién
de onda vectorial en coordenadas esféricas. Haciendo uso de la separacion de variables, se puede
expresar la solucién de los campos eléctrico y magnético de la onda incidente en forma de funciones
matematicas. Para el campo de dispersion a mucha distancia de la esfera, la dispersion y la seccion de
extincion se pueden determinar en funcién de una serie infinita que contiene asociados los polinomios

de Legendre y las funciones esféricas de Bessel.
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