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RESUMEN

RESUMEN

La tecnologia farmacéutica proporciona diferentes dispositivos y sistemas para la
mejora de la eficacia del farmaco, proponiendo el desarrollo de sistemas de
liberacion modificada.

Considerando lo anterior, se planted elaborar nanoparticulas de closantel y
realizar su caracterizacion reoldgica, sometiendo el sistema al estudio de
deformacion vy flujo.

Para ello se utilizaron distintos tipos de copolimero de acido polilactico-co-glicolico
y el método de desplazamiento de disolvente. Se obtuvo la formacion de sistemas
de talla nanométrica con closantel, teniendo una composicién de 94% de agua,
5% acetona y 1% de alcohol polivinilico.

Dada la presencia de alcohol polivinilico en el sistema, se estudio la interaccion
entre el closantel y este estabilizante, demostrandose que el principio activo
interacciona con €l ya que propicia variacion de las propiedades reolégicas del
sistema nanoparticulado.

Se estudio la influencia de la relacion acido lactico/acido glicélico en el copolimero
sobre la generacion de las nanoparticulas, midiendo el tamafio de particula,
potencial zeta y caracterizandolo reol6gicamente. Arrojando que la proporcién
50:50 muestra menores cambios estructurales al evaluarlo a diferentes
condiciones en el redGmetro. Como por ejemplo, el efecto de pH, observandose que
los datos obtenidos de distribucion de tamafio de particula y estabilidad estructural
se mantienen uniformes a pH 7.4, lo cual es interesante para obtener un
preparado farmacéutico a pH fisioldégico, evitando la posible irritacion del
organismo.

Al realizar el estudio de liberacion in vitro, podemos mencionar que tales
nanoparticulas permiten una liberacion mas lenta en comparacion con el farmaco
libre.

Asi mismo, se efectuaron estudios en funcion de la temperatura y tiempo de
almacenamiento. Estos muestran que las nanoparticulas de acido polilactico-co-
glicdlico 50:50 mantienen su estructura durante mas tiempo, siendo estable en el
intervalo de temperatura de 25 a 60 °C.



RESUMEN

ABSTRACT

Pharmaceutical technology provides different devices and systems for the
improvement of the drug effectiveness, proposing the development of modified
delivery systems. Considering the above mentioned, PLGA-based closantel
nanoparticles were prepared by the solvent displacement method. The influence of
different types of copolymer of poly(lactic-co-glycolic acid) was tested on particles
size, zeta potential and rheological properties by submitting the system to the study
of deformation and flow.

Small spherical PLGA- based closantel nanometric particles were obtained with a
mean diameter of 540 nm, taking a composition of 94% of water, 5% acetone and
1% of polyvinyl alcohol. Due to the presence of polyvinyl alcohol in the system, the
interaction between closantel and this stabilizer was studied, demonstrating that
the active ingredient interacts with it, favoring the variation of nanoparticles
rheological properties.

PLGA 50:50 nanopatrticles displays minor structural changes to evaluate it to
different conditions in the rheometer, for example, the effect of pH, noting that
structural stability and the particle size distribution were kept constant at pH 7.4,
which is interesting for a pharmaceutical product at physiological pH, avoiding
possible irritation on the application site. In vitro release kinetics study shows that
these nanoparticles allow a delayed release in comparison with the free drug.
Likewise, studies based on the temperature and storage time were conducted,
showing that PLGA 50:50 nanoparticles maintained its structure for longer, remain

stable in the range of temperature from 25 to 60 °C.



CAPITULO I INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La presencia y el desarrollo de resistencias de ectoparasitos a los farmacos
disponibles para su control, significa una amenaza permanente que pende
sobre la viabilidad de la ganaderia internacional y obviamente nacional, debido
al gran impacto que tiene sobre la economia. Los compuestos ectoparasiticidas
se presentan en diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la especie
animal, edad, estado fisiolégico y nutricional, tipo de parasito, magnitud del
problema y nimero de animales afectados; a continuaciéon se mencionan los
métodos de aplicacién mas usuales:

Bafio de aspersidn: El sistema es poco estresante, pero no ofrece seguridad
en cuanto a eficacia debido a la dificultad para mojar integramente a todos los
animales y obtener un contacto farmaco-animal duradero, aspecto que puede
favorecer el desarrollo de resistencias.

Bafio de inmersion: Es un método estresante, necesidad de grandes
volimenes de ectoparasiticidas y la existencia de riesgos para el animal tales
como lesiones, especialmente en vacas lecheras y la posibilidad de transmision
de gérmenes. Ademas el principio activo sufre el fenbmeno de agotamiento
dentro del bafo, ocasionado por el arrastre de producto por los animales
bafiados, presencia de materia organica y por la actividad bacteriana.
Aplicacion topica: La impregnacion corporal lograda con el espolvoreo suele
ser insuficiente para lograr un buen control.

Aplicacién dorsal: Implican la administracion localizada de pequefios
volimenes de farmacos en la superficie dorsal del animal y cuentan con
ventajas tales como: facilidad de aplicacion, ausencia de estrés, dosis precisa y
efecto residual.

Un inconveniente de todas las aplicaciones dorsales son que no deben
aplicarse sobre animales mojados por la lluvia, ni en caso de viento fuerte que
podria desviar el chorro del producto, ni tampoco si amenaza llover poco
después del tratamiento.

En bovinos sobre todo, el mayor inconveniente de las aplicaciones dorsales
basadas en acaricidas o insecticidas de contacto es la cobertura incompleta del
cuerpo del animal (p.ej. las patas, las ubres, etc.) que reduce su eficacia contra

algunas especies de moscas o garrapatas.
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CAPITULO I INTRODUCCION

Las aplicaciones dorsales con piretroides pueden ser irritantes para el ganado,
especialmente para los terneros y las vacas lecheras. Los animales irritados
pueden echarse a correr alocadamente, la ordefia se hace imposible durante
varios dias, etc. El costo por tratamiento usando aplicaciones dorsales suele
ser substancialmente superior al de los bafos.

Los errores mas frecuentes al emplear aplicaciones ectoparasiticidas consisten
en aplicar el mismo volumen a todos los animales independientemente de su
tamafo y peso, o en dejar algunos animales del rebafio sin tratar. Esto no es
otra cosa que un modo mas de subdosificar, y de aceptar asi una eficacia o
poder residual reducidos y un riesgo mayor de aparicion de resistencia.
Inyectables: Por el momento se emplean ivermectina y closantel, aunque
ambos permiten, segun la especie, la via oral. La principal ventaja de la
inyeccioén es el conocimiento exacto de la dosis administrada.

Plaguetas auriculares: Utilizadas en bovinos para control de insectos, son de
material plastico (PVC, poliuretano), impregnadas con insecticidas que
desprenden en forma continua y que alcanza toda la superficie corporal,
aunque probablemente de modo insuficiente, permitiendo una proteccion de 3 a
5 meses, con resultados variables.

La mayoria de los métodos antes mencionados son poco eficaces para el
animal, ademas implica un trabajo excesivo y extenuante para el ganadero, por
otro lado en el caso de inyectables, las formulaciones son hechas a pHs
basicos con el fin de disolver al principio activo y esto hace que al momento de
aplicarlo el animal sufra necrosis en la zona de aplicacion.

Para México, con una infraestructura muy incipiente en el area de investigacion
basica y desarrollo de nuevos medicamentos, una estrategia que se considera
viable para el desarrollo de preparados idéneos contra ectoparasitos (moscas,
acaros, garrapatas, etc.) y endoparasitos, es la reformulacién de principios
activos ya existentes en preparados farmacéuticos estratégicos de liberacion
modificada [1-2].

El disefio y aplicacion de sistemas de liberacion modificada de farmacos, y los
sistemas de direccion localizada de la actividad de un determinado farmaco son
actualmente uno de los aspectos de mayor importancia en el desarrollo de

nuevas formas de liberacion. La utilizacion de materiales poliméricos como
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CAPITULO I INTRODUCCION

soportes de farmacos para regular y modular su liberacion en aplicaciones
especificas es una perspectiva que ha adquirido gran interés (Figura 1).

Ciencia de Quimica de

Materiales Péptidos Fisicoquimica

Farmacologia LIBERACION DE

Inmunologia

Nanotecnologia Biotecnologia

Figura 1. Disciplinas cientificas relacionadas con la liberacién de farmacos

El objetivo principal de la liberacibn modificada en principio es simple:
conseguir la cantidad correcta del principio activo, en el momento y lugar
precisos. Este método de liberacion se usa habitualmente para prolongar el
tiempo que el farmaco esta presente de forma efectiva utilizando una dosis
Gnica, y para eliminar o minimizar las concentraciones que exceden los
requerimientos terapéuticos.

En un sistema de liberacion modificada, el principio activo es incorporado a un
soporte que generalmente es un material polimérico, lipidico o una combinacién
de varios [3]. La velocidad de liberacién de la sustancia activa desde dicho
sistema al medio que la rodea, viene determinada por las propiedades del
propio polimero y, en menor medida, depende de los factores ambientales,
como pueden ser el pH [4], la temperatura [4] y los fluidos del organismo [5-7].
Por ello, los sistemas de liberacion modificada deben ser capaces de permitir la
administracion de sustancias bioactivas de una forma lenta y continua durante
extensos periodos [8-10].

La eficacia de un farmaco en una aplicacion especifica requiere la utilizacion de
concentraciones adecuadas y con baja frecuencia. Sin embargo, las técnicas
convencionales utilizadas, proporcionan frecuentemente un control muy pobre
de las concentraciones de la sustancia en plasma, y el tiempo de residencia

s6lo se puede aumentar si se hace lo mismo con la cantidad o la frecuencia de
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CAPITULO I INTRODUCCION

las dosis; ninguno de estos caminos es conveniente porque se puede superar
el nivel minimo de toxicidad, ocasionando con ello efectos nocivos para el
organismo [3, 11-13]. Los sistemas convencionales de dosificacion pueden dar
lugar a periodos alternativos de ineficacia o de toxicidad, hecho particularmente
problematico si la ventana terapéutica es estrecha [14].
En el caso ideal, el objetivo es conducir a la existencia de una concentracion
uniforme de farmaco, utilizacion de dosis mas pequefas y lograr la ausencia de
efectos secundarios [11, 15-17].
Los materiales poliméricos permiten liberar de forma controlada farmacos de
bajo peso molecular y permiten una gran variedad de rutas de administracion
(oral, parenteral, transdérmica, nasal, ocular, etc.). En casos en los que la
actividad de los farmacos convencionales se pierde o se ve disminuida en el
medio corporal, la combinacién con macromoléculas puede mejorar la eficacia
de estos farmacos, disminuyendo la respuesta inmunoldgica del paciente y de
esta manera reducir la inactivacion biologica del principio activo [18].
Los sistemas basados en materiales poliméricos disefiados para aplicaciones
médicas tienen en cuenta una serie de factores tales como: la naturaleza de la
enfermedad, las propiedades del farmaco, el tipo de terapia (puntual o cronica),
la fisiologia del paciente, la ruta de administracion, la localizacion de la terapia,
y las caracteristicas del material polimérico empleado, incluyendo el
mecanismo de liberacion del farmaco. Los materiales poliméricos empleados
en Medicina incluyen polimeros sintéticos que imitan polimeros naturales con
modificaciones quimicas. Estas modificaciones se hacen para mejorar la
biocompatibilidad, degradabilidad, o para introducir otras propiedades
deseadas. También se suelen conjugar quimicamente con los farmacos
modificando eficazmente las caracteristicas bioquimicas y farmacolégicas del
farmaco. La permeabilidad de los materiales poliméricos puede ser modificada
y controlada, se les puede dar forma facilmente y pueden ser empleados de
forma relativamente sencilla con una gran variedad de métodos.
Las principales ventajas de los sistemas poliméricos de liberacibn modificada,
considerados desde el punto de vista farmacologico son [19-20]:

1. Los niveles de farmaco en plasma se mantienen de forma continua en

el intervalo terapéutico deseado, pudiendo también ampliarse este
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CAPITULO I INTRODUCCION

periodo en el cual la terapia es efectiva para disminuir asi el nimero
de dosis.

2. Los efectos no deseables, derivados de un metabolismo rapido o de
una dosis excesiva, pueden reducirse e incluso eliminarse mediante
un sistema polimero/farmaco.

3. Los farmacos que presentan "in vivo" unos tiempos de vida media
pequefios, pueden protegerse de la degradacion. También pueden
protegerse los tejidos corporales sensibles a determinados farmacos,
haciendo la administracion menos invasiva, y

4. El aprovechamiento del farmaco es mas eficaz y, por tanto, con un
costo inferior. Se puede disminuir la dosis necesaria cuando se trata
de un principio activo de alto costo.

Sin embargo, estas ventajas deben evaluarse junto con las posibles
desventajas que se pueden presentar en cualquier aplicaciéon clinica especifica
[13]:

1. Toxicidad o falta de biocompatibilidad del material polimérico usado.

2. Formacién de productos secundarios nocivos procedentes del
polimero, si éste es biodegradable.

3. La necesidad que existe en algunos casos de intervencion quirargica
para implantar el polimero en una localizacion apropiada.

4. Problemas derivados de la presencia del implante.

5. Alto costo de una determinada formulacién polimero/farmaco, debido
al precio del polimero o de su procedimiento de obtencion.

6. Garantia de unas caracteristicas de seguridad adecuadas, de forma
que se eliminen fugas u otros factores que conduzcan a un control
inadecuado.

Los polimeros deben estar libres de impurezas, estabilizadores, residuos de
catalizador o emulsificantes. Generalmente, son sintetizados por procesos de
polimerizacion que conducen a elevadas conversiones, son quimicamente
inertes y esto hace que su uso en Medicina sea posible. Otra caracteristica
importante de los polimeros a utilizar es que no sean susceptibles de rupturas
quimicas (por ejemplo hidrolisis), salvo que se pretendan sistemas que actien
por erosion. En este ultimo caso, es fundamental que los productos resultantes

no sean toxicos [21].
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El adecuado disefio de un dispositivo de liberacidbn de farmacos para una
aplicacion biomédica, debe tener en cuenta que las propiedades fisicas y
mecanicas del polimero sean las apropiadas, ya que el fallo de estos sistemas
a menudo tiene su origen en una inadecuada resistencia mecanica. En este
sentido, los parametros mas importantes que han de ser considerados son las
propiedades elasticas, el grado de hinchamiento, la resistencia a la traccion y a
la compresion, la cizalla bajo cargas estaticas y dinamicas, la resistencia al
desgarre y a la fatiga. La degradacion térmica es de menor importancia debido
a las relativamente pequefias fluctuaciones de temperatura que se dan en el
organismo [13].

Los requisitos de tipo biologico dependen de la aplicacion especifica del
sistema de liberacion. Los materiales poliméricos a utilizar no deben inducir
fendbmenos cancerigenos, toxicos 0 nocivos en general [21-22]. La toxicidad se
encuentra relacionada con la liberacién (migracion) de pequefias cantidades de
monomeros residuales u otros aditivos. Con excepcion de los sistemas
bioerosionables, las propiedades fisicas, quimicas y mecéanicas de los
polimeros no deben ser modificadas por la accién del medio biol6gico. Ademas,
no deben inducir reacciones inflamatorias al contacto con los tejidos y deben
tener capacidad de esterilizacion [23].

Entre los biopolimeros utilizados en el desarrollo de sistemas nanoparticulados
y microparticulados para la liberacion modificada de farmacos destacan los
poliésteres alifaticos, formados por unidades monoméricas de acido lactico y de
acido glicdlico (PLGA). Estos biopolimeros estan disponibles comercialmente
para uso medico y han sido aprobados por la FDA para elaborar sistemas para
la administracion de sustancias activas por via parenteral [24]. Ademas, gracias
a su biocompatibilidad, han sido ampliamente empleados en numerosas
aplicaciones biomédicas, tales como suturas reabsorbibles e implantes [25-27].
Recientemente los sistemas de liberacion de farmacos basados en
nanoparticulas estan ganando aplicacion en la industria farmacéutica, debido a
gue estos sistemas nanoparticulados han mejorado la solubilidad,
farmacocinética y biodistribucion de los farmacos. También estos sistemas son
faciles de administrar y los farmacos formulados a través de estos sistemas

tienen menores efectos adversos, por otra parte al dirigir estos sistemas
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nanoparticulados a un blanco especifico pueden ser eficaces a dosis bajas, lo
cual significaria bajos costos [28].

Aunado a lo antes mencionado, los sistemas de liberacion modificados deben
tener propiedades fisicoquimicas y mecanicas apropiadas para su adecuada
administracion y eficiencia. Por lo tanto, para contar con tal informacion, una de
las caracterizaciones méas importantes es la reologica. Aunque tanto la
viscosidad como el esfuerzo de fluencia son unos de los parametros reolégicos
mas importantes, no son los Unicos.

Los materiales, en general, no son enteramente elasticos (solidos) o viscosos
(liquidos) sino que su comportamiento es una mezcla de ambos. Por ejemplo,
una crema hidratante es a la vez viscosa porque puede fluir bajo unas
condiciones de esfuerzo y a la vez es elastica porque después de someterlo a
un esfuerzo débil recupera parte de su forma original previa al esfuerzo. En
reologia a la parte eldstica del material se le denomina G° (modulo de
almacenamiento) y la parte viscosa G~ (modulo de pérdida). Para obtener G™ y
G es necesario realizar ensayos oscilatorios. En los ensayos de curva de
flujo, el plato, el cono, o el cilindro giran de manera constante a una velocidad
de cizalla determinada. Sin embargo en los ensayos oscilatorios, la geometria
oscila, no gira. Esta oscilacion tiene forma sinusoidal y por lo tanto es necesario
definir la amplitud y la frecuencia de la oscilacion.

En general, la reologia es util a la hora de:

1. Entender el comportamiento fundamental de un material.

2. Controlar la calidad de procesos como mezclado, bombeo, envasado y
llenado.

3. Estudiar el efecto de diferentes parametros como la formulacion, el tiempo
de almacenamiento, y la temperatura en la calidad y nivel de aceptacion del
producto final.

De esta manera, el desarrollo de sistemas nanoparticulados de closantel puede
suponer un gran avance en el tratamiento de las parasitosis. A partir del
conocimiento reoldgico de estos sistemas se podra estudiar como afectan
diferentes variables a los preparados farmacéuticos y asi comprender el

comportamiento de los mismos ante retos de temperatura o tiempo.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Parasitosis

La parasitosis es el principal problema en toda explotacion ganadera y ningun
ganado o animal doméstico escapa de ella. Las enfermedades parasitarias son
importantes tanto por la mortalidad que producen, como por las pérdidas en
produccion que ocasionan.

Segun sea la ubicacién de los parasitos, la parasitosis puede ser interna o externa
y, atendiendo al grado de severidad del ataque, puede ser clinica o subclinica.

La parasitosis clinica es aquella que cursa con toda la sintomatologia apreciable a
simple vista (enflaquecimiento, diarrea, pelaje opaco y feo, etc.). La parasitosis
subclinica, en cambio, se presenta en forma solapada, el animal se muestra
aparentemente sano y puede pasar inadvertido si no se efectian evaluaciones
adicionales.

La produccion ganadera se realiza predominantemente en areas templadas y
subtropicales, cuyas condiciones favorecen el desarrollo de parasitos
gastrointestinales. La mejora de la produccion forrajera permitio la mayor
concentracion de animales en los campos, con el consiguiente aumento de las

parasitosis.

2.1.1. Agentes biol6gicos que causan la parasitosis bovina
Un parasito es aquel ser vivo que se nutre a expensas de otro ser vivo de distinta
especie sin aportar ningun beneficio a este ultimo, causandole dafio o perjuicio

para su salud y produccion.
2.1.1.1 Parasitos externos

Como su nombre lo indica, son aquellos que encontramos sobre la piel de los

animales. Los mas conocidos son: garrapatas, moscas, piojos y pulgas.
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2.1.1.1.1 Garrapatas (Rhipicephalus sanguineus)

Son muy comunes en climas tropicales. Chupan la sangre del ganado y transmiten
microbios que causan enfermedades, llegando a producir la muerte del animal en
algunas ocasiones.

Las garrapatas no dejan comer bien al animal y se calcula que una garrapata
chupa 3 mL de sangre en 20 dias; de ahi que un animal con 300 garrapatas,
puede perder facilmente un litro de sangre cada 20 dias.

Los animales altamente infestados de garrapatas sufren de anemia, lo cual los
convierte en animales débiles, flacos, poco activos y por consiguiente de bajo
rendimiento. Por otro lado, las garrapatas son transmisores de agentes como
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale, agentes que provocan

enfermedades que estan asociadas con fiebre y anemia hemolitica progresivas.

2.1.1.1.2 Moscas (Musca Domestica)

Las moscas, al no dejar comer a los animales, les impiden alimentarse
adecuadamente y por consiguiente no aumentan de peso, ni producen leche.

La mosca brava y la de los cuernos, son moscas picadoras y chupan también
sangre. Se calcula que una vaca plagada de moscas puede perder 250 mL de
sangre al dia y disminuir su produccion de leche en un 20%; esto quiere decir que
si normalmente produce 5 litros, disminuira un litro al dia. La mosca también es
responsable de la transmision de muchas enfermedades, como fiebre de
garrapatas (ranilla blanca), rayo, fiebre aftosa, mal de tierra, mastitis y otras

enfermedades graves.

2.1.1.2. Parasitos internos

Los parasitos internos son organismos que viven y se alimentan dentro de los
organos internos del animal, afectando su desarrollo.

Los parasitos internos de los bovinos, que mas perjudican econémicamente una
explotacion ganadera, son las ascarides y los trematodos. Las ascarides se
adhieren a distintos 6rganos de sus huéspedes bovinos y se alimentan de su

sangre.
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Entre los trematodos, la Fasciola hepatica es la mas importante en términos
econoémicos, este parasito mide de 20 a 50 mm de largo por 6 a 12 mm de ancho y
reside en los conductos biliares del huésped definitivo. Para completar su ciclo
bioldgico, la F. hepética necesita dos huéspedes, uno intermediario (caracol) y otro
definitivo (mamifero). Se ha sefialado que un bovino con fasciolosis crénica deja
de ganar aproximadamente 30 kg de carne, por lo que se pierden entre 48
millones y 72.9 millones de kg de carne, ademas de los higados decomisados (1.6
a 2.4 millones), la pérdida de la produccion de leche, baja de la fertilidad y abortos

en algunos casos [29].

2.1.2. Tratamiento de la parasitosis

Los farmacos antiparasitarios son caros, por lo cual los tratamientos deben ser
estratégicos en los periodos claves. Mds 0 menos un mes y medio después de
gue los animales salen a pastoreo, los parasitos empiezan a causar dafios, aun
cuando los animales se ven aparentemente sanos. No debe esperarse que los
animales manifiesten los sintomas (diarrea, enflaguecimiento, pelaje opaco) para
efectuar la dosificacion antiparasitaria.

En el mercado existen una amplia gama de antiparasitarios y frecuentemente van
apareciendo nuevos productos. Pero mas importante que el farmaco, es su
aplicacion en la época oportuna y que sean tratados todos los animales.

Por ejemplo, el control de la fasciolosis, en términos generales, depende de la
aplicacién correcta de varias medidas preventivas y curativas integradas a un
sistema de manejo zootécnico. La aplicacion estratégica de estas medidas
requiere informacion epidemioldgica sobre la prevalencia de la infeccion en las
diversas zonas ganaderas y en las diferentes estaciones del afio. Para establecer
un modelo de control mediante tratamientos quimioterapéuticos, es necesario
interpretar la situacibn epidemioldgica, de acuerdo a las condiciones
climatologicas y de manejo zootécnico locales. Hay que valorar si la trasmision del
trematodo ocurre todo el afio, por efecto de la lluvia o el riego, y la temperatura
[30], como acontece en varias zonas con clima calido humedo del Golfo de México
en donde dicha trasmisién ocurre todo el afio, aunque con diferente grado de
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intensidad [31] o si ésta ocurre en una o varias temporadas del afio, como en las
regiones con clima subhimedo con una marcada temporada de lluvia, de junio a

septiembre, que son las regiones de la costa del pacifico y del altiplano de México.

2.1.2.1 Farmacos antiectoparasitarios

Los productos mas empleados son liquidos concentrados que contienen un
principio activo contra el parasito pero que ademas tienen en su formula
sustancias emulsificantes, disolventes y humectantes que juegan un papel muy
importante en la calidad del producto. Los principios activos mas usados en el
combate contra los parasitos son: organoclorados, organofosforados, carbamatos,

amidinas y piretroides sintéticos [32-33].

Compuestos clorados: son estimulantes del SNC, produciendo manifestaciones
neuromusculares. Las sustancias activas son Aldrin, Hexacloruro de benceno,
Clordano, Dieldrin, Endrin, Heptacloro, Metoxicloro, Toxafeno, DDT vy
Hexaclorociclohexano (Lindano) [34]. Algunos de estos compuestos estan

prohibidos en México [35].

Organofosforados: se caracterizan por inhibir la actividad de la colinesterasa,
produciendo exceso de estimulo colinérgico de tipo muscarinico, nicotinico y
central [36]. Los organofosforados son lipofilicos, se absorben a través de la piel y
se acumulan en tejido adiposo donde son liberados lentamente a la sangre y otros
liquidos fisioldgicos (leche), por acumulacion pueden dar origen a un estado de
envenenamiento cronico, motivo por lo que su uso es restringido.

A pesar de su estabilidad sobre el pelo, lana y piel, solo tienen una permanencia
de 4 a 8 dias al ser absorbidos por la piel o al ser eliminados por otras vias. Los
medicamentos de mayor uso en este grupo son: Azinfosmetilo, Carbofenation,
Clorfenvinfds, Clorpirifés, Coumafés, Diazinén, Diclorvés, Dioxatién, Feniltrotion,

Fention, Fosmet, Foxim, Malation, Paration, Tiofés y Triclorfon [34].

Carbamatos: Actian de modo similar a los organofosforados inhibiendo la
colinesterasa. Los principios activos mas conocidos son: Carbaril, Carbofuran,

Metonilo y Propoxur [34].
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Piretroides: Actluan provocando un bloqueo de la actividad motriz o bien por la
produccion de excitacion, incoordinacion de movimientos, irritabilidad, pardlisis,
letargo y muerte.

Entre los farmacos mas frecuentes en este grupo se encuentran: Aletrina,
Cihalotrina, Cipermetrina, Deltametrina, Fenvalerato, Fenotrin, Flucitrinato,
Flumetrina, Permetrina y Resmetrina. Estos compuestos tienen efectos residuales
importantes [34].

Formamidinas: Ocasionan la muerte del ectoparasito por inhibicion de la
monoaminooxidasa, sus blancos mas importantes son los receptores de la

optopamina. El producto de mayor uso es el Amitraz [36].

Segun Encinas et al [34] los componentes anteriores son neurotdxicos. Sus
blancos mas importantes son los canales axonales del sodio (DDT y piretrinas), la
acetilcolinesterasa (organofosforados y carbamatos), los receptores de la
optopamina (formamidinas), y los receptores del GABA (Lindano).

Otros compuestos quimicos utilizados han sido las benzolifenilireas: la mayor
parte de los representantes de este grupo son altamente eficaces contra los
insectos pero no contra las garrapatas [36]. Las sustancias con accién sobre estos
ectoparasitos como el Fluazuron, se caracterizan por interferir principalmente en la
formacion de la quitina, impidiendo la formacion de la cuticula del parasito,
considerandose inhibidores de las mudas y del crecimiento [37]. Por otro lado
estas sustancias intervienen en el funcionamiento de las glandulas salivales,
afectando la nutricion de los diversos estadios. Las células excretoras también se
ven afectadas, ocasionando desequilibrios en la hemolinfa [36].

La reduccion progresiva del volumen de acaricida es posible mediante la
utilizacibn de acaricidas de accion sistémica administrados por via oral o
subcutanea [37]. Entre los garrapaticidas sistémicos se encuentran los derivados
de las lactonas macrociclicas, los cuales han demostrado tener accidon sobre
garrapatas de uno y tres hospederos.

La ivermectina es uno de estos compuestos que aplicado a 200 ug/kg en inyeccion

subcutanea controla las garrapatas [37]. Otros derivados de la ivermectina, como
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moxidectina y doramectina, estan siendo desarrollados con buenas perspectivas
para su uso como garrapaticida [38].

El closantel (5 mg/kg) también se ha empleado como garrapaticida y ha
demostrado eficaz proteccion sobre formas inmaduras de B.microplus y reduccién
en la eclosion de los huevos de hembras tratadas. Ofrece ademés, buena
proteccion via SC (6 semanas para Amblyomma) y por via oral a igual dosis a los

parasitos presentes en el animal [34].

2.1.2.1.1 Closantel

El closantel es un antihelmintico de la familia de las salicilanilidas (Figura 2). Es un
producto de sintesis [39] que se caracteriza por su accion sistémica de efecto
prolongado y residual. Una vez introducido en el organismo, entra en el torrente

sanguineo y se une a las proteinas plasmaticas [40-41].

N

//CI

Figura 2. Closantel

Los parasitos hematofagos y linféfagos por su forma de alimentacion, se exponen
al farmaco. Este provoca a nivel celular una interrupcion en el transporte de
energia, y el paréasito al carecer de la misma, no puede realizar sus funciones
vitales y muere.

El closantel puede utilizarse en formulaciones orales o inyectables, es altamente
recomendado para el tratamiento y control de ecto y endoparasitos que afectan a:
equinos, bovinos, ovinos y caninos. Ha demostrado una excelente actividad

parasiticida contra nemétodos, trematodos y artropodos [42-44].
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Propiedades fisicoquimicas del closantel

Formula molecular
C22H14Cl212N205
Nombre quimico:

N-[5-cloro-4 [(-clorofenil) cianometil]-2-metilfenil]-2-hidroxi-3,5-diodobenzamida

Solubilidad

Soluble en dimetilsulféxido, dimetilformamida, tetrahidrofurano y acetona. Poco
soluble en metanol y etanol. Practicamente insoluble en agua.

Punto de fusién: 220-230 °C

Toxicidad

Aguda oral en ratones DL5g 330 a 450 mg/kg.

Aguda oral en ratas 262 a 342 mg/kg

Desempefio bioldgico

La propiedad del closantel de adherirse a las proteinas plasmaticas le confiere una
gran residualidad, desde las 24 h de su aplicacion en que adquiere su maxima
concentracion y se extiende mas allda de las 7 semanas, evitando las
reinfestaciones, cualidad que carecen los antiparasitarios comunes

(bencimidazoles y levamisoles) [45-46].

2.2 Formas farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM)

Durante varias décadas el tratamiento de las enfermedades ha sido acompafado
por la administracion de las formas farmacéuticas convencionales, tales como las
tabletas, cdapsulas, cremas, ungientos, jarabes, aerosoles, inyectables vy
supositorios. Sin embargo, tales formas farmacéuticas, a pesar de que son las que
predominan en el mercado, no garantizan una concentracion constante del
farmaco dentro del organismo, por lo que es necesario administrar este tipo de
medicamentos varias veces al dia provocando asi, molestias al paciente por la
frecuencia alta de dosificacion, ademas de los efectos adversos del farmaco y de
gue sélo una pequefa cantidad de farmaco llega al sitio donde se requiere.
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En afios recientes los avances en biotecnologia y varios otros campos han llevado
al desarrollo de nuevos sistemas de liberacibn modificada de farmacos.
Inicialmente estos desarrollos estuvieron enfocados a la medicina humana, sin
embargo el uso de tecnologias de liberacion modificada fue iniciado a mitad de los
afos 70 para aplicacion veterinaria [47-48].

En la medicina veterinaria, las razones principales por las cuales se formula un
farmaco dentro de un sistema de liberacion modificada son para reducir el estrés
del animal cuando se le administra un medicamento y para reducir costos [49]. Los
sistemas de liberacion modificada son mas convenientes de administrar que dosis
repetidas. Adicionalmente estas formas de dosificacion pueden reducir la
exposicion de los seres humanos a los farmacos que sean toxicos a la
manipulacion [47, 50].

El mayor mercado para la aplicacion de las tecnologias de liberacion modificada
en el &rea veterinaria es la prevencion y control de las enfermedades a través de
la liberacion de farmacos antimicrobianos y antiparasitarios en los animales de
compaiiia y de granja [49, 51].

Otro mercado incluye el control de la fertiidad en animales de compafia y
promocion del crecimiento mediante agentes nutricionales en animales de granja.
Areas de menor interés, como manejo de animales silvestres y animales de
zooldgicos son otros nichos de oportunidad [47, 49].

En medicina veterinaria, los sistemas de liberacion modificada pueden ser
divididos en dos amplias categorias: animales destinados al consumo, el cual es el
principal mercado con aproximadamente 70% de las ventas totales, y por otro lado
los animales de compaiiia acapara el 30% restante. Los animales de consumo
constan principalmente de ganado bovino, ovino, porcino y aves de corral, junto
con el pescado y otros animales de los cuales se obtienen: huevo, carne o leche.
Los animales de compariia comprenden principalmente caballos, perros y gatos
[50].

Es muy importante conocer si el sistema de liberacion del farmaco que se intenta
formular es para fines individuales (animales de compafiia) o para uso grupal

(hatos de ganado). La razon de lo anterior es porque el precio es menos
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importante para el caso de animales de compafia que para animales de consumo.
De hecho el aspecto econdmico cambia entre los diferentes tipos de animales. Los
ganaderos constantemente comparan el costo del tratamiento con los resultados.
En general el costo de los sistemas de liberacion modificada de farmacos es mas
alto que las terapias convencionales pero con la ventaja de que ofrecen mayores
beneficios. Por ejemplo, cada visita del veterinario esta asociada con el costo de
Su tiempo y experiencia, y entre mas frecuente debe ser administrado un producto,
mas grande es el costo del tratamiento. Ademas, el desarrollo de un sistema de
liberacion permite el tratamiento de un mayor nimero de animales en una sola
temporada. De este modo los mejores productos seran aquellos que maximicen
los beneficios terapéuticos a un costo minimo y maxima conveniencia al productor.
En contraste, el mercado para los animales de compafia es algo diferente, ya que
el costo potencial y el margen de ganancias asociado con un producto
desarrollado para un animal de compafiia puede ser mucho mas alto, este costo
dependera del valor sentimental y de los recursos financieros del duefio [51].

En términos del esfuerzo en el desarrollo y en la naturaleza del trabajo a realizar,
existen numerosas diferencias entre la medicina veterinaria y la humana; en
primer lugar los productos veterinarios requieren de regulaciones adicionales que
los medicamentos de uso humano, por ejemplo: analisis detallados de los residuos
y seguridad para el manipulador, particularmente para los animales de consumo.
Los residuos en tejidos son los niveles del farmaco que permanecen al momento
del sacrificio. Para asegurar que estos niveles no causen dafos a los humanos, el
tiempo requerido después de la administracion del farmaco debe estar en niveles
no téxicos y esto debe asegurarse. El sacrificio del animal antes de esta fecha no
debe permitirse. Esta cuestion afecta fuertemente los aspectos econdémicos del
producto, en particular, influye directamente en la propuesta de formulacion para
una aplicacion dada. Sin embargo, todas las pruebas in vivo pueden llevarse a
cabo en la especie para el cual ha sido disefiado el tratamiento; de esta manera se
elimina la incertidumbre ligada a la correlacion entre los modelos animales y de

esta manera da una mayor ventaja. Ademas, muchos productos veterinarios son
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almacenados en condiciones extremas de temperatura y de humedad, por lo tanto
deben ser capaces de soportar tales condiciones [50-51].

Debido a las variaciones que existen entre las diferentes especies, cada producto
para aplicacion veterinaria debera tener un disefio especial, y éste dependera de

la eficacia y potencia del farmaco dentro de cada especie en particular [47, 50].

Sistemas de liberacion modificada de farmacos por via oral

Aunque la via de administracion oral en humanos cuenta con algunas ventajas,
esto no necesariamente aplica para los animales, en especial en cuanto a la facil
administracion, ya que la via oral esta restringida para la liberacion de farmacos.
Aunque la administracion de sistemas de liberacion modificada en los humanos
por via oral reduce las fluctuaciones en las concentraciones séricas y es
invaluable en el tratamiento de numerosas enfermedades, y de que se reduce la
frecuencia de las administraciones de una o dos veces diarias, que en otras
circunstancias requeriria de 3 y hasta cuatro veces diarias; en los rumiantes, estas
extensiones en tiempo de entrega ofrecen poca o0 nula ventaja. En consecuencia,
los sistemas orales (rumenal) de liberacion de farmacos veterinarios, se
desarrollan para liberar sus contenidos durante largos periodos (hasta varios
meses) [51-53].

La mayoria de las formas de dosificacion oral de liberacion modificada caen dentro
de una de las siguientes categorias:

(1) Sistema matricial: El farmaco esta disperso en una matriz polimérica y la
liberacion tiene lugar por la particion del farmaco dentro de la matriz polimérica y el
medio de liberacion. La liberacion del farmaco a partir de este sistema puede ser
sensible a los alimentos y al pH del contenido gastrointestinal.

(2) Sistema reservorio: La forma de dosificacion consta de un nucleo de farmaco

rodeado por una membrana. La liberacién del farmaco a partir de este sistema
puede ser influenciado por los alimentos y el pH gastrointestinal.

(3) Sistema osmotico: La presidon osmoética es utilizada para la liberacion de

farmacos. Este evento se produce independientemente del pH o de otros

parametros fisiol6gicos. Este mecanismo puede utilizarse para liberar farmacos a
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una velocidad predeterminada. Puede hacerse una categorizacion similar para
productos orales (rumenal) formulados para uso veterinario [52].

Los recientes avances en tecnologia de liberacion de farmacos en humanos
permiten adaptar patrones de liberacion de farmacos para maximizar el efecto
terapéutico. Por ejemplo, los sistemas Geomatrix® (SkyePharma) utilizan un
sistema multicapa (nucleo de principio activo mas barreras poliméricas) para lograr
un perfil de liberacidon de farmacos deseado. Las barreras poliméricas consisten en
hidroxipropilmetilcelulosa de distintos tipos, pesos moleculares y viscosidades.
Estas estan incorporadas en proporciones especificas para lograr un patron de
liberacién deseado, lo que permite una liberacion de orden cero y la liberacion
modificada de dos farmacos diferentes dentro de una misma formulacion. Existen
otros humerosos ejemplos que estan siendo comercializados o que se encuentran
en desarrollo.

Se estan haciendo esfuerzos similares en el &mbito veterinario, para lograr esto,
las caracteristicas anatdmicas Unicas de los animales estan siendo explotadas. El
enfoque, conocido por muchos afos, involucra dispositivos densos que se hunden
en la parte inferior del rumen donde se mantiene. Un ejemplo de un sistema de
liberacion de este tipo recientemente fue desarrollado para mejorar la eficacia de
un medicamento existente, es la Capsula del Tiempo, (Celentis). Este libera 6xido
de zinc hasta por 6 semanas en el ganado ovino para tratar el eczema facial. El
sistema de liberacién consta de un nucleo de 6xido de zinc, unido a agentes
liberadores, los cuales son extruidos y, a continuacion, se introducen en una capa
cerosa impermeables al agua [52].

Otro ejemplo es el sistema terapéutico rumenal (RUTS) Push-Melt ™ .Dos
farmacos, ivermectina y selenio, han sido exitosamente liberados utilizando esta
tecnologia por periodos de hasta 135 y 120 dias, respectivamente. RUTS es un
sistema osmaticamente gobernado. Después de la administraciéon en el rumen, el
incremento de temperatura provoca una capa de farmacos especialmente
formulado para fundirse y de ésta manera fluir. Simultdneamente, el agua entra a
través de la membrana semipermeable lo que resulta en el hinchamiento de la

tableta osmotica, que empuja a un tapdn que comprende ceras de parafina y CAB-
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O-Sil (diéxido de silicio). El tap6n se comporta como un piston y empuja la capa de
farmaco ahora liquido a través de un puerto de salida y fuera del dispositivo a
través de un orificio. La velocidad de liberacion puede ser hecha a la medida para
maximizar el efecto terapéutico [53].

Por otra parte se han hecho esfuerzos para tratar de retardar el transito
gastrointestinal de los farmacos, algunos ejemplos que se mencionan en la
literatura son los siguientes:

Dispositivos gastroretentivos: prolongan la residencia gastrica y reducen los
problemas asociados con el vaciamiento gastrico erratico, se han hecho intentos
para aumentar la retencion géstrica. Los dispositivos incluyen:

Sistemas flotantes: sistemas hidrodinamicamente equilibrados, como por ejemplo

microesferas flotantes que son sistemas multiparticulados de liberacion
modificada, tienen la ventaja de retencién gastrica por hasta 12 h en los seres
humanos. El farmaco esta contenido en el nacleo interno hueco de la microesfera
flotante y es liberado en el estbmago a un ritmo lento. Tras la liberacion del
farmaco, el sistema residual es eliminado del estbmago. Sin embargo, la mayoria
de los estudios indican que la retencién de estos sistemas esta fuertemente
afectada por el estado pandrial del paciente y el dispositivo transita mas
rapidamente cuando se esta bajo ayuno [53].

Sistema hinchables: el dispositivo se hincha hasta un punto en que es incapaz de

salir del estbmago a travées del piloro. En consecuencia, la forma de dosificacion
se conserva en el estbmago durante mas tiempo [53].

Dos propiedades importantes de estos sistemas son la velocidad a la cual ocurre
el hinchamiento y la resistencia mecanica del dispositivo. En particular, los
dispositivos hinchables necesitan hincharse completamente antes de que suceda
el vaciamiento géstrico (es decir, debe lograr el hinchamiento dentro de 20
minutos 0 menos). Aunque todavia depende de la presencia de alimentos, un
hallazgo prometedor de estos sistemas fue mantenerse durante mas de 24 h
dentro del estdbmago de perros alimentados [54].

« Sistemas bioadhesivos: el dispositivo estd formulado para adherirse a un sitio

dirigido dentro del tracto gastrointestinal, donde el farmaco es liberado.
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«_Sistemas modificados en su forma: formas no desintegrables hechas de

elastomero o de mezclas de polietileno. Basandose en las funciones fisiol6gicas
normales, el dispositivo se mantiene dentro del estbmago debido a su tamairio, la
forma o flexibilidad.

* Formulaciones de alta densidad: el dispositivo literalmente se hunde en el

estbmago, con lo que retrasa su salida durante el vaciado gastrico. Estas
tecnologias destacan porque algunas podrian encontrar aplicacion para la
liberacion de farmacos en pequefios animales, aunque existe marcada variacion
en la velocidad de vaciamiento gastrico tanto dentro, como entre especies; lo que
lo convierte en un reto. Sin embargo, para las especies rumiantes, la duracién
deseada de liberacion es generalmente en el orden de semanas o meses, en lugar
de horas. Por lo tanto, las tecnologias descritas son poco probables de encontrar

aplicacién en este grupo de especies animales [52].

Sistemas de liberacion modificada de farmacos por via parenteral

A causa de las limitaciones de la transferencia de tecnologias orales humanas a
especies de rumiantes y monogastricos, la liberacibn parenteral podria
proporcionar una opcion mas favorable. Entre éstas se incluyen tecnologias como:
microesferas, preparados liposomales, implantes y los inyectables que forman
depdsito, todos tienen potencial de ser aplicados tanto en humanos como en
medicina veterinaria. Entre los productos inyectables ya comercializados, pueden
nombrarse, entre otros:

1.- Implante de Formacion in situ (Atrigel®)

El sistema ATRIGEL ® consta de polimeros biodegradables disueltos en un
acarreador biocompatible. Cuando el sistema de polimero liquido se inyecta, forma
un implante solido en contacto con los fluidos acuosos del cuerpo. Si un farmaco
es incorporado en la solucién de polimero, queda atrapado dentro de la matriz
polimérica solidificada. El farmaco es entonces liberado con el tiempo conforme el

polimero se biodegrada [51-52, 55].
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2.- Microparticulas

Ha habido varios usos veterinarios propuestos para formulaciones de
microesferas. Las aplicaciones incluyen la liberacion de vitamina B12,
moxidectina, estradiol y progesterona, estradiol e ivermectina [51].

El primer producto veterinario comercialmente disponible basado en
microparticulas fue lanzado en Nueva Zelanda (SMARTShot B12™). Este
producto inyectable contiene vitamina B12 que continuamente se libera por mas
de 200 dias. Mas recientemente la FDA ha aprobado ProHeart®6 (Fort Dodge
Animal Health) (moxidectina) para la proteccion contra la enfermedad de
Heartworm causada por Dirofilaria immitis en perros. El producto se proporciona
en dos viales independientes que se mezclan antes de su uso; la administracion
subcutanea de este producto proporciona una duracion de seis meses de actividad
terapéutica.

Ademas, una preparaciéon de microesferas de acido polilactico (PLA) ha sido
desarrollada para proveer una liberacion prolongada de ivermectina para controlar
parasitos.

En general los sistemas de liberacibn modificada abarcan una gama amplia de
dispositivos; desde aerosoles para la terapia de inhalacién hasta capsulas de alta

tecnologia que liberan la carga a los sitios especificos del cuerpo [51].

2.2.1 Sistemas acarreadores

Los sistemas acarreadores presentan algunas ventajas sobre el hecho de
administrar los farmacos libremente. Por una parte el organismo es protegido de la
posible toxicidad de los activos, mientras que éstos son protegidos de la accion del
organismo y del medio ambiente, a la vez que mantienen la velocidad de
liberacion.

Para disefiar formas de dosificacidon “sofisticadas” se utilizan materiales
adecuados que modifiquen las propiedades de las moléculas activas, incluyendo
aguellas relacionadas con su comportamiento en el organismo. Muchos tipos de
biomateriales han sido desarrollados, siempre considerando la finalidad ultima:

lograr un sistema de liberacion modificada, evitando afectar de manera negativa al
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organismo y farmaco. Los materiales deben ser, preferentemente biodegradables,
es decir, que su degradacion en el organismo sea mas rapida que fuera de él y
que ni ellos ni sus productos de degradacion sean toxicos. Destacan las
ciclodextrinas, fosfolipidos, esteroles, lipidos, diferentes tipos de tensoactivos y
polimeros naturales (albumina, gelatina, colageno, etc.) o sintéticos (polianhidros,
poli-g-caprolactona, poliortoésteres, etc.).
Para conocer como funcionaran los distintos acarreadores utilizados es necesario
tener conocimiento de algunas propiedades de los mismos: distribucién y tamafio
de particula, potencial Z, hidrofobicidad de la superficie y analisis quimico de la
misma.
Los acarreadores mas utilizados se pueden clasificar en tres grupos:

a) Coloidales: liposomas, niosomas, microparticulas y nanoparticulas.

b) Moleculares: ciclodextrinas, anticuerpos y dendrimeros.

c) Celulares: eritrocitos resellados.

2.2.1.1 Sistemas coloidales
Son todos aquellos constituidos por particulas menores a 1 um. Entre los mas
mencionados en la liberacion modificada se encuentran: liposomas, niosomas,

nanoparticulas y microparticulas.

2.2.1.1.1 Liposomas

Se definen como vesiculas de diferentes tamarfos, formadas por una o0 mas capas
conceéntricas de fosfolipidos y que presentan en su interior una cavidad hidrofilica
(Figura 3).

Figura 3. Esquema representativo de un liposoma

Fueron descubiertos en 1960 y desde entonces han sido utilizados para diversos

fines, entre los que destacan su uso como modelos de membranas celulares y
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como sistemas de liberacion de farmacos, a nivel farmacéutico y cosmético [56].
Los liposomas varian segun el tipo de lipido utilizado, la técnica y las condiciones
de preparacion; lo cual influye sobre los procesos de opsonizacion, perfil de
liberacion de los activos y la vida media del liposoma. En preparaciones
farmacéuticas los mas utilizados son los liposomas unilamelares (40-250 nm).
Entre sus aplicaciones terapéuticas se encuentran la aplicacion de doxorubicina
(Doxil®, Caelyx®, Myocet®) clorhidrato de doxorubicina en capsulado en liposomas
Stealth para administracién intravenosa, ademas, Fungizone® (Amfotericina-B),
Novasome® (vacuna Smallpox) y Nyotran™ (Nistatina).

Entre sus aplicaciones cosméticas se encuentra en el mercado: Rovisome Acné

(Rovi), Isocell® (Lucas Meyer) y Capture® (Christian Dior) [57-58].

2.2.1.1.2 Niosomas

Son vesiculas formadas principalmente por tensoactivos no idnicos y presentan
una mayor estabilidad que los liposomas. Entre los tensoactivos utilizados para su
fabricacion se encuentran: poliglicerol alquil-éteres y glucosil alquil-éteres, entre
otros. Para conferirles una mayor estabilidad se incluyen en su estructura otros
tensoactivos cargados y un porcentaje de colesterol.

Su eficiencia de carga de farmaco depende del método de preparacion (inyeccion
de disolvente organico lleva a mayor eficacia que por agitacion manual),
composicion de la bicapa (a mas colesterol, mayor longitud de cadena y mayor
carga electrostéatica, mayor atrapamiento).

Entre sus aplicaciones terapéuticas se pueden mencionar la administracion
intravenosa de doxorubicina (Doxil®), la administracién oral de metotrexato y la

administracion transdérmica de estradiol [59-61].

2.2.1.1.3 Microparticulas

Son particulas pequefias, del orden de 1 a 100 um. Pueden ser preparadas a
partir de diferentes materiales y sus caracteristicas fisicas dependeran del uso al
gue estén destinadas. La eleccidén del material considera el principio activo que se

desea utilizar, el sitio donde se requiere, la duracion del efecto y la toxicidad del
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mismo. Existen dos tipos de microparticulas: las microesferas en las que el
farmaco se encuentra disuelto o disperso en una matriz polimérica sélida y las
microcapsulas cuando el farmaco se encuentra en una fase liquida interior y
rodeada por una membrana polimérica.

Las microparticulas cuando son inyectadas en algun tejido tienden a estar en ese
lugar, por ejemplo, cuando fueron inyectadas microparticulas de 60 pm
compuestas de un polimero de degradacion lenta en el nervio ciatico, se
encontraron grandes cantidades de éstas en el sitio de aplicacion ocho semanas
después [62].

Las diferencias entre micro y nanoparticulas pueden ser observadas en la cavidad
abdominal de ratones; microparticulas de 5, 25, 60 y 250 um inyectadas en ese
sitio permanecieron ahi por al menos dos semanas. En contraste una masa igual
de nanoparticulas del mismo material mostro casi un completo aclaramiento en el
peritoneo en el mismo periodo [63].

El tamafio tiene un marcado efecto en el destino de las particulas inyectadas en la
vasculatura. Las microparticulas grandes pueden embolizar los vasos sanguineos
del mismo didmetro, y esta propiedad puede ser utilizada para ocluir
intencionalmente el flujo sanguineo, con o sin liberacion de farmaco concurrente,
como quimioembolizacion de carcinomas hepatocelulares. Para uso intravenoso,
las particulas grandes podrian alojarse en la vasculatura pulmonar el cual podria o
no ser un problema clinico. En general, es improbable que las microparticulas
crucen la mayoria de las barreras biolégicas, y por lo tanto frecuentemente la
liberacion es realizada en el sitio de interés.

Las particulas entran a las células por una serie de procesos llamado endocitocis,
el cual incluye fagocitosis y pinocitocis. La fagocitosis es la toma de particula de
por lo menos 10 um de didmetro, y puede ser realizado por relativamente pocas
células, tales como macréfagos, neutrdfilos y células dendriticas. El mecanismo de
pinocitocis puede ser hecho por todo tipo de células, y pueden capturar particulas
submicrénicas y sustancias en solucion. Consecuentemente las microparticulas
pueden solamente ser liberadas dentro de células que son fagociticas, mientras

gue las nanoparticulas pueden ser liberadas en practicamente cualquier célula.
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El uso de microparticulas ha sido generalizado en los Ultimos afios. Se pueden
encontrar sistemas de liberacion dirigidos practicamente en cualquier via de
administracion que involucren estas particulas microestructuradas. Sin embargo,
debido a su tamafo existe el riesgo de activacion del sistema inmunitario y la
posibilidad de producir toxicidad [64-65]. Se han utilizado con antineoplasicos,
broncodilatadores, antiinflamatorios, etc., suponiendo un gran auge en el ambito

farmacéutico [66].

2.2.1.1.4 Nanoparticulas

Son particulas coloidales las cuales tienen un tamafio entre los 10 y 1000 nm.
Estan hechas de materiales macromoleculares en el cual el farmaco esta disuelto,
atrapado o encapsulado. Este material debe ser preferentemente biodegradable.
Debido a que el diametro del capilar mas pequefio en el cuerpo humano es de
alrededor de 4 um, las nanoparticulas deberan tener un menor diametro para
poder llegar a los sitios blancos en el cuerpo: Su tamafio pequefio también
disminuird una posible irritacion en el sitio de inyeccion.

A pesar de que los liposomas, niosomas y microemulsiones son muy similares a
las nanoparticulas poliméricas con respecto a su tamafo, forma y modo de
administracion; las nanoparticulas ofrecen ventajas adicionales, tales como: alta
estabilidad cuando estan en contacto con los fluidos bioldgicos, alta capacidad de
carga y proteccion del farmaco por la matriz polimérica contra la degradacion, todo
esto llevando a una alta concentracion intracelular del farmaco. También debido a
su naturaleza polimérica, una liberacion modificada puede ser alcanzada.

La eleccion del polimero, tamafio y método de preparacion dependera de la
bioaceptabilidad del mismo, las propiedades fisicoquimicas del farmaco, del

polimero y de la aplicacion terapéutica [67].
2.2.1.1.4 1 Métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas

Se mencionan muchos métodos en la literatura para llevar a cabo la elaboracion

de nanoparticulas, ya sean de matriz polimérica o lipidica. En general se pueden
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dividir en aquellos en el que se parte del polimero previamente sintetizado y a
partir de los monémeros.

2.2.1.1.4.1.1 A partir de polimeros previamente sintetizados

2.2.1.1.4.1.1.1 A partir de microemulsiones:

A mitad de los afos setenta, S. Friberg [68] y mas tarde F. Gault propusieron un
método basado en microemulsiones (ME) para preparar particulas monodispersas
de tamafio nanométrico. Esta idea fue ampliamente aceptada y se vio reflejada en
gran cantidad de publicaciones involucrando microemulsiones como patrones para
formar nanoparticulas, inicialmente inorganicas [69-71].

Las microemulsiones son sistemas dispersos de dos liquidos inmiscibles
estabilizados por un tensoactivo o mezclas con cotensoactivos. Son Opticamente
transparentes, se forman espontdneamente y son termodindmicamente estables.
Habitualmente presentan estructuras esféricas de tamafios nanométricos.

Su uso para formar sistemas nanométricos de diferentes materiales se basa en
considerar que la forma y el tamafio de las nanogotas pueden servir para sintetizar
nanoparticulas [72-73].

Muchos sistemas diferentes basados en microemulsiones han sido utilizados para
formar particulas de talla nanométrica. Inicialmente la mayor parte de los estudios
se llevaron a cabo realizando la sintesis del material polimérico in situ, tratando las
nanogotas como si fueran nanoreactores [74-75]. También se usan de este modo
en la sintesis de nanoparticulas inorganicas, a partir de ME reversas usando el
sistema para lograr nucleacién controlada [76-79]. También, cabe la posibilidad de
sintetizar nanoparticulas organicas por procesos de precipitacion desde ME. Se ha
demostrado que la sintesis de nanoparticulas en microemulsion permite obtener
poblaciones monodispersas y en algunos casos controlar el tamafio de particula

por variacion del tamafio de las “gotas de la microemulsion” [80].
2.2.1.1.4.1.1.2 Emulsificacidén-evaporacion

a) El polimero y el farmaco se disuelven en un medio organico inmiscible con

el agua, esta solucion se adiciona a una disolucion acuosa de estabilizante
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mediante agitacion u otro mecanismo que lleve a disminuir el tamafo del
glébulo de la preemulsion formada.
b) Se elimina el disolvente organico mediante vacio, calor o ambos.

c) Elresultado es la formacion de una dispersion de nanoparticulas [81-82].

2.2.1.1.4.1.1.3 Emulsificacion-difusion
Se puede considerar una modificacion del método antes mencionado.

a) El polimero y el farmaco se disuelven en un disolvente que sea
parcialmente miscible con el agua (alcohol bencilico, acetato de etilo), y que
previamente se satura con agua.

b) Se adiciona la fase anterior a una disolucion acuosa que contiene un
estabilizante.

c) Al adicionar mas agua se genera una difusion espontanea del disolvente, lo
gue genera una turbulencia interfacial entre las dos fases llevando a la
formacion de las nanoparticulas.

d) El disolvente es eliminado mediante vacio, calentamiento o simple agitacion

mecanica [81-83].

2.2.1.1.4.1.1.4 Desplazamiento del disolvente
a) Se disuelve el polimero, el farmaco, y en ocasiones, un estabilizante en un
medio semipolar, miscible con el agua.
b) Se adiciona la mezcla a una disolucion acuosa con un estabilizante (alcohol
polivinilico o pluronic F-68, principalmente) manteniendo agitacion.
c) Las nanoparticulas se forman inmediatamente debido a una rapida difusion
del disolvente no acuoso, el cual es eliminado mediante calentamiento,

simple agitacién o bajas presiones [81-82].
2.2.1.1.4.1.1.5 Precipitacion por adicion de sales neutras

Esta basado en la separacion de un disolvente miscible con agua de una

disolucién acuosa mediante precipitacion.
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a)

b)

c)

d)

El polimero y el farmaco son disueltos en acetona (ya que se conoce muy
bien su comportamiento).

Mediante agitacion es emulsificada en un gel acuoso que contiene los
electrolitos y un estabilizante coloidal.

Se adiciona la suficiente cantidad de agua para que aumente la difusion de
acetona a la fase acuosa y se formen las nanoparticulas.

Finalmente se elimina el disolvente [81-82].

2.2.1.1.4.1.2 A partir de mondémeros

2.2.1.1.4.1.2 1 Polimerizacién en emulsién

a)

b)
c)

d)

Para producir nanoparticulas por polimerizacién in situ, se afiade un
monomero en una emulsion en lugar de la solucion de polimero.

Se inicia la reaccion de polimerizacion.

El fArmaco puede ser adicionado en el medio de polimerizacion antes de la
adicion del mondmero o al final de la reaccion de polimerizacion.

Precipitacion de las nanoparticulas [81].

2.2.1.1.4.1.2 2 Polimerizacién en fase acuosa continua

a)

b)
c)

Se disuelve el mondmero en una disolucion acuosa, con o0 sin
estabilizantes, en la que también esta disuelto el farmaco.

Se inicia la polimerizacion mediante radiacion o iniciacion quimica.

Debido a que el polimero es insoluble en el medio utilizado hay una

precipitacion y formacion de las nanoparticulas [81].

2.2.1.1.4.1.2.3 Polimerizacién interfacial

a)
b)

c)

Se disuelven farmaco y monodmero en la fase en que son solubles.

Se adicionan a la fase organica o acuosa, segun sea el caso, con agitacion.
(En caso de ser necesario, la fase externa debera tener un iniciador de la
polimerizacion).

Si el proceso de polimerizacion es muy rapido, se forma una capa
impermeable del polimero, dando como resultado nanocépsulas.
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Si el proceso es lento, la polimerizacion se dard en el total de la masa y se
formaran nanoparticulas soélidas [81].

Observando lo anterior, se puede decir que la metodologia en la cual se parte de
polimeros preformados es mas sencilla, ya que debido a la naturaleza
multicomponente del medio de polimerizaciébn es muy dificil predecir el peso
molecular del material polimerizado, en algunos casos se puede inhibir la actividad
del farmaco debido a que interactia con algunos monomeros activos y finalmente
una limitante principal es la presencia de residuos toxicos (mondmeros sin

reaccionar y entrecruzadores).

2.2.1.1.4.2 Factores de formulacion y de proceso involucrados en la
elaboracion de nanoparticulas de PLGA

En general, los factores mas importantes que afectan el tamafio de particula son:
la relacién del copolimero, concentracion del polimero, naturaleza y cantidad del
disolvente, peso molecular del estabilizante polimérico, viscosidad, velocidad de

agitacion, temperatura y velocidad de adicion de la fase organica [84].

2.2.1.1.4.2.1 Relacion de copolimero

Las relaciones del copolimero de PLGA mas usados son el 50:50 y el 75:25,
Konan et al. [84] emplearon estos dos copolimeros y encontraron diferencias
minimas en los tamafios de particula obtenidos (93 y 95 nm respectivamente).
También Mittal et al [85] observaron lo mismo al elaborar nanoparticulas de PLGA

50:50, 65:35 y 85:15, obtuvieron tamafos de 118,126 y 129 nm respectivamente.

2.2.1.1.4.2.2 Concentracion de PLGA

Utilizando PVA al 2.5%, carbonato de propileno como disolvente e incrementar la
concentracion de PLGA de 1 a 4% (p/v), Kwon et al [84] observaron un aumento
en el tamafio de particula de 205 a 290 nm. En tanto que Lee et al [86] obtuvieron
resultados similares, tamafios de 120 y 230 nm para concentraciones de PLGA de
1 y 5% respectivamente utilizando como disolvente acetato de etilo y como

estabilizante pluronic F-127 al 5%. Mainardes et al. [87] encontraron la misma
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respuesta, empleando 12.5, 25 y 50 mg de PLGA obtuvieron tamanos de 243, 255
y 360 nm respectivamente.

2.2.1.1.4.2.3 Naturaleza y cantidad de la fase organica

De acuerdo con los resultados obtenidos por Choi et al [88], el tamafio es afectado
de la siguiente manera, al utilizar diferentes disolventes para disolver al PLGA
75:25 y como estabilizante poloxamero 188: 120 nm para acetato de etilo, 125 nm
para etilcetona y 260 nm utilizando alcohol bencilico. Los autores sugieren que
con los disolventes con baja relacion de intercambio (relacion entre difusién del
disolvente hacia el agua y viceversa) y alta interaccion polimero disolvente
producen nanoparticulas menores debido a que producen regiones pequeias de
saturacion [84]. Nguyen et al. [89] prepararon nanoparticulas de PLGA, obteniendo
tamafos de 2004 y 642.3 nm utlizando dimetilacetamida y acetona
respectivamente. Por otra parte al cambiar la proporcibn de fase interna
(disolvente organico), Mainardes et al. [87] encontraron que al variar de 1 a 3 mL
de diclorometano los tamafios de particula fueron los siguientes: 298, 275 y 248

nm respectivamente.

2.2.1.1.4.2.4 Efecto del tensoactivo o estabilizante

Kwon et al [90] utilizaron PEG, Tween 80, gelatina, dextrano, pluronic L63, PVA'y
Bromuro de dimetil amonio (DMAB). So6lo PVA y DMAB formaron nanoparticulas
con el método de emulsion difusion. Con DMAB al 2% se obtuvo un tamafo de
particula de 76 nm y con PVA al 5% se obtuvo un tamafio de 210 nm. Al
incrementarse la concentracion de DMAB de 2 al 4% el tamafio disminuy6 a 75
nm. El menor tamafio de particula obtenido con DMAB se atribuyé a que
disminuye la tension superficial comparada con el PVA [84]. Mainardes et al. [87]
evaluaron tres concentraciones de PVA, 0.15, 0.30 y 0.70 % pl/v, y los tamafos de
particulas fueron de 335, 260 y 242 nm respectivamente en concordancia con lo

arriba mencionado.
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2.2.1.1.4.2.5 Viscosidad de la fase continua y de la fase discontinua

Ahlin et al [91] prepararon fases continuas con diferentes viscosidades utilizando
PLGA de diferentes masas moleculares. La concentracion del PLGA fue de 5% en
alcohol bencilico y las viscosidades fueron las siguientes: 0.03, 0.036 y 0.046 Pa.s
para PLGA 50:50 (12 kDa), PLGA 75:25 (12 kDa) y PLGA 75:25 (63 kDa)
respectivamente. Se obtuvieron nanoparticulas de 175, 220 y 280 nm al
incrementar la viscosidad de 0.03 a 0.046 Pa.s, la conclusion de esto fue que el
tamafo de la nanoparticula incrementa con el incremento de la viscosidad de la
fase dispersa, mientras que una disminucion es observada cuanta mas viscosa es

la fase continua.

2.2.1.1.4.2.6 Velocidad de homogenizacion y de agitaciéon

Lee et al [86].evaluaron el efecto de la velocidad de homogenizacion (afiadiendo la
fase organica a la fase acuosa). El intervalo de velocidad probado fue de 5,000 a
15,000 rpm para una suspension con 5% de PVA por un tiempo fijo de 7 minutos.
Se obtuvieron tamafos de 200 nm para velocidades de hasta 11,500 rpm, y a
revoluciones mas altas (22,000), tamafios de particula de 120 nm, al emplearse
mayores velocidades ya no se obtuvieron decrementos significativos. En estos
experimentos no se menciona el sistema hidrodindmico los cuales pudieran

afectar el tamafio de gota.

2.2.1.1.4.2.7 Temperatura del agua afiadida para la difusién del disolvente

Una importante reduccion en el tamafio de las nanoparticulas puede ser obtenido
al controlar la temperatura del agua que se afiade para permitir la difusion del
disolvente. Kwon et al. [90] con PVA al 5% y con DMAB al 2% con una velocidad
constante de adicién de agua de 16 mL/s, para ambos tensoactivos se observé un
decremento con el incremento de la temperatura de agua adicionada. Utilizando
DMAB, los tamafios obtenidos fueron de 65 y 78 nm para temperaturas de 60 °C y
25 ° C respectivamente. Empleando PVA, se obtuvieron tamafios de 170 y 204 nm

para temperaturas de 60 °C y 25 °C respectivamente. A pesar de dichas ventajas,
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el inconveniente de esto es el efecto de la temperatura del agua sobre la
estructura polimérica, debido a que la Tgdel PLGA esta por debajo de 60 °C.

Como ya se mencioné en parrafos anteriores, existen varios métodos para la
elaboracion de nanoparticulas de PLGA, cada uno de ellos tiene sus ventajas y
desventajas, pero como siempre, sera el principio activo el que determine cual
meétodo elegir de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas y de la aplicacion que

se le quiera dar.

2.2.1.1.4.3 Nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL)

Ademas de las nanoparticulas formadas a partir de polimeros naturales o
sintéticos, destacan actualmente las formadas a partir de lipidos sdlidos,
conocidas como nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL). Estas surgieron en 1991 y
reunen las ventajas de los sistemas tradicionales, por una parte se pueden utilizar
moléculas no téxicas para el organismo, como en el caso de los liposomas pero
con mayor estabilidad, y por otra parte se consiguen tamafios nanométricos [92-
93].

Las técnicas usadas para preparar NSL son: homogeneizacion por alta presion (en
frio o en caliente), microemulsion, evaporacion de disolvente y doble emulsion
(w/olw).

En el primer caso se disuelve el farmaco en el lipido de eleccién fundido entre 5y
10 °C por arriba de su punto de fusion y se dispersa la mezcla con agitacion en
una disolucion caliente (a igual temperatura que la fase lipidica) de tensoactivo.
Esta preemulsion se homogeneiza con alta presion. La emulsion se enfria y la
resolidificacion del lipido lleva a la formacién de las estructuras nanométricas.
También es posible encapsular farmacos sensibles a la temperatura o moléculas
hidrofilicas mediante mezclado en frio, de este modo se evita en parte, la
migracion del farmaco a la fase acuosa durante el proceso inicial de formacion de
la preemulsién.

En el segundo caso se forma una microemulsién, siendo la fase interna el lipido
fundido con el farmaco incorporado, esto es adicionado con agitacion a una fase

acuosa con tensoactivos y cotensoactivos a la misma temperatura. La
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microemulsion formada se adiciona a una disolucion acuosa fria y la precipitacion
de las NSL es instantanea. Este Ultimo método tiene la desventaja de que la
cantidad de fase lipidica con respecto a la acuosa puede ser muy pequefa y por lo
tanto para obtener una cantidad significativa de NLS es necesario eliminar una
cantidad excesiva de agua.

En el tercer caso, el lipido se disuelve en un medio organico y se dispersa en agua
formando una emulsidén o/w. Posteriormente se evapora el disolvente, dejando el
lipido en contacto con el agua, al no ser soluble precipitara dando lugar a las NSL.
Sin embargo este método tiene el problema, como en el caso de nanoparticulas
convencionales, de emplear disolventes organicos [92].

En el dltimo caso, el farmaco se disuelve en una fase interna acuosa que es
emulsificada a velocidad alta (Ej. ultraturrax) con un lipido previamente fundido o
disuelto en un disolvente organico. Esta primera emulsion w/o es posteriormente
dispersada en una fase acuosa que contiene estabilizantes, dando lugar a una
doble emulsién w/o/w que se mantiene en agitacion. Después las nanoparticulas
son aisladas por filtracion. Esta técnica es util para farmacos que presentan una
alta solubilidad en agua.

Para que el sistema de liberacién sea efectivo es necesario que sea capaz de
encapsular el farmaco de manera eficiente. Esto dependera de:

Solubilidad del farmaco en el lipido: si es poco soluble migrara hacia la fase
acuosa durante el proceso de preparacion.

Naturaleza quimica y estructura cristalina: los lipidos pueden formar particulas
muy cristalinas, lo cual hace que se forme una red perfecta y las moléculas
extrafias, el farmaco, sea eliminado. Para evitar esto, se utilizan mezclas de
lipidos.

Polimorfismo del lipido: si hay posibilidad de diferentes modos de cristalizacion,
puede encontrarse con que el lipido cristalice diferente en el seno de la disolucién
que en el proceso de manufactura de nanoparticulas y por ello, durante la
produccion de NSL el farmaco pueda ser expulsado del seno lipidico para asi

formar una red cristalina mas perfecta [94].

42



CAPITULO 11 ANTECEDENTES

Una vez formado el sistema de liberacion, éste debe ser capaz de liberar el
farmaco de manera controlada. La liberacion va a depender del tamafio de
particula, la matriz lipidica, concentracion de tensoactivo y los parametros de

proceso [95].

2.3 Liberacion del farmaco a partir de las nanoparticulas
Las nanoparticulas liberan el farmaco en la mayoria de los casos, por la
interaccion que tienen directamente con su medio. La liberacion del farmaco
puede ocurrir por:

++ Desorcion de la superficie.

++ Difusion a través de una matriz.
% Difusion a través de la pared del polimero o lipido.

% Erosion de la matriz.

¢+ Combinacién del proceso difusién-erosion [67].
En el mecanismo de liberacion del farmaco, el coeficiente de difusion y su
biodegradacion son los principales factores a considerar dentro del mismo.
La liberaciéon del farmaco desde las nanoparticulas esta fuertemente influenciada
por el ambiente biolégico en que se encuentran. El efecto del medio es mayor
cuando se trata de dosificaciones extensas, ya que puede haber un mayor grado

de union a proteinas plasmaticas y con ello el retraso en la liberacion del activo.

2.4 Remocién del organismo de los sistemas nanoparticulados

Los sistemas nanoparticulados presentan rapido aclaramiento por los macréfagos
del sistema reticuloendotelial. Este puede ser evitado, o al menos disminuido de
los siguientes modos: modificando el tamafio de particula, modificando la carga
eléctrica y la hidrofobicidad superficial, o0 modificando algunos grupos expuestos
en la superficie. Se ha observado que a menor tamafio y mas hidrofilica sea la
superficie, menor es la interaccion con muchos de los componentes del organismo
y por ello es menor respuesta inmune, por otra parte se ha demostrado que las
particulas cargadas negativamente (potencial Z ~ -40 mV) son mas facilmente
removidas por el sistema de reticuloendotelial que para particulas neutras
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(potencial Z ~ £10 mV). [96-97]. Para lograr esto se puede modificar quimicamente
la superficie mediante una reaccion en la cual se introducen grupos hidrofilicos en
la molécula del acarreador o por adsorcion de polimeros con caracteristicas
estructurales y electrénicas adecuadas a las necesidades (poloxamero,
poloxamina, fosfolipidos, compuestos etoxilados, etc.). Con respecto a los grupos
de superficie se conoce que para evitar el rapido aclaramiento de las particulas es
necesario: no tener expresion de antigenos en la superficie y asi no habra
reconocimiento por anticuerpos, no poseer lugares de union para el C3b (sistema
del complemento) y poseer caracteristicas de superficie adecuadas para la unién
con el componente H (sistema del complemento que disminuye la actividad del
mismo. Ej.: Alto contenido de grupos carboximetilo disminuye la activacion del

sistema del complemento [94, 98-101].

2.5 Sistemas dispersos farmacéuticos

Los sistemas dispersos estan formados por al menos dos fases: la sustancia que
esta dispersa conocida como la fase dispersa, discontinua o interna y una fase
dispersante, continua o externa. Basandose en el tamafio de las particulas de la
fase dispersa, las dispersiones generalmente se clasifican como dispersiones
moleculares, dispersiones coloidales y dispersiones gruesas. Las dispersiones
moleculares tienen particulas inferiores a 1 nm de tamafo. Las dispersiones
coloidales tienen tamafos de particula entre 1 nm y 1 um. Las microemulsiones,
las nanoparticulas y los liposomas son algunos ejemplos de dispersiones
coloidales. Las dispersiones gruesas tienen tamafo de particula superior a 1 um,
gue incluye a las suspensiones y emulsiones [102]. Las dispersiones con una fase
de particulas sélidas se denominan suspensiones, aguellos con una fase liquida
de particulas se denominan emulsiones y aquellos con una fase gaseosa de
particulas se denominan espumas. Los sistemas dispersos tienen tantas
aplicaciones comerciales e industriales, que no es posible enumerar todas ellas
[103].
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2.5.1 Aplicaciones nanotecnoldgicas de los sistemas dispersos

Los recientes avances en la capacidad cientifica para observar y controlar la
materia a nivel de nanoescala ha abierto un nuevo campo de investigacion: la
nanociencia. La aplicacion de nuevas tecnologias basadas en el desarrollo de
materiales nanoestructurados y nuevos utensilios para hacer nanomaquinas abren
un area nueva de desarrollo: la nanotecnologia, con un gran impacto econémico y
social. Uno de los sectores mas sensibles es la aplicacion biomédica en la cual la
nanotecnologia aplicada a la salud esta siendo sujeta de un especial interés.

La nanotecnologia involucra materiales, aparatos y sistemas a escala
nanomeétrica, siendo sin lugar a dudas los nanomateriales los de mayor impacto y
desarrollo en la actualidad.

Los nanomateriales y nanoparticulas se definen como materiales o particulas que
cuentan con al menos una de sus dimensiones externas o estructuras internas en
la nanoescala y que posiblemente tenga caracteristicas diferentes a las del mismo
material a escala convencional. Segun un reciente analisis de mercado de la
nanotecnologia, el mercado mundial total de materiales nanoparticulados fue de
492.5 millones de dolares en el afio 2000 y 900.1 millones de ddlares en 2005
[103].

Los nanomateriales dispersos en liquidos, conocidos como nanodispersiones,
tienen muchas aplicaciones practicas. Una aplicacion importante de tales sistemas
se encuentra en el area de liberacién de farmacos como ya se ha comentado
ampliamente en secciones anteriores. La mayoria de los farmacos, especialmente
aguellos que son poco solubles, funcionan mejor en forma de nanoparticulas. Un
namero significativo de los nuevos farmacos descubiertos actualmente son poco
solubles. La biodisponibilidad de los farmacos poco solubles puede mejorarse
significativamente reduciendo el tamafio de particula a las dimensiones
nanométricas, aumentando asi el area superficial del farmaco o incluyéndolas en
sistemas poliméricos con la finalidad de lograr larga accion o incluso ubicacion
espacial determinada Los farmacos nanoparticulados pueden ser formulados en
diferentes formas farmacéuticas o como nanodispersiones. Sin embargo, la

mayoria de las técnicas de produccion actualmente utilizadas para la fabricacion
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de farmacos nanoparticulados generalmente dan nanodispersiones como producto
final. Las aplicaciones de las nanodispersiones no solo se limitan a la liberacion de
farmacos por si solo. Algunas otras areas en las que las nanodispersiones son de
importancia son: cosmética, biomedicina, tintas y pinturas [103].

En tecnologia farmacéutica muchas formulaciones inyectables de sistemas
dispersos, si se pretende para la liberacion de farmacos a nivel local (por ejemplo,
para curar la lesibn 6sea) o como implante intramuscular para prolongar la
liberacion de farmacos [104], requieren de formulaciones que posean propiedades
reoldgicas adecuadas para lograr estos efectos terapéuticos deseados. Estas
adecuadas propiedades reolégicas también son necesarias para prevenir la
separacion de fases de las emulsiones debido al cremado o sedimentacion de las
suspensiones durante el almacenamiento. La reologia desempefia un papel
importante en la formulacion, mezcla, manejo, procesamiento, transporte,
almacenamiento y rendimiento de tales sistemas [105].

Asi por ejemplo, Rosenblatt et al. [106] reportaron un estudio reoldgico de una
dispersion concentrada de fibras de colageno en solucion acuosa utilizada para
corregir defectos de contornos dérmicos a través de una inyeccion intradérmica.
Se estudio el efecto de las fuerzas electrostaticas en la reologia del coldgeno
inyectable mediante mediciones reoldgicas oscilatorias de dispersiones a
diferentes fuerzas iénicas (0.06—-0.30). Utilizando la teoria de Kamphuis et al.[107]
para interpretar los espectros asociados a los tiempos de relajacion en
dispersiones concentradas, las fibras de coldgeno mostraron ser mas flexibles a
medida que aumenta la fuerza idnica. Este resultado analizado a nivel molecular
supone que las fibras de colageno son una fase de cristal liquido de moléculas de
colageno en forma de varilla rigida y que se encuentran separadas de la solucion.
Las fuerzas electrostaticas afectan a la fraccion de volumen de agua presente en
las fibras de colageno que a su vez modifica la rigidez de las fibras. Las
dispersiones de fibra de colageno flexible muestran propiedades de flujo similar a
una emulsién en tanto que las dispersiones de fibra de colageno rigida muestran

propiedades de flujo similar a una suspension. Los cambios en la rigidez de la fibra

46



CAPITULO 11 ANTECEDENTES

alteran significativamente la inyectabilidad de las dispersiones de colageno la cual
es critica en la aplicacion clinica [105].

2.5.2 Introduccion a lareologia

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia. La
utilizacién de la reologia en el analisis y caracterizacion del comportamiento de
productos farmaceéuticos y cosmeéticos es relativamente reciente. Es sabido en la
actualidad, que el comportamiento de los materiales a nivel macroscépico y
microscépico puede variar al aplicarseles una fuerza, lo cual se relaciona con la
estructura interna de los mismos [108].

El tener esa informacion permite:

1. Caracterizar la materia y definir sus parametros reoldgicos como viscosidad,
consistencia y propiedades viscoelasticas.

2. Diseflar equipos adecuados de procesamiento industrial, conociendo
previamente la caracterizacion del material a procesar.

3. Diseflar materiales nuevos con respuestas mecanicas muy especificas y bien
definidas.

Los materiales utilizados para el desarrollo de formas farmacéuticas deben tener
propiedades fisicoquimicas y mecanicas apropiadas para su adecuada
administracion y eficiencia. Por ejemplo, muchos sistemas dispersos inyectables
son pseudoplasticos, lo cual es una caracteristica muy util porque poseen una
viscosidad alta bajo pequefios esfuerzos para prevenir la sedimentacion o
cremado, pero presentan una baja viscosidad bajo grandes esfuerzos lo cual
facilita su inyeccion [105].

Muchos procesos farmacéuticos y cosméticos, tales como seleccion de nuevos
ingredientes, preparacion de formulaciones, empacado de materiales y
almacenaje, estan asociados con un flujo complejo del material; asi como el
comportamiento final del medicamento (extensibilidad [109], adhesividad,

liberacion de activo [110-111] y eficiencia terapéutica [112].

47



CAPITULO 11 ANTECEDENTES

Estos estudios datan de hace 45 afos [113-114], pero hasta la fecha su
importancia se refleja en la continuidad de los mismos en sistemas muy diversos

[115] y diferentes fendmenos como sedimentacion [116].

2.5.2.1 Deformacion y flujo

El objetivo basico de la reologia es determinar la relacion entre el esfuerzo
aplicado y la deformacion producida en un material de naturaleza fisicoquimica
dada. Esta relacion es ya conocida para sélidos elasticos sometidos a pequefias
deformaciones (Ley de Hooke, Ecuacion 1),para liquidos sencillos y gases (Ley de
Newton de la viscosidad, Ecuacién 2). Sin embargo, no siempre existe una
relacion lineal entre esfuerzo y deformacion debido a complejidades en la
estructura y morfologia de algunos materiales. Pero tanto en los casos sencillos,
como en los casos complejos, se tienen las mismas variables fundamentales,

deformacion y esfuerzo [117].

o =Gy Ecuacion 1

o=ny Ecuacion 2
En donde o es el esfuerzo cortante, n es la viscosidad, y es la velocidad cortante y G es el médulo de Young

La deformacion de un cuerpo se logra a través de la aplicacion de una fuerza
sobre la superficie del mismo. Es pertinente mencionar que si bien el flujo es una
forma de deformacion, también es el término mas comunmente utilizado para
referirse al movimiento de fluidos, mientras que la deformacion es generalmente
utilizada para referirse al de los sélidos. Asi pues, la deformaciéon de un cuerpo
puede ser clasificada en dos tipos generales: deformacion espontanea irreversible
o elasticidad y deformacion irreversible o flujo (Figura 4) [118-120].
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Figura 4: Clasificacién de los materiales de acuerdo a la deformacién que sufren [120]

2.5.2.2 Elasticidad

Un cuerpo es perfectamente elastico si se presenta instantaneamente una
deformacion con la aplicacion de una fuerza y desaparece completa e
instantaneamente con la eliminacion de la misma [117].

Ciertos cuerpos para deformaciones pequefias, bajo esfuerzos axiales, presentan
elasticidad ideal y el esfuerzo aplicado es directamente proporcional a la
deformacion relativa provocada. En ecuaciones mateméaticas que describen este
comportamiento, a la constante de proporcionalidad se le llama moddulo de
elasticidad y presenta diferentes formas en funcion de la deformacion aplicada,
como el médulo de Young, el cual describe la distorsion de un cuerpo bajo simple
tensién; modulo de corte y rigidez, que describe la deformacion de un cuerpo bajo
esfuerzo de corte, y el médulo de carga que describe la deformacién de un cuerpo
bajo presion hidrostatica.

Un cuerpo solido que tiene elasticidad es referido como hookeano; cuando no la
presenta se dice que es no hookeano, es decir, es un cuerpo elastico no ideal. Los
cuerpos elasticos no ideales son aquellos que frente a la aplicacion de un esfuerzo

presentan una deformacién no instantanea, que no desaparece instantaneamente
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con la eliminacién del mismo. Se clasifican en sdlidos elasticos completamente

recuperables y soélidos elasticos incompletamente recuperables o viscoelasticos.

2.5.2.3 Flujo cortante

De la misma manera que para definir deformacion elastica es necesario hablar de
una fuerza, asi para flujo lo es definir corte. El corte es una forma de deformacién
considerada como un proceso en el que planos paralelos infinitamente delgados,
de los liquidos se deslizan uno sobre otro. De esta manera, el corte es un caso
especial de deformaciéon laminar que presenta diversas geometrias. La
deformacion laminar puede ser planar, rotacional y de torsién. Por lo anterior
puede considerarse que un fluido es una sustancia que se deforma continuamente
cuando se sujeta a un esfuerzo de corte. Este esfuerzo es un componente de
fuerza tangencial a la superficie, y que dividida por el area de la superficie es el
esfuerzo de corte promedio [119].

Para comprender mejor el fendmeno anterior, imaginemos que una sustancia se
encuentra entre dos placas paralelas escasamente separadas, de gran longitud, y
que los efectos en sus bordes son practicamente despreciables (Figura 5). La
placa inferior esta fija y una fuerza es aplicada a la placa superior; cuando la
fuerza provoca el movimiento de la placa superior con una velocidad constante, se
establece que la sustancia entre las placas es un fluido. El fluido en contacto
inmediato con la placa tiene la misma velocidad que ésta; es decir, no hay
deslizamiento y fluye a una nueva posicion en forma paralela a la placa; la
velocidad varia uniformemente desde cero en la placa estacionaria, a la velocidad
maxima en la placa superior. Por lo tanto, la fuerza aplicada es directamente
proporcional al area y a la velocidad en la placa superior, e inversamente
proporcional a la distancia entre las placas. La velocidad de deformacion es la
velocidad a la cual una capa se mueve relativamente con respecto a la capa

adyacente [119].
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F — X(t) —

A
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Figura 5: Flujo cortante simple

En donde o es el esfuerzo cortante, F es la fuerza, A es el area y V es la velocidad

2.5.2.4 Esfuerzo cortante

Es un esfuerzo dado en la superficie de un cuerpo, de las componentes de la
fuerza que acttan sobre un plano a través de un punto determinado, por lo que se
tienen esfuerzos de tension, de compresion y de corte, dependiendo si las
componentes son tangencialmente hacia fuera o adentro del plano sobre el cual
actian las componentes de la fuerza. El esfuerzo se expresa en unidades de
fuerza por unidad de area (Ecuacion 3). La aplicacibn de una fuerza es
especialmente importante en sustancias liquidas y semisdlidas, ya que se pueden
caracterizar al flujo. La expresion matematica que define el esfuerzo de corte en
términos de flujo estd dada por la ley de la viscosidad de Newton, donde se
establece el flujo en una sola direccién, paralela al plano. Por lo anterior se
considera necesario disponer de expresiones matematicas del esfuerzo cortante
considerando las tres direcciones en el espacio [119]. Por otra parte la ecuacion 4

representa la deformacion cortante en el flujo cortante.

Ecuacioén 3

Ecuacion 4

En donde Y es la deformacion cortante, X (t) cambio de posicion en funcién del tiempo, Yo es la altura; F es la fuerzay A es

el area.
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2.5.2.5 Velocidad de deformacion

El esfuerzo cortante realizado sobre un material, que esta colocado entre dos
placas, esta relacionado con la velocidad relativa de la placa superior y con la
distancia entre las placas. A una determinada velocidad de la placa superior, es
mayor el trabajo a realizarse por unidad de masa cuanto menor es la distancia
entre las placas. La medicion especifica de este trabajo por unidad de masa se
denomina velocidad de deformacion, y esta definida matematicamente como la
relacion de la velocidad relativa dividida por la distancia entre las placas

(Ecuaciones 5y 6).

. |4 1dX(t .,

y=—= 14X® Ecuacion 5
Yo Yodt

LA L

Y= A—: Ecuacién 6

En donde y es la rapidez de deformacion o velocidad cortante

2.5.2.6 Viscosidad

La viscosidad de un fluido se define como la friccion interna de un material o su
resistencia al flujo. Su expresion matematica esta determinada por la relacion del
esfuerzo cortante entre la velocidad de deformacion (Ecuacion 7), para un cuerpo
viscoso ideal. La viscosidad o coeficiente de viscosidad se expresa en poises
(dinas*s/cm?) o mPa*s. Para un fluido viscoso ideal, el coeficiente de viscosidad es
una constante y corresponde a la pendiente en un punto dado de una grafica
(reograma) de esfuerzo de corte vs velocidad de deformacion (Figura 6). Para un
fluido viscoso no ideal, el mismo reograma presenta una relacion no lineal y por lo
tanto no es posible obtener el coeficiente de viscosidad como una constante; por
lo que se obtiene un coeficiente dado por la pendiente de una linea recta tangente
en un punto de la curva, la cual es llamada viscosidad aparente, ésta se utiliza en
ecuaciones de interés practico para fluidos que presentan una relacién no lineal.
La viscosidad es frecuentemente referida como viscosidad absoluta o dindmica
para diferenciarla de la viscosidad cinematica, la cual esta determinada por la

relacion de la viscosidad absoluta dividida por la densidad del fluido [121].
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n= % Ecuacion 7

En donde n es la viscosidad; o=esfuerzo cortante y y es la rapidez de deformacion.

4
o n

> >
14 14

Figura 6: Reogramas para un fluido newtoniano

2.5.2.7 Clasificacion reoldgica para fluidos

La clasificaciébn del comportamiento reolégico para fluidos esta basada en su
comportamiento al flujo, generalmente son fluidos newtonianos y no newtonianos
(Figura 7) [120].

Flujo

Viscoso Plastico

No

Newtoniano REAETE No-Bingham Bingham

Plasto
inelastico

Viscoelastico Viscoinelastico Plasto elastico

Figura 7: Flujo y sus variantes
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Los fluidos newtonianos son aquellos cuya relacion esfuerzo de corte vs velocidad

de deformacién es lineal y su viscosidad es una constante. La viscosidad de un
fluido newtoniano esta determinada Unicamente por la temperatura y compaosicion.

Los fluidos no newtonianos son aquellos cuya relacion esfuerzo de corte y

velocidad de deformacibn no es lineal y pueden ser viscoelasticos o
viscoinelasticos. Los viscoelasticos son aquellos que presentan una deformacion
viscoelastica y tienen un comportamiento reoldgico de caracteristicas de solido
(componente elastico) y de liquido (componente viscoso). Los viscoinelasticos son
fluidos que al someterlos a un esfuerzo presentan una deformacion irreversible o
flujo, se les considera fluidos no newtonianos por excelencia. Los fluidos
viscoinelasticos pueden ser clasificados como independientes o dependientes del
tiempo [122].

Los fluidos viscoinelasticos independientes del tiempo son aquellos en que a una
temperatura constante, su viscosidad depende Unicamente de la magnitud del
esfuerzo de corte o de la velocidad de deformacion. Son fluidos adelgazantes al
corte o pseudoplasticos aquellos en los que la viscosidad disminuye, cuando la
velocidad de deformacion aumenta. Los fluidos espesantes al corte o dilatantes
son aquellos en los que la viscosidad aumenta cuando la velocidad de

deformacion aumenta (Figura 8).

Materiales con

S Hlngham7 seene

Plastico~—_  adelgazantes

al corte

| '

Pseudoplastico

Newtoniano

e
-~ Dilatante ™ Espesantes al
- corte

Ezsfuerzo de fluencia
Q

4

Figura 8: Reogramas para los diferentes tipos de fluidos
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Los fluidos viscoinelasticos dependientes del tiempo se clasifican en tixotropicos o
anti-tixotropicos. Los fluidos tixotrépicos son aquellos en que a una temperatura y
velocidad de deformacién constante, presentan una disminucion del esfuerzo de
corte y de viscosidad (Figura 9). Los anti-tixotropicos son aquellos fluidos que a
una temperatura y velocidad de deformacion constante presentan un aumento en

el esfuerzo de corte y en la viscosidad (Figura 10).

A A
) n

o > o >
Y Y

Figura 9: Reogramas de un fluido tixotrépico (hay histéresis)

> >
Y Y

Figura 10: Reogramas para un fluido anti-tixotrépico (hay histéresis)

El comportamiento encontrado en los productos farmacéuticos y cosméticos es,
generalmente, el tixotrépico [123]. El comportamiento tixotropico describe la
degradacion de la estructura durante la fase de llenado, y durante la fase de
descarga se recupera la estructura original. La recuperacion depende del tiempo

qgue se le permite al material para recuperarse. Ademas un material tixotrépico
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tendra un comportamiento pseudoplastico cuando se apligue una deformacion
gradual. Esto es debido a la orientacién de las estructuras moleculares o a que las
particulas cambian para alinearse en la direccion del flujo. Sin embargo, la
orientacion original puede ser restablecida un tiempo después de que la fuerza
externa es removida. Una curva tixotrépica de ida y vuelta representa la historia de
deformacion del material y provee de informacion cualitativa acerca de su
dependencia del tiempo. El area de la curva indica la rapidez con que la estructura
del material se recupera después de que cesa la deformacion. Esta area es
dependiente de la naturaleza de la muestra y del tiempo que transcurre después
de que cesa la deformacion. Esta prueba esta relacionada con la cinética de los
cambios estructurales como los que se han encontrado en los sistemas coloidales.
Una curva tixotropica es observada cuando el material no recupera su estructura
después de que deja de aplicarse es el esfuerzo.

La informacién obtenida de esta prueba es importante; por ejemplo, una
suspension con una fluidez (facilidad con la que fluye) apropiada durante la
aplicacion y preparacion requiere de una cierta viscosidad, puesto que asi las
particulas pueden ser dispersadas eficientemente en el contenedor o la pelicula
puede ser formada después de la aplicacion [123-125].

Los fluidos plasticos de Bingham son aquellos en que la relacion esfuerzo de corte
y velocidad de deformacion es lineal, pero para esfuerzos de corte pequefos se
comportan como solidos, presentando caracteristicas elasticas y unicamente por
el incremento del esfuerzo de corte hasta un cierto valor el sistema fluye,
denominandose fluidos con esfuerzo de corte o esfuerzo de cedencia inicial.
Fluidos plasticos no Bingham son aquellas sustancias plasticas que no presentan
una relacion proporcional entre el esfuerzo de corte y la velocidad de deformacion,
y presentan un esfuerzo inicial. Se clasifican en plastoelasticos y plastoinelasticos,
si tras ser sometidos al esfuerzo presentan reversibilidad parcial o total a la

deformacion.
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2.5.2.8 Viscoelasticidad lineal. Estudios oscilatorios

Aungue los experimentos rotatorios proporcionan la informacion referente a las
propiedades de flujo de un sistema, tales como valor de cedencia, tixotropia, y
curva de flujo constante, son solamente una parte de la caracterizacion reoldgica
completa de éste.

La prueba dinamica oscilatoria es una herramienta mucho mas poderosa para
revelar las estructuras microscépicas de un material viscoelastico; por lo tanto, es
mas atractiva y util desde un punto de vista practico.

Inicialmente en esta prueba se realiza un barrido de esfuerzos para determinar la
region viscoelastica lineal de un sistema material para realizar una prueba
dindmica subsiguiente. EI maximo esfuerzo al cual G (mddulo de
almacenamiento) permanece constante es llamado esfuerzo critico; el cual indica
la minima energia necesaria para romper la estructura, independientemente de la
concentracion. Por lo tanto, si la diferencia en el esfuerzo critico de dos
semisolidos es conocida, el grado de dispersion de las particulas o ingredientes
puede ser medido [126].

Cuanto més alto es el esfuerzo critico, el sistema se dispersa mejor. El punto
critico se puede llamar también esfuerzo de cedencia dinamica si se grafica G” vs
esfuerzo.

La presencia de un esfuerzo de cedencia dinamica de magnitud conveniente
puede utilizarse como criterio para determinar si, por ejemplo, un vehiculo
mantendra caracteristicas semisolidas adecuadas bajo una determinada
deformacion [127-130].

Las mediciones de esfuerzos oscilatorios pueden ser explicados desde un punto
de vista instrumental: Un esfuerzo cortante sinusoidal (o deformacion) mas
pequefio que el valor critico es impuesto en un fluido, y la amplitud de la
deformacion que resulta (o del esfuerzo) y el angulo de la fase entre el esfuerzo
impuesto y la deformacion de salida son medidos. Experimentalmente, esto puede
ser realizado imponiendo un desplazamiento sinusoidal pequefio (dentro de la
zona viscoelastica lineal) en el material bajo barrido de frecuencia controlada o de

temperatura.
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En general, el material puede responder a este tipo de deformacion a través de
dos mecanismos: almacenamiento de la energia (elasticidad) y disipacién de la
energia (viscosidad). Cuantitativamente, estas respuestas pueden ser
representadas como modulo de almacenamiento (G"), energia almacenada por
unidad de volumen y modulo de pérdida (G™'), energia disipada por unidad de
velocidad de deformacién por unidad de volumen [105].

El médulo de almacenamiento (G”) representa el caracter elastico del sistema, y el
modulo de pérdida (G™) esta relacionada con las caracteristicas viscosas del
sistema.

Generalmente, la fuerza de interaccion de la estructura interna en un material es
medida por la magnitud del cociente G’/ G'= tan 8, & es el &ngulo que indica el
tiempo de retraso entre el esfuerzo aplicado y la deformacion. Cuanto mas
pequefio es la tan 5 (0 mayor el G"), mas fuerte es la interaccién [105, 131].

El desfase entre la deformacion y el esfuerzo se encuentra en el intervalo
comprendido entre 0y n/2 radianes. Si se toma el primer valor, la parte imaginaria
del modulo complejo es cero y la parte real se reduce al médulo elastico G, es
decir, la respuesta del material es la de un sdlido elastico, en el caso contrario, la
parte real del modulo complejo es la que se anula y se tendra el comportamiento
de un fluido newtoniano. Los valores intermedios de & corresponden a
comportamientos viscoelasticos en los cuales coexisten tanto propiedades
elasticas como viscosas [119, 131].

El barrido de frecuencias es una herramienta (til para caracterizar la
microestructura de un material viscoelastico. Aplicando una deformacion constante
por debajo del valor critico y una rampa de frecuencia revela la microestructura del

material, en respuesta a diferentes velocidades de deformacién [119].

2.5.3 Reologia de productos farmacéuticos

Es evidente que esta area es de suma importancia en el campo farmacéutico y en
particular en lo que se refiere a nuevos sistemas de liberacion de farmacos, como
puede verse en el aumento de publicaciones relacionadas con el tema en los

altimos 20 afios (Figurall).
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Figura 11: Publicaciones de reologia en farmacia de los Gltimos 20 afios

(Recopilacién realizada por Dra Bernad Bernad)

Como en otras areas, la reologia puede ayudar a resolver no solo problemas
macroscopicos relacionados con su preparacion, sino también a conocer las
caracteristicas estructurales y procesos que gobiernan su comportamiento en

condiciones de flujo o deformacion.

Una gran parte de los estudios reoldgicos se han llevado a cabo con la finalidad de
poder obtener una formulacién adecuada a partir del conocimiento de los cambios
estructurales y fenémenos que tienen lugar en los preparados, al cambiar
diferentes parametros de formulacion. La mayoria de estos estudios han sido
realizados para formas semisolidas (unguentos, geles y cremas), logrando una
optimizacién en el desarrollo de formulaciones [132-134] al estudiar como afectan
variables tales como la adicion de excipientes farmacéuticos de uso habitual como
la polivinilpirrolidona [135] o la adicion de algunos electrolitos [136] sobre las
propiedades reologicas del medicamento en cuestion.

También el conocimiento del comportamiento ante el flujo de distintos excipientes,
abre el camino para su posible uso en diferentes tipos de preparados. No cabe
duda que los carbdmeros [137] supusieron en su momento, un gran avance en el

desarrollo de geles asi como el conocimiento termoinverso de los poloxameros
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[138], que hace que puedan ser utilizados para sistemas de gelificacion in situ por
via parenteral.

No obstante, la cuantiosa cantidad de investigaciones realizadas a formas
semisolidas, es evidente que la reologia puede dar valiosa informacion sobre otros
tipos de preparados como suspensiones, con base en su concentracion (diluidas
[139] o concentradas [140]), microemulsiones [141] y disoluciones poliméricas que
cambian su comportamiento dependiendo de su concentracion [142].

Es de destacar, igualmente, el uso de la reologia para ayudar a disefiar procesos
de manufactura adecuados, evitando gastos excesivos y la tan usada herramienta
prueba-error. Desde hace 40 afios han sido informados una gran variedad de
trabajos de investigacion, demostrando que el tiempo y velocidad de mezclado
influyen en las caracteristicas finales de los preparados, ademas de que es posible
utilizar la medida del torque dindmico como un control en proceso, considerando
su gran relacion con la viscosidad. Concluyendo que las propiedades reoldgicas,
asi como el tamafio de particulas en sistemas dispersos pueden ser controlados si
se fijan las variables de proceso [143].

Del mismo modo, se han llevado a cabo estos estudios con la finalidad de conocer
la estabilidad o posibles cambios conformacionales en el proceso de almacenaje,
estudiando por ende variables como la temperatura [144].

Entre los fenOmenos mas interesantes en nuevos sistemas de liberacion de
farmacos se encuentra la mucoadhesion, hecho indispensable para mantener
formas farmacéuticas de larga duracion en el organismo, sobre todo en lo que se
refiere a administracion via mucosas. Para conocer si éste fendbmeno ocurre o no,
los estudios de eleccion son los reologicos, dado que se ha demostrado que el
modulo de almacenamiento (G”) de la mucosa varia por la interpenetracion de las
moléculas mucoadhesivas [145-146]. Las vias de administracion que han cobrado
mayor interés a este nivel, y cuyos estudios han demostrado la importancia de la
reologia, para lograr un buen conocimiento de las caracteristicas de los
medicamentos son principalmente la periodontal [147], nasal [148], vaginal [149],
tépica [150] y ocular [151].
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Con respecto a la via parenteral, la reologia cobra gran importancia debido al
fendmeno llamado inyectabilidad [152-153]. Es decir, la facilidad con que la
preparacion pueda ser manipulada en el exterior e inyectarla. Ademas de que ésta
debe tener un comportamiento preestablecido en el interior del organismo, como
es el caso de los sistemas de gelacion in situ, cuyo comportamiento puede
depender de la temperatura, la concentracion del polimero y la presencia o
ausencia de algunas sales [154].

Finalmente, es conocido que el comportamiento newtoniano ocurre en fluidos
simples sin posibilidad de estructuras supermoleculares o bien en sistemas
dispersos muy diluidos, en los que no cabe la posibilidad de interacciones
interparticulas. Sin embargo, en el caso de sistemas complejos como preparados
poliméricos o sistemas estructurados nanodispersos el comportamiento reoldgico
indica fluidos no newtonianos. Asi, geles, suspensiones, emulsiones, etc., pueden
mostrar una gran variedad de comportamientos con base en diversas
contribuciones como particulas sdlidas o racimos poliméricos en una fase liquida.
Las estructuras o configuraciones de estos preparados dependen de las
interacciones intermoleculares entre y dentro de las particulas (grandes moléculas
0 pequefias particulas). Si se trata de particulas aisladas, las propiedades
reologicas dependeran solo de la distribucion espacial en el campo de flujo, pero si
se forman agregados o hay cambios intraparticulas entonces éstos podran verse
afectados por el flujo o la deformacién y se vera reflejado en la reologia del
sistema. Asi, una gran interrelacién existe entre el comportamiento estructural y
las propiedades reoldgicas. Entre los muchos trabajos relacionados con esta area,
puede mencionarse el realizado por Yalpani et al. [155], sobre un excipiente de
amplio uso en farmacia, el chitosan, el cual muestra diferentes comportamientos
en estudios de corte, desde conducirse como un fluido newtoniano, pasando por
un comportamiento dilatante y terminando como un fluido pseudoplastico en
funcidén de la velocidad de corte. Toda esta pauta esta directamente relacionada
con la configuracion de sus ramificaciones laterales, asi como con la longitud de

las mismas.
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A nivel general, y considerando el caracter amorfo de muchos polimeros, es
sabido que su comportamiento varia en funcion de la temperatura, comportandose
a bajas temperaturas como vidrio (rigidos) y por encima de su transicion vitrea
como caucho (elasticos). Esto se refleja en modificaciones en su reologia, debido
a limitaciones topoldégicas en su movilidad por interacciones intermoleculares
favorecidas o no por la configuracion de la macromolécula [156]. La adicion de
farmacos a sistemas con estas caracteristicas puede afectar su estructura,
actuando como plastificantes, y por ende su comportamiento reologico y a su vez
esto puede influir sobre la liberacién de este principio activo [157].

Asi, es evidente que el conocimiento de la macroestructura y la microestructura
puede utilizar como herramienta muy valiosa la reologia [158]. Pudiendo,
posteriormente conocer a profundidad las razones del funcionamiento de un
preparado a muchos y diferentes niveles, como ya ha sido comentado a lo largo
de esta seccion.

Recientes trabajos muestran que la reologia sigue en auge como herramienta para
conocer muchas facetas de sistemas novedosos de liberacion modificada, como
por ejemplo el disefio de sistemas termoinversos basados en chitosan-fosfatos
para administracion de inyectables [159] y sistemas inteligentes de liberacion de
insulina [160].

Con base en la bibliografia comentada anteriormente en este apartado, se puede
concluir que la investigacion reoldgica es indispensable en el area de disefio y
desarrollo de medicamentos [161], ya que ayuda a resolver diferentes tipos de
problemas relacionados con la formulacion, el proceso de manufactura, el
almacenaje y la liberacion de los mismos, optimizando tiempos y resultados.
Ademas de dar valiosa informacion sobre los cambios estructurales de los

preparados farmacéuticos sometidos a flujo y/o deformacién (efectos mecanicos).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Obtener un sistema nanométrico de closantel basada en lipidos o polimeros

empleando el método de desplazamiento de disolvente, para administracion

parenteral en bovinos; y de esta forma evitar un uso indiscriminado del farmaco.

3.2 Objetivos particulares:

X/
o

Utilizar la oxitetraciclina como farmaco modelo para generar tres sistemas
coloidales con la finalidad de elegir cual de ellos genera mejores resultados
(tamafo de particula y capacidad de carga) y aplicarlo al closantel.
Optimizar la metodologia para la obtencién de nanoparticulas de closantel,
utilizando lipidos o polimeros con el fin de obtener homogeneidad en la
distribucion de tamafio de particula.

Caracterizar fisicoquimicamente los sistemas nanoparticulados para una
mejor comprension del comportamiento de los mismos.

Evaluar el comportamiento reolégico (cizalla simple y cizalla oscilatoria) de
las nanoparticulas en funcion de la relacion LA/GA, pH, temperatura y
tiempo, con el fin de establecer si existe alguna relacion con dichas

variables.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales:

El fosfato de sodio monobasico monohidratado (NaH,PQ,), el hidréxido de sodio
(NaOH), la acetona, isopropanol (IsoOH) y el diclorometano (CH,Cl, ), grado
reactivo analitico, fueron marca Baker®.

Los polimeros PLGA 50:50, 75:25, 65:35 y 85:15 y el PVA (alcohol polivinilico)
(PM: 102,500; 88% de hidrdlisis) fueron comprados en Sigma-Aldrich.

El closantel fue amablemente donado por Laboratorios Pisa Salud Animal
(México).

La lecitina de soya,B-56,B76 y T-20 fueron comprados en Sigma Aldrich.

Todos los reactivos fueron utilizados como se recibieron, sin ningun tratamiento
adicional.

En todos los experimentos se empled agua desionizada (resistividad 18.2 MQ-cm).

4.2 Métodos

4.2.1 Construccién de los diagramas de fase pseudoternarios

Para obtener nanoparticulas, en un inicio se partié6 de microemulsiones, para ello
fue necesario construir los diagramas de fase para los sistemas pseudoternarios
(fase acuosa, fase organica y tensoactivos/cotensoactivos) con la finalidad de

determinar zonas de microemulsion.

4.2.2 Diagramas de fases pseudoternarios utilizando B-56, B-76 e IsoOH

Los diagramas de fase pseudoternarios se construyeron de la siguiente manera:
se prepararon 5 relaciones constantes de B-56: IsoOH (p/p) (1:0, 1:1, 1:2, 2.1y
0O:1) y B-76: IsoOH (1:0, 1:1, 1:2, 2:1, 3:1, 1:3 y 0:1) y cada una de las relaciones
anteriores se adicionaron a diferentes cantidades de diclorometano (10, 25, 50, 75
y 90%).

Para cada mezcla de tensoactivo-cotensoactivo se construy6 un diagrama de

fases.
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a) Los diagramas se construyeron titulando con agua las mezclas anteriores
en celdas termostatadas a 25 °C y bajo agitacion magnética vigorosa (300
rpm). La mezcla se agitd suavemente en un vortex por varios segundos y
se dej6é reposar durante 15 minutos hasta que ya no hubo ningin cambio
visible.
b) Se adicion6 agua poco a poco para determinar los limites entre las
diferentes fases.
La determinacion de fases se hizo en forma visual [162-163].
Tras la adiciébn de un volumen conocido de agua, la disolucién se revisé para
asegurar su aspecto y se registré la cantidad de agua necesaria para formar zonas
transparentes, turbias o lechosas.
c) Los resultados fueron representados en los diagramas conocidos como
triangulo de Gibbs.
4.2.3 Diagramas de fases pseudoternarios B-56 con diferentes cotensoactivos
Los diagramas de fase pseudoternarios se obtuvieron de la siguiente manera: 2
relaciones constantes de B-56: 1-butanol (1:1,1:2), B-56: 1-Isobutanol (1:1,1:2) y
B-56: 1-pentanol (1:1,1:2). Se siguié la metodologia mencionada en la seccion
4.2.2
4.2.3.1 Obtencion de nanoparticulas poliméricas a partir de microemulsiones
Con base en los resultados anteriores, se eligieron las siguientes composiciones a
las que se adicionaron el PLGA y el closantel. El sistema seleccionado para
adicionar tanto el farmaco como el polimero fue la relaciéon (1:2) B-56 e
isopropanol respectivamente, ya que fue el unico en el cual se observaron zonas
de microemulsion suficientemente amplias.
El procedimiento para incluir polimero y farmaco fue el siguiente:
a) Una vez definida la proporcion de agua, diclorometano y mezcla de
tensoactivo-cotensoactivo 80%, 4% y 16% respectivamente, se adicionaron
tanto el polimero como el farmaco al diclorometano y se procedié como ya

se menciond anteriormente.
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4.2.4. Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas soélidas lipidicas (NSL)
Con la finalidad de obtener las nanoparticulas, se eligieron tres técnicas de
formacion de sistemas lipidicos coloidales: Dispersiones solidas, emulsion-
evaporacion (técnica ampliamente empleada para generar nanoparticulas) y
liposomas por hidratacion de fase reversa; utilizando como matriz lipidica, lecitina
de soya, T-20 como tensoactivo y oxitetraciclina como farmaco modelo: La técnica
de emulsion-evaporacion fue empleada para generar sistemas lipidicos de

closantel.

4.2.4.1 Preparacion de dispersiones sélidas de oxitetraciclina/lecitina

Las dispersiones solidas de oxitetraciclina y lecitina fueron preparadas por el
meétodo de evaporacion de disolvente utilizando diclorometano. La oxitetraciclina y
la lecitina fueron disueltas en pequefias cantidades de diclorometano que después
fue evaporado utilizando presion reducida. Las particulas coloidales fueron
producidas dispersando el sélido obtenido en una solucion amortiguadora de
fosfatos (pH 7.4, 0.1M). La suspension resultante fue sonicada por 30 minutos y

almacenada hasta su uso. La relacion final farmacol/lecitina fue de 1:1 (molar).

4.2.4.2. Preparacion de nanoparticulas solidas lipidicas (NSL) de
oxitetraciclina

Las NSL fueron producidas por el método de emulsion-evaporacion de disolvente.
La oxitetraciclina y la lecitina fueron disueltos en diclorometano y después fue
emulsificado en una solucion amortiguadora (pH=7.5, 0.1M) con T-20 (5% p/v). La
emulsion fue obtenida por agitacion en un homogeneizador (CAT X-120,
PolyScience, Niles, IL) durante 2 minutos a 14 000 rpm. EIl diclorometano fue
removido de la emulsién por evaporacion a temperatura ambiente con agitacion

constante durante 3 horas. La relacion final farmaco/lecitina fue 1:1 (molar).
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4.2.4.3 Preparacion de liposomas de oxitetraciclina

Los liposomas con o sin oxitetraciclina fueron preparados por el método de
hidratacion de pelicula delgada. En resumen, la lecitina (83 mg) y el farmaco (50
mg) fueron disueltos en diclorometano. El disolvente organico se evapor6é en un
rotaevaporador a 35°C y bajas presiones (Laborota 4000 Heindolph), originando
una pelicula delgada con la oxitetraciclina. Esta pelicula fue hidratada con solucién
amortiguadora de fosfatos (pH 7.5, 0.1M). La dispersion de liposomas obtenida fue
colocada en un bafio sonicador por 1 h (Cole Palmer 8890). La relacion final de

farmaco y lecitina fue 1:1 (molar).

4.2.4.4 Preparacion de NSL de closantel por emulsidn-evaporacion

El closantel y la lecitina fueron disueltos en diclorometano y después fue
emulsificados en una solucion amortiguadora (pH=7.4, 0.1 M) con T- 20 (5% p/v).
La emulsién fue obtenida por agitacion en un homogeneizador (lka T Basic)
durante 2 minutos a 10 000 rpm. El diclorometano fue removido de la emulsién por
evaporacion bajo agitacion constante durante 12 horas. La relacién final
farmaco/lecitina fue 1:1 (molar). Al final se realiz6 una filtracion rapida para
eliminar particulas de polvo y por dltimo se midié el tamafio de particula y el
potencial Z por dispersion dinamica de luz (Nanosizer ZS3600, Malvern

instruments Co. UK).

4.3 Estudios de interaccion de PVA y closantel

La interaccion de closantel con el PVA se caracterizé siguiendo la evolucion del
espectro de absorcion. Se llevaron a cabo estudios a 25 °C utilizando el método
de espectroscopia UV-Vis. Los espectros de UV de closantel en solucién acuosa
(pH 7.4 y fuerza ibnica 0.1 M de NaCl) fueron obtenidos, ya sea por si solo, 7.53 x
10" M, o en presencia de diferentes concentraciones de PVA (de 4.7 x 10°a 1.7 x
10 M). El producto del nimero de sitios de unién en el PVA y la constante de
enlace (K) fueron obtenidos ajustando los datos experimentales a la ecuacion (8)

empleando el método no lineal de Levenberg-Marquardt.
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nKp[CLOS][PVA]As
1+Kp,[PVA]

AA = Ecuacioén 8

En donde AA= Absorbencia total; n=# de sitios de unién en la cadena polimérica; Kp,= Constante de unién; [Clos]=

Concentracion de closantel; [PVA]= Concentracion de PVA y AE= Diferencia de absortividad molar entre el farmaco libre y

el embebido.

Los datos fueron el resultado de 3 mediciones sobre la misma muestra, y éstas
fueron analizadas dentro de 24 horas. En todos los casos, fue utilizado PVA a
diferentes concentraciones como blanco. El tamafio de las particulas y la
distribucion del tamafio de la mezcla se midieron por dispersion de la luz dinamica
(Nanosizer ZS3600, Malvern instruments Co. UK). Una cantidad adecuada de la
mezcla PVA/closantel fue colocada en la celda del nanosizer. El tamafio promedio
de cada muestra se determiné tres veces. El analisis conformacional se obtuvo
mediante el uso de Montecarlo con el campo de fuerza cyvyl en Spartan 04
(Wavefunction, lllinois). Estos estudios se realizaron en modelos de closantel y
PVA (25 unidades monoméricas) a una distancia de 16 A a fin de asegurar que no
hubiera interaccion entre ellos, por otra parte, se realizaron otros calculos con una
molécula de closantel cerca de una molécula de PVA y el mismo estudio con una
relacion estequiométrica de 2:1 (farmaco: PVA), 1:1(PVA-PVA), 1:2 (PVA:
farmaco) y 2: 2: (farmaco: PVA).

Para los estudios reoldgicos y de dispersion de luz dinamica (DLS) las soluciones
de PVA fueron preparadas de la siguiente manera: en un frasco con tapa
hermética de plastico, se disolvié 1.0 g (9.5 x 10° mol) de PVA en 100 mL de
amortiguador de fosfatos (pH = 7.4, 0.1 M) con agitacion magnética continua por
12 h a 300 rpm a 25 °C, para obtener la solucién al 1% (p/v). Por otra parte se
disolvieron 10 mg (1.5 x 10™ mol) de closantel en 10 mL de acetona. Por Ultimo, la
solucion de closantel fue vertida en 50 mL de PVA 1% (m/v) a fin de obtener las
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL respectivamente, entonces la
mezcla se agitdé durante 24 horas a 25 °C para eliminar la acetona.

Para medir las respuestas reoldgicas de los sistemas, se utilizd un redmetro

AR2000 (TA Instruments, UK). Se eligi6 una geometria de doble cilindro coaxial
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con un espacio de anillo existente de 0.5 mm para las condiciones de estudio. Los
experimentos realizados fueron los de cizalla estacionaria y oscilatoria a 25 °C.

4.4. Obtencion de nanoparticulas de PLGA y closantel por el método de
desplazamiento de disolvente

Con base en la bibliografia y considerando que el método de nanoprecipitacién
también llamado de desplazamiento de disolvente es uno de los procedimientos
mas faciles de preparacion de nanoesferas; es reproducible, rapido, econdémico
(no requiere de equipos sofisticados) y utiliza polimeros preformados como
material inicial en vez de mondmeros [25, 67, 81-82, 164] se optd por usarlo con la
finalidad de obtener nanoparticulas moderadamente pequefias (tipicamente 200
nm y con distribucion monomodal), menores comparadas con las obtenidas por
emulsion-evaporacion de disolvente. No obstante, cualquier modificacion a una
metodologia implica tener que llevar a cabo la optimizacién de la misma para el
sistema particular a elaborar, asi para este trabajo se modificaron las siguientes
variables: cantidad de fase organica, velocidad y tiempo de agitacion.

En general las nanoparticulas se elaboraron del siguiente modo: Se disolvieron 10
mg (1.5 x 10 mol) de closantel y 100 mg (9.75 x 107 mol) del polimero en
acetona, cada uno por separado. Al final se mezclaron ambas soluciones
(polimero y farmaco).

Posteriormente, en 100 mL de PVA al 1% en solucion amortiguadora de fosfatos
(pH=7.4, 0.1M), se afadieron de 50 uL en 50 pL la fase organica, utilizando
agitaciéon magnética a 300 rpm y a temperatura ambiente.

Una vez finalizada la incorporacién de ambas fases, se homogeneiz6 a 14,000
rpm durante 3 minutos (ultraturrax). Transcurridos los 3 minutos, se afiadio 100 mL
mas del amortiguador de fosfatos para completar un volumen total de 200 mL de
fase acuosa.

Mediante agitacion magnética y a temperatura ambiente se dejo evaporar el
disolvente organico. Transcurridas aproximadamente 12 horas, se filtraron y

caracterizaron las nanoparticulas.
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4.5. Caracterizacion de nanoparticulas

4.5.1. DSC, IR y difraccién de rayos X

Con la finalidad de conocer la cristalinidad de la muestra, asi como su
comportamiento térmico y una aproximacion sobre la interaccion entre farmaco y
polimero, se llevaron a cabo las técnicas de calorimetria de barrido diferencial
(DSC) y rayos X de polvos.

Mediante DSC se puede encontrar informacion de interacciones intermoleculares,
asi como de estabilidad al someter las materias primas a una técnica para
formacion de nanoparticulas o bien puede ser un indicador de la estabilidad de las
nanoparticulas formadas a traves del tiempo. Se pueden presentar la desaparicion,
disminucién y desplazamiento de picos de fusion [165].

De igual modo, la difraccidon de polvos de RX nos dara indicio de si el farmaco se
incluyé a nivel molecular y si conserva sus caracteristicas de cristalinidad,

sirviendo como apoyo la técnica de FTIR.

4.5.2. Tamafo de particula y potencial Z

El estudio del tamafio de particula es necesario porque de éste dependera: su
distribucion en el organismo, y por ende su toxicidad; asi el LDsp en ratas es de
154000/g para un diametro de 13.5 um y 705/g para uno de 90.7um. En general,
el aclaramiento por el sistema reticuloendotelial sera mayor a medida que el
tamafio de particula aumenta.

El didmetro de las particulas e indice de polidispersidad fueron determinados
usando un Malvern Zetasizer Nano ZS (Nanosizer ZS3600, Malvern instruments
Co. UK) basado en la dispersion cuasi-elastica de la luz. Las mediciones del
tamafio fueron hechos por triplicado, las nanoparticulas fueron suspendidas en
agua deionizada a 25 °C.

La dispersion dinamica de luz (DLS) o también llamada espectroscopia de
correlacion foténica es la técnica mas ampliamente usada para determinar la
distribucion y tamafio de particula [166-169].

La medicion del potencial Z ayuda a predecir la estabilidad de las dispersiones

coloidales. La determinaciéon se basa en la movilidad electroforética de las
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particulas, para lo cual existen varios métodos para medir este pardmetro. La
agregacion disminuye a valores altos de potencial Z (mayores de +30 mV y
menores de -30 mV) debido a la repulsién de las particulas cargadas [170-171]. El
conocimiento del potencial zeta es determinante para estimar la unidon a

macrofagos y la agregacion entre particulas [172-174].

4.5.3. Morfologia

La morfologia de las nanoparticulas elaboradas fue estudiada por microscopia
electrénica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) usando un microscopio
electrénico JEOL modelo JEM-5900LV operado a 20 kV. Una gota de la muestra
se colocO en un portamuestras con cinta de carbon conductora y fue secada a
temperatura ambiente.

Existe un gran niamero de publicaciones en los cuales se menciona la microscopia
electrénica como técnica analitica de caracterizacion morfologica para sistemas
coloidales, entre las cuales se mencionan las siguientes:

Pannyam et al. [168] usaron Microscopia Electronica de Transmision (TEM por sus
siglas en inglés) para determinar el tamafio promedio y distribucion de particula,
TEM es también usada para estudiar la forma, agregacion y detalles internos [168,
175-176]. SEM es usada para la caracterizacion superficial (forma, agregacion y
distribucion) [83, 177-181] y Crio-TEM es usada para observar la formacion
micelar de PLGA-g-PEG [182].

4.5.4. Eficiencia de encapsulacion

Las nanoparticulas fueron disueltas en diclorometano y la cantidad de closantel
fue determinada por espectroscopia de UV-Vis. La eficiencia de encapsulacion
(Ecuacién 9) fue determinada como la relacion de closantel atrapado en las
nanoparticulas con la cantidad tedrica del farmaco utilizado en la preparacion. La

carga de farmaco en el polimero fue expresado como capacidad de carga.

Qt—Qr
t

EE% = ( )X 100 Ecuacion 9

En donde EE: eficiencia de encapsulacion; Qt: Cantidad tedrica y Qf: Cantidad real incorporada
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4.5.5. Liberacion in vitro

Existen muchas técnicas usadas para realizar estudios de liberacion in vitro para
sistemas coloidales (celdas o bolsas de difusidn separadas por una membrana
artificial o bioldgica, técnicas de ultracentrifugacion o ultrafiltracion y técnicas de
ultrafiltracién/centrifugacion) [67]. A pesar de que se han hecho esfuerzos en estos
meétodos, aun existen dificultades técnicas para estudiar la liberacion in vitro del
farmaco a partir de las nanoparticulas [183-184]. Estas son atribuidas a la
separacion de las nanoparticulas del medio de liberacion. Con el fin de separar a
las nanoparticulas y evitar estas técnicas tediosas, ha sido usada la dialisis, aqui
la dispersion de nanoparticulas es adicionada a las bolsas o celdas de diélisis de
diferentes cortes moleculares [185-188]. En este método, el estudio cinético no es
llevado a cabo bajo condiciones diluidas, debido a que las nanoparticulas no estan
directamente diluidas en el medio de liberacién, sino que son separadas del medio

de liberacién por medio de una membrana.
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Figura 12: Celda de difusion de Franz

Asi, en este trabajo el estudio de liberacion del farmaco a partir de las muestras
obtenidas se realizé mediante celdas horizontales de difusion de Franz (Figura 12)
utilizando como medio en el donador y receptor disolucién reguladora pH 7.4
(condiciones fisiolégicas) separados por una membrana de celulosa regenerada,
por la cual es inerte a los componentes de la formula, es semipermeable a iones y
tiene un tamafo de poro de aproximadamente 12,000-14,000 Da, (SpectraPor). Se
colocé una cantidad de la muestra de acuerdo a la capacidad de la celda que

funciona como donador manteniendo el sistema en un bafio de 37 °C y con
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agitacion constante. Se tomaron muestras a diferentes tiempos durante 24 horas,
recuperando el volumen de la alicuota analizada. Se cuantificd la cantidad de
farmaco liberado a cada tiempo utilizando espectrofotometria UV-Visible,
considerando la longitud de onda a la cual absorbe el farmaco y comparando

cada absorbencia contra una curva patron previamente realizada.

4.5.6 Estudios reoldgicos

Las muestras se analizaron empleando un reémetro modelo AR2000 de esfuerzo
controlado equipado con una geometria de doble cilindro coaxial (doble gap) con
un espacio anular existente de Ah=0.5 mm para las condiciones de estudio. Todas
las pruebas se realizaron al menos por triplicado y a dos temperaturas fijas de 25y
39 °C. Las pruebas reométricas fueron analizadas tanto en flujo de cizalla simple
en una ventana de observacién de 1 a 600 s™, como en flujo de cizalla oscilatoria
a una ventana de deformacion de 1 a 600 rad/s, en estas pruebas previamente se
determind la region de viscoelasticidad lineal para cada una de las condiciones
estudiadas. En las pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud de
deformacion se siguid la evolucion de los médulos G' (de almacenamiento), G"
(viscoso) y la tan (8), estos analisis proporcionan la respuesta del material sin

romper las estructura del mismo.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comportamiento de fase de las microemulsiones

El conocimiento del comportamiento de fases de un sistema ternario ha sido de
gran trascendencia en diferentes areas de la quimica [189-190].

Asi, para lograr una buena caracterizacion estructural de los sistemas y determinar
adecuadamente las zonas de microemulsion, se procedio a la construccion de los
diagramas de fase.

Inicialmente se estudié el comportamiento de fases de los sistemas ternarios
H,O:DCM:IsoOH y H,0O:DCM:B-76, con la finalidad de conocer si éstos, el
tensoactivo y el cotensoactivo, por si solos tenian la capacidad de formar
microemulsiones. Como puede observarse, H,O, DCM y B-76 no forman
microemulsiones en las condiciones estudiadas [191-194], mientras que
isopropanol, DCM, H,O forman una sola fase transparente en una parte
significativa del diagrama. Dado que el isopropanol es miscible en todas las
proporciones con H,O y con DCM, es probable que éste a altas concentraciones
favorezca la solubilidad del DCM en H,O, funcionando como un cosolvente. Sin
embargo, a medida que éste va disminuyendo ya no tiene este comportamiento y

se observa una fase turbia, estable, al menos a tiempos cortos (Figura 13).

0 6ie0sss00e00 000 XX R J

0.00 1.00,
H,0O o000 025 050 0.75 10 DM HyO 4

Figura 13: a) Isopropanol (IsoOH) b) B-76, en donde o=transparente, e= turbio y m = insoluble

Posteriormente, para conocer el efecto de la variacion en composicién del

emulsificante (tensoactivo: cotensoactivo) sobre el comportamiento de fases se
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construyeron los diagramas de fase, observando los cambios segun la
composicion [195-196].
Las distintas mezclas DCM-emulsificante (relacion 1:0.33, 1:05, 1:1, 1:2 y 1:3)
llevaron a la formacion de diversas fases, tales como microemulsion transparente,
solucién viscosa transparente, dos fases separadas y dispersion turbia, los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 14.

B-7g:£oOH (3:1)

1.00 B-76:1s00H (2:1)
000, 4 o

. 9 .c'c'.:.....il o 0
\ L)
|2 O 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 DCM 00, 0000000 @ & 0
2 0.00 025 050 0.75 1.00DCM

B-76:1500H (1.2)
000, 19

05 050 075 1.008%

HZOo.oo 025 050 075 1.00 BE?M HZQ) o

B-76:1s00H (1.:3)
000, ;09

0.00 0.25 050 0.75 1.00'3&\/|

Figura 14: a) B-76:1soOH 3:1 b) B-76:ISOOH 2:1 c¢) B-76:1soOH 1:1,d) B-76:1soOH 1:2 y e) B-76:1soOH 1:3 en donde
(o=transparente, e=turbio, o=turbio 2 fases y @=opalescente)
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Se puede observar en los 5 diagramas construidos, una extensa area bifasica y un
area transparente relativamente pequefia. En general, se observa inicialmente una
zona transparente, a cualquier composicion de la mezcla de emulsificantes, la cual
es variable en funcion de la cantidad de cotensoactivo (isopropanol). Al seguir
adicionando agua se presenta una amplia zona de turbidez o bien dos fases
trasparentes perfectamente separadas; indicando la incapacidad del sistema
emulsificante para formar el sistema disperso; aunque bien pudiera también
tratarse de algun sistema tipo Winsor donde coexisten una fase micelar y un
exceso de alguno de los componentes.

Los tamafos de las gotas concuerdan en orden de magnitud con otros reportados
en la literatura para sistemas en microemulsion [197].

El comportamiento de fase en funcién de la cantidad de isopropanol muestra una
zona de microemulsion agua en aceite para las cinco mezclas de emulsificantes
estudiadas. Sin embargo, al ir aumentando gradualmente la cantidad de alcohol,
manteniendo fija la cantidad del B-76, el area de microemulsion aceite en agua
aumenta gradualmente, cambiando ligeramente entre 1:2 y 1:3. En los casos con
menor cantidad de cotensoactivo, la microemulsién es probablemente inestable
debido a un desbalance en la tension interfacial de la interface, llevando a la
contraccion o desaparicion de la microemulsion. A medida que disminuye la
proporcion del emulsificante las regiones anisotrépicas, que pueden consistir de
varias estructuras, aumentan, mostrando una mayor area para cantidades
menores del cotensoactivo.

Para el B-56 (Figura 15), se observa que éste por si solo, al igual que el B-76, no
es capaz de formar microemulsiones [191-193]. Ademas se puede ver que el area
de microemulsion aumenta considerablemente, en particular la zona o/w, lo cual
es logico teniendo en consideracion que a mayor hidrofilicidad del tensoactivo se
favorecen mas las formaciones aceite en agua y viceversa [198-199]; éste
presenta un HLB de 12.9; muestra una cadena hidrofilica similar al B-76, pero con
una cadena hidrocarbonada de 16 C, frente a los 18 del B-76.

Una de las teorias para explicar la formacién de microemulsiones es la de

Israelachvilli, basada en el empaquetamiento geométrico, la cual implica que la
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estabilidad de la microemulsion depende de las interacciones atractivas
interfaciales (puentes de hidrogeno, dipolo-dipolo, fuerzas de dispersién de van
der Waals, etc.) [200] que promueven la integridad y continuidad de la capa
interfacial. Por otra parte, el impedimento estérico de las moléculas en la interface
hara que no haya continuidad en la capa interfacial debido a la formacion de
huecos intermoleculares. Con base en esto, se puede asumir que los alcoholes
favorecen la estabilidad de una microemulsion debido a su capacidad para
colocarse en la interface y evitar la repulsion entre las cadenas hidrofobicas del
tensoactivo, o bien librando un posible impedimento estérico debido al volumen de
los éteres grasos polioxietilenados

B-56:1s0CH (1:1) Cp .
B0 12

025
1.00, "';'o.i R IITINN080000 0 0 0 © O o o0 \
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HO000 025 050 075 1.0088\4 HZbo.oo 025 050 0.75 1.00'88‘&/I
Figura 15: a) B-56:1soOH 1:1 b) B-56:1s0OH 1:2 en donde (o=transparente, o= turbio)

Los resultados concuerdan con otros similares de la bibliografia, en la cual se
reporta que debido al posible comportamiento oleoso de este alcohol, la formacion
de estructuras continuas lipofilicas se ve favorecida [162].

Lo anterior implica que la presencia del isopropanol favorece las microemulsiones
de cualquier tipo. Los grupos hidroxilo terminales del tensoactivo son hidrofilicos y
en conjunto con el cotensoactivo no idnico, parece contribuir en la formacion de
las microemulsiones, las cuales pueden captar mayor cantidad de agua o de
aceite en su fase interna.

Acharya A., et al [201] trabajaron con mezclas de B-52:IsoOH y encontraron

porcentajes similares de areas monofasicas.
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5.2 Diagramas de fases pseudoternarios realizados con diferentes
cotensoactivos y B-56

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos al cambiar el isopropanol por
alcoholes de cadena mas larga. Puede observarse que éstos no favorecen la
formacion de microemulsiones. Segun se reporta en la bibliografia es posible que
éstos no tengan una gran afinidad por la interface y por lo tanto no tengan la
capacidad de modificar la estabilidad de la misma, colocdndose preferentemente
en el seno de la solucién. Se observa principalmente comportamientos tipo
Winsor; Winsor tipo I: con dos fases, la inferior, una microemulsién o /w en
equilibrio con un exceso de aceite; Winsor tipo Il: Con dos fases, la fase superior,
una microemulsion w/o en equilibrio con un excedente de agua; Winsor tipo Ill: con
tres fases, la fase intermedia, microemulsion (o/w y w/o, bicontinua) en equilibrio
con excedente superior aceite y exceso inferior de agua; Winsor tipo IV: una sola
fase, aceite, agua y tensoactivo homogéneamente mezclados [202-203].

En conclusién, los diagramas de B-76 en las distintas relaciones muestran
pequefias areas de microemulsion, por lo cual el sistema de eleccion para usarse
como horma de nanoparticulas fue con el B-56, ya que con éste se pudieron
obtener regiones de microemulsion en las cuales pudieran incorporarse tanto el

PLGA como el closantel.

De las relaciones estudiadas de B-56 e isopropanol, la relacion en la cual se
obtuvo una mejor zona de microemulsion, fue la 1:2; siendo la composicion mas
adecuada para el propdsito de este trabajo, la que consta de una proporcion de
80% de agua, 16 % de tensoactivo/cotensoactivo y 4% de diclorometano. Se logré
obtener zonas de microemulsion con la menor cantidad de tensoactivo, la menor
de agua y la mayor de fase organica, cumpliendo con la premisa de formar

glébulos de tamafio muy pequefio.
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B-56; 1butOH (1:1) B-56:1butOH (1:2)
00, 100 000 100

HZC?).OO 025 050 075 1.00I%OCOM

1,
0.00 025 050 075 LOOIS&?VI H2§)oo 025 050 075 100DCM

Figura 16: a) B-56:1-BuOH 1:1 b) B-56:1-BuOH 1:2 c) B-56:1sobuOH 1:1,d) B-56:IsobuOH 1:2, e) B-56:1pentOH 1:1 €e)
B-56:1pentOH 1:2; en donde (o=transparente, o= turbio,@=turbio 2 fases y o=opalescente)
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5.3 Diagrama de fases sistema B-56:1soOH 1:2 con PLGA y closantel
Como puede observarse en la Figura 17 la presencia de pequefas cantidades de

PLGA (5 x 10°® M) desfavorece completamente el sistema, evitando la formacion

de una microemulsion. Este estudio se hizo con distintas cantidades de PLGA y
closantel (5 x 108 M y 6 x10° M), juntos y por separado no lograndose en ningin
momento el objetivo. Probablemente la baja proporcion de DCM y tensoactivo no
fueron suficientes para lograr la disolucién de estas moléculas, y estabilizar el

sistema formado.

B-56:1s00H (1:2) B-56:1s00H (1:2)
000,10 000, 100
a /\ b
025 075
R o
050 o 050

o !
o
075,
075 / 025

0 000 HoOr:
HoO0d0 025 050 075 100 2-000 025 050
0,0l + PLGA

075 100
DCM + PLGA + Closantel

Figura 17: Diagrama de fases en donde se muestra la zona de incorporacién de farmaco y de polimero
5.4. Preparacién y caracterizacién de nanoparticulas sdlidas lipidicas

Dado que no se consiguio lo que se deseaba, se cambio el PLGA por lecitina y se
probaron diferentes técnicas de fabricacion de sistemas nanométricos, elaboracion
de dispersiones sélidas (DS), técnica de hidratacion de capa fina (liposomas) y
emulsion-evaporacion.

Debido a que el closantel no es una molécula de facil manejo, por sus pobres
propiedades de solubilidad en muchos disolventes, se opto por usar oxitetraciclina
(OTC) con la finalidad de observar con esta molécula, el comportamiento del
sistema obtenido para cada método. Posteriormente los resultados obtenidos se

trasladaron al farmaco en estudio, el closantel.
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5.4.1 Estudios de estabilidad

Se realizé un estudio de estabilidad a 6 meses de almacenamiento de las tres
formulaciones basadas en lipidos en comparacion con muestras recién
preparadas (controles). La observacion visual mostré un color blanco para las
cuatro muestras al tiempo cero (OTC libre, SD, NSL y liposomas), en tanto que un
color oscuro fue observado para la soluciéon de OTC libre después de seis meses.
Las otras tres muestras mantuvieron su aspecto (Figura 18). Los espectros de UV-
Vis mostraron una nueva banda alrededor de 360 nm después de 6 meses para la
OTC libre, mientras que para las otras tres muestras éstos permanecieron
invariables (Figura 19). El aumento de estabilidad puede atribuirse a la inclusién
de la OTC en sistemas coloidales, que la protege de la degradacion de factores
tales como la luz. De estas observaciones no es posible indicar un orden de
correlacion en términos de estabilidad. Curiosamente, todas las formulaciones al

final de 6 meses de almacenamiento mostraron buen comportamiento frente a la

degradacion.

Figura. 18: Apariencia de las muestras de OTC: a) Tiempo 0 y b) alos 6 meses (A= disolucion de OTC, B= OTC en
NSL y C= OTC en liposomas
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Fig. 19: Espectros de UV-Vis de Oxitetraciclina (Ay B es la OTC libre; Cy D son los liposomas atiempo ceroy 6
meses respectivamente)

5.4.2 Morfologia

Las micrografias de SEM (Figura 20, a, b y ¢) muestran la morfologia de los
diferentes sistemas coloidales formados. Se observa, en b y c, formas esféricas y
elipsoidales de talla submicronica que efectivamente indican la formacién de las
NSL o liposomas, y no se aprecia OTC sin incorporar como en el caso de las DS
(Figura 20a), en donde se aprecian cristales de OTC dispersados en lecitina y no

se observa ninguna forma definida de otro tipo de particulas formadas.

Figura 20. Micrografias de SEM. a) Dispersién Soélida, b) NSL y c) Liposomas

5.4.3 Tamafo y distribucion de particula

Las medidas del tamafio de particula de los sistemas coloidales revelaron que la
técnica usada para obtener estos nanosistemas afecta al tamafio de los mismos.
El tamafio e indice de dispersion de las particulas obtenidas fue menor para NSL e

incrementandose para liposomas y DS respectivamente (Tabla 1).
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A pesar de que las muestras contienen la misma cantidad de OTC vy lecitina, el
tamafio de particula se ve influenciado por la técnica empleada para la
preparacion de los coloides. Para NSL la presencia de T-20 disminuye la tension
superficial del medio acuoso favoreciendo el incremento del area superficial de la
mezcla OTC y lecitina en el proceso de emulsificacion, reduciéndose el tamafio de
gota y por lo tanto generando particulas de tamafio reducido (7.57 nm), ademas el
indice de polidispersidad (PDI) fue de 0.2 indicando homogeneidad de tamafio. En
el caso de liposomas el tamafo de particula es mayor (214.27 nm) debido a la
formacion de estructuras complejas. Los liposomas forman bicapas lipidicas que
incluyen un volumen del medio acuoso en el que se prepararon, ademas existen
reportes que con la técnica empleada se generan liposomas uni, oligo y
multilamelares, que concuerda con el PDI de 0.5 obtenido. Para DS, el tamafio de
particula y PDI son los mayores de las tres preparaciones, atribuido principalmente
al proceso de preparacion en el cual no se utilizdé tensoactivo ni energia para
disminuir el tamafio, dando como resultado dispersiones coloidales groseras y
multimodales (319 nm, PDI 0.642).

5.4.4 Potencial zeta

La medida de potencial zeta permite predecir la estabilidad de las dispersiones. En
teoria, valores pronunciados de potencial zeta, mas positivos 0 negativos, tienden
a evitar la agregacion de particulas debido a la repulsion eléctrica. Sin embargo,
esta regla no puede ser estrictamente aplicada a sistemas que contienen
estabilizadores [204-208]. Los sistemas preparados presentan valores de potencial
zeta en orden creciente NLS<DS<liposomas como se aprecia en la Tabla 1. Los
liposomas presentan el valor mas negativo de potencial zeta (-23.8 mV, vs -68mV
para vesiculas vacias) y es el mas cercano al limite de estabilidad (-30 mV). Lo
anterior se debe a que la técnica empleada para la preparacion de liposomas
permite la formacion ordenada de las bicapas lipidicas, exponiendo las cargas
negativas de los fosfolipidos (zwiteriones a pH 7.5) hacia el exterior. Debido a la
incorporacion de OTC en la bicapa y la presencia de sales en el medio (fosfatos y

sodio) la carga en superficie se ve modificada y los grupos negativos de potencial
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zeta son neutralizados [209]. En el caso de DS, el valor de potencial zeta es de -
11.30 mV, este valor indica la disminucion de cargas negativas en la superficie de
las particulas comparado con lo mostrado para liposomas. La lecitina se encuentra
en la superficie de la particula pero no se encuentra organizada sino adsorbida
sobre la superficie de los cristales de OTC de manera aleatoria. Por ultimo, para
NSL el potencial zeta es de -3.02 mV, lo que la hace la preparacion mas inestable
de la serie. Este valor de potencial zeta se debe a que las cargas negativas de la
PC han sido neutralizadas por la incorporacion del amortiguador de fosfatos (PBS)
durante la formacion de las NSL, esto porque se ha permitido un mayor contacto
de PBS con la estructura lipidica cambiando la orientacion de las cargas en la
superficie de las particulas hasta casi nulificarlas reflejado en el valor de potencial

Z cercano a cero.

TABLA 1: Didametro de particulay potencial para los tres sistemas coloidales

Muestra | Diametro hidrodinamico + | PDI Potencial Zeta (mV) Eficiencia de
DE (nm) carga de farmaco
NSL 7.57 0.249 -3.02 79 %
Liposomas 214.27 0.540 -23.80 45 %
DS 319.82 0.642 -11.30 81%

5.4.5 Porcentaje de encapsulacion

El prerrequisito para obtener una capacidad de carga suficiente es la alta
solubilidad del farmaco en el lipido. La naturaleza de los mismos es también
importante debido a su capacidad para formar particulas cristalinas con una
perfecta red (p.e: triglicéridos monoéacidos) que lleva a la expulsion del farmaco
[210]. Lipidos mas complejos, como mezclas de mono, di y triglicéridos con acidos
grasos llevan a cristales no tan perfectos, con numerosas imperfecciones que
ofrecen espacio para los farmacos [211]. Aunque el lipido y su concentracién son
los mismos para los tres sistemas estudiados, el porcentaje de encapsulacion

varia entre ellos. Hay trabajos que informan que la eficacia de encapsulacion
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aumenta en funcion del tamafio y también, en el caso de liposomas, que a menor
tamafo mejor capacidad de encapsular [212].

Los resultados en la Tabla 1 muestran que los liposomas son las particulas que
menor cantidad de OTC encapsula, seguida de las NSL y las DS respectivamente.
El porcentaje de encapsulacion bajo en liposomas es debido a que la OTC tiene
mas afinidad por el medio organico, incorporandose solamente en la bicapa
lipidica, lo que limita la eficiencia de carga y se reduce a 45%. La cantidad de
farmaco encapsulado en NSL y DS es alto, probablemente debido a las técnicas
de fabricacion que implican la incorporacién de la OTC desde el inicio de la
técnica. Tomando en cuenta que esta molécula es hidrofébica, no difunde hacia el
medio acuoso y aumenta de este modo la eficacia de encapsulacion en los
sistemas.

5.4.6 Velocidad de liberacién in vitro

Los perfiles de liberacion de la OTC en disolucién y OTC en NSL, liposomas y DS
son mostrados en la Figura 21. Se aprecia que el porcentaje liberado de OTC en
disolucidn es el mas alto comparado con los sistemas en que OTC esta cargado,
lo que es logico porque se encuentra disuelta y sélo tiene la membrana de
separacion entre celdas como impedimento para pasar al receptor, logrando un
51.46% liberado a las 48 h que durd el estudio. La velocidad de liberacion se ve
disminuida cuando la OTC esta formulada en los acarreadores lipidicos. Las
cantidades liberadas de OTC a partir de cada uno de los sistemas a las 48 h son:
9.59% de OTC en DS, en liposomas (15.88%) y en NSL (20.53%).
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Figura 21. % Liberado de OTC in vitro: = OTC libre, m = Liposomas, A =NSLy V¥ =DS

El microambiente del sistema coloidal retiene al farmaco logrando de este modo
una liberacion mas lenta con respecto a la OTC libre. Las cantidades liberadas
estan en concordancia con el tamafio del coloide, a mayor area superficial mas
rapida es la liberacién. Ademas, las NSL tienen tensoactivo en su formulacion, el
cual favorece la liberacion. También, para las tres formulaciones se observa un
efecto “burst” inicial, el cual probablemente se debe a un efecto de desorcion del
farmaco situado en las capas externas

Dado que la mejor técnica resultd ser la de emulsion-evaporacion, se traslado la
metodologia al closantel. Se inicid0 buscando los parametros de formulacion que
lograban dar un sistema de menor tamafio, mas uniforme (menor indice de
dispersién) y mayor estabilidad electrocinética.

Se eligié como disolvente orgénico el diclorometano, por la gran solubilidad de los
componentes de la formulacién en el mismo y como tensoactivo el T-20 por su
baja toxicidad en el organismo [213-214]. Se llevlé a cabo el estudio al 1, 2, 3y
5%. (m/v) Los resultados se muestran en la siguiente gréafica (Figura 22) y tabla
(Tabla 2). Puede observarse que a bajas concentraciones de estabilizante, los
sistemas dispersos nanoparticulados muestran mas de una poblacion, mientras
que al 3 y 5% ya son monodispersos y con un PDI bajo (< 0.3). Por lo tanto 5% de

T-20 (p/v) fue la cantidad determinada para todos los estudios posteriores.
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Tabla 2: Comparacién entre el tamafio de particula para cada formulacion evaluada en el

experimento atiempo cero y 1 semana después

Experimento 1
Caracterizacion inicial Caracterizacion final
Diametro ?r'ﬂ:?dmam'co PDI Diametro hidrodinamico (nm) PDI
Formulacion Promedio
1 (T20 al 1%) 11.280 0.372 216.100 0.474
2 (T20 al 2%) 9.918 0.364 41.400 0.355
3 (T20 al 3%) 8.328 0.235 65.540 0.337
4 (T20 al 5%) 8.110 0.224 57.630 0.454
Experimento 1
250.0
€
£200.0
2
£150.0
g B T. particula inicial
'5100.0
E 50.0 ‘ »T. particula final
% 00 | —-— -— —
a 1 2 3 4
Formulaciones

Figura 22: Comparacion entre el tamafio de particula para cada formulacién evaluada en el experimento 1 después
de su elaboracion (inicial) y después de 10 dias.

Sin embargo al llevar a cabo un estudio de tamafio en funcion del tiempo (Figura

22), se puede observar

que

la poblacion de nanoparticulas aumenta

considerablemente su tamano, asi como el PDI. Esto da indicio de la falta de

estabilidad cinética del sistema. Por ello, se procedié a adicionar sales al medio

(inicialmente agua), trabajando a pH 7.4 con amortiguador de fosfatos a diferentes
cantidades: 0.01 M, 0.1 M, y 0.2 M (Figura 23).
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Tabla 3. Comparacion entre el tamafio de particula para cada formulacién evaluada en el experimento 2.

Experimento 2
Diametro PDI
Formulacién hidrodindmico (nm)
Promedio DE Promedio

1 (PBS

0.01M) 10.370 0.091 0.291

2 (PBS 0.1M) 10.140 1.088 0.238

3 (PBS 0.2M) 10.990 0.102 0.305

Experimento 2
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1 2 3
Formulaciones

Figura 23. Comparacion entre el didmetro de particula para cada formulacién evaluada en el experimento 2.

Sin embargo se observa que el potencial zeta en presencia de estas sales es muy
bajo (-4.04, -1.69 y -1.04 mV, respectivamente para cada concentracion usada de
fosfatos). Esto indica que no hay mejora en la estabilidad del sistema. No obstante
se repitieron estos experimentos aumentando al doble la cantidad de lecitina y
closantel utilizados y modificando el volumen de DCM necesario para dispersar el
closantel. Con el amortiguador 0.01M aparecen de nuevo dos poblaciones,
indicando la falta de estabilidad del sistema, aunque con 0.1 y 0.2M se obtienen
sistemas monodispersos, durante la fabricacion de los mismos se encontraron

problemas de separacion de fases en el caso de mayor cantidad de sales.
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Tabla 4. Comparacion entre el tamafo de particula para cada formulacién evaluada en el experimento 3 después de
su elaboracion y una semana después.

Experimento 3: Doble cantidad de closantel y de lecitina (3 Concentraciones de PBS)
Caracterizacion inicial F1, F2 y
F3 Caracterizacion final
Diametro PDI Diametro PDI
Formulacién | hidrodindmico (nm) hidrodinamico (nm)
Promedio
1(PBS
0.01M) 8.916 0.310 11.580 0.350
2(PBS 0.1M) 8.911 0.111 9.126 0.167
3 (PBS
0.2M) 9.725 0.138 11.480 0.221

Experimento 3
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Figura 24: Comparacion entre el tamafio de particula para cada formulacion evaluada en el experimento 3 después
de su elaboracion (inicial) y después de 1 semana.

La mayor estabilizacion a cortos plazos se logra con fosfatos 0.1M, por lo que se
elige como medio acuoso de trabajo.

Con la finalidad de obtener sistemas con mayor carga de lecitina y closantel, se
volvio a formular con 3% de T-20, dado que los resultados son muy similares a los
obtenidos con cantidades mayores del mismo. Los resultados son muy parecidos
a los anteriormente reportados con menor cantidad de farmaco y lipido.

Con la finalidad de mejorar el potencial zeta de los preparados se estudiaron
diferentes sales y en distintas proporciones. Los resultados se muestran en la
tabla 5 y Figura 25, para KCIl, mientras que con NaCl no fue posible lograr el
sistema deseado, ya que se formaba una dispersion altamente viscosa como una

crema, probablemente debido a la fuerte interaccion entre los glébulos formados.
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Tabla 5: Mejoramiento del potencial Z con adicion de KCl alas NSL

L\ 4

e

N
Potencial Z \
(M) 10° (mV) s ]
0 -4.28 5 o \
1.34 -6.32 g .
2.64 8.11 £ ) \/
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5.36 -8.98 124 .
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Figura 25: Gréfica del potencial Z en funcién de la concentracién de KCl

Microscopia Electrénica de Transmisién

Figura 26: Micrografia electrénica de transmision de las NSL
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Figura 27: Diametro promedio de las NSL empleando la técnica de dispersion dinamica de luz.

90



CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

CONSIDERACIONES GENERALES DURANTE LAS METODOLOGIAS DE ELABORACION
DE LAS FORMULACIONES

o La solubilidad del closantel en DCM es de 3.4 mg/mL, por ello del
experimento 1 al 3 se llevd a cabo la disolucion completa del closantel antes de
mezclarlo con lecitina haciendo el calculo pertinente del volumen requerido, y a su
vez con la fase acuosa (T-20 a diferentes concentraciones en PBS)

o En los experimentos 4 y 5 se fijo el volumen de DCM (50 mL) para generar
solamente una dispersion y no una solucién del principio activo.

o La solubilidad de la lecitina de soya es completa y sdélo se requirio de poco
volumen del disolvente organico durante el desarrollo de las formulaciones para
cada experimento.

o En las formulaciones 2 y 3 del experimento 2 en la etapa de mezclado
mecanico constante a 300 rpm en principio se utilizo la velocidad de agitacion al
doble, es decir, a 600rpm dado que en principio se formaba una sustancia espesa
que dificilmente se mezclaba a 300rpm.

o En las formulaciones 1, 2 y 3 del experimento 3, se utiliz6 también al inicio
del mezclado mecanico una velocidad de agitacion de 600 rpm, para luego
disminuir a 300 rpm debido a que presentd caracteristicas similares a las
formulaciones 2 y 3 del experimento 2.

o En el experimento 4 al inicio de la etapa de mezclado se emple6 una
velocidad de agitacion de 900rpm debido a que presenté una consistencia mas
espesa que las formulaciones obtenidas en el experimento 2 (formulaciones 2 y 3)
y 3 (formulaciones 1, 2 y 3) para luego disminuir esta velocidad a 300 rpm.

o En el experimento 4 y 5 se trabaj0 a una temperatura de 40 °C para
favorecer la evaporacion del disolvente organico; en tanto que en las demas
formulaciones de los experimentos 1, 2 y 3 se trabaj6é a temperatura ambiente.

o En todas las formulaciones se llevé a cabo una filtracion a través de un filtro

cuyo tamafo de poro fue de 125um.
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5.5 Obtencion de nanoparticulas de PLGA y closantel por el método de
desplazamiento de disolvente

5.5.1 Estudios de interaccion closantel-PVA

Con la finalidad de conocer la interaccion entre el estabilizante (PVA) y el farmaco
(closantel), se realizaron mezclas de PVA al 1% vy diferentes cantidades de
farmaco (10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL).

5.5.1.1 Tamafio de particula

La Figura 28 muestra la variacion de tamafo de particula como funcion de la
cantidad de closantel adicionado, se observa un ligero aumento del diametro hasta
la concentracion de 20 ug/mL, y después se observa un ligero descenso a 30

ug/mL para finalmente caer entre 40 and 50 pug/mL.
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Figure 28: Diametro de las particulas en solucién de PVA 1% (p/v) a diferentes concentraciones de closantel

Estos datos sugieren que el tamafio de particula debido meramente al PVA es de
aproximadamente 100 nm, y a medida que entra en escena un tercer componente,
en este caso el closantel, el cimulo de PVA empieza a interaccionar con el
farmaco debido posiblemente a una mayor afinidad por éste que por las moléculas

de disolvente (agua) y de esta manera disminuir su tamafo, y finalmente a medida
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gue aumenta el closantel se observa una precipitacion debido a una saturaciéon
con el polimero (por encima de 50 ug/mL). Lo anterior puede comprenderse mejor
si se hace referencia a la mezcla de un polimero con un “buen disolvente”
(altamente compatible), en este caso la interaccion entre disolvente y polimero
hace que el cimulo macromolecular se expanda a partir del estado no perturbado
en ausencia de estas interacciones; la expansion en presencia de un disolvente
“pobre” es menor, en este caso el closantel hace que el agua no tenga tan buena

afinidad con el PVA, y si lo haya entre el estabilizante y el farmaco.

5.5.1 2 Anélisis conformacional de la interaccion PVA-closantel

Los resultados experimentales sugieren que las moléculas de PVA tienen
diametros hidrodindmicos de alrededor de 100 nm, teniendo en cuenta los
estudios teoricos es posible decir que estos datos corresponden al camulo de
PVA, resultado que concuerda con otras investigaciones anteriores [215]. Lo
anteriormente mencionado es apoyado el siguiente analisis conformacional:

El modelo de PVA (PM= 1275 g/mol) muestra que la configuracidn mas estable
(Figura 29a) tiene una forma globular y presenta un volumen de 3231 A3
indicando que tiene un radio de aproximadamente 11 A; haciendo la relacién de
volimenes con el PVA usado (PM=104,500 g/mol), se considera que su volumen
es de aproximadamente 82 veces mayor que el modelo. El radio de una sola
molécula de PVA seria de 4 nm, en tanto que experimentalmente se observo un
radio veinticinco veces mas grande. Esto sugiere que la agrupacion de polimeros
ocupa alrededor de 4 x 10° nm?, lo que implica como méaximo 15,000 moléculas de
PVA, ya que no se considera el volumen ocupado por el disolvente.
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Figure 29: Modelo de interaccion de PVA-closantel obtenido por anélisis conformacional

Céalculos de andlisis conformacional sugieren que la asociacion de closantel con el
polimero es mas estable (Figura 3b) a medida que aumenta el namero de
moléculas de closantel hasta 30 ug/mL. Este hecho podria explicar los datos
experimentales mostrados en la Figura 28. Ademas, esta caida abrupta de tamafio
puede estar relacionada con la ruptura del cumulo debido a que el farmaco
interactia principalmente con la superficie del polimero, y de esta forma, a
determinadas concentraciones desfavorece las interacciones intermoleculares
PVA-PVA.

5.5.1 3 Interaccion de closantel y PVA en solucidon acuosa

La solucién acuosa de closantel (7.53 x 10 M) muestra una absorcién méaxima en
377 nm. Al adicionar PVA, en el intervalo de concentracion de 4.7 x 10° a 1.7 x
10™, la absorcién méxima no cambia, pero se observa un incremento en la sefial
(efecto hipercrémico). Estos cambios en el espectro de absorcion indican una
interaccion entre el farmaco y el PVA. El proceso de interaccion entre closantel y

PVA puede ser representado por el siguiente equilibrio:

Closantel + N&— Closantel : N

donde N es el sitio de unién en la cadena polimérica y [N] es el producto del
namero de sitios de unién en la cadena polimérica n y [PVA], es decir, [N] =n
[PVA]. La constante de interaccion (K) para el equilibrio anterior esta dada por

Ecuacion 10:

94



CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

nKp[Closantel];[PVA]Ae

A =
1+Kp,[PVA]

Ecuacién 10

donde AA es la absorbencia total del closantel a cada concentracion de PVA
menos absorbencia de closantel sin polimero y Ag es la diferencia de la
absortividad molar entre farmaco libre y atrapado. Los valores de absorbencia de
las respectivas concentraciones de PVA fueron ajustados a una ecuacion de
isoterma de enlace. La Figura 30 muestra la gréfica, AA vs [PVA] y el ajuste lineal
de minimos cuadrados. A partir del ajuste se calcularon: el producto del nimero de
los sitios de enlace por la constante de enlace (nK) y la diferencia entre el
coeficiente de extincidon del farmaco atrapado y el libre (Ag). Bajo esta condicion, el
nK y el Ag se estimaron a 377 nm y se encontré que éstos son de 93709 My

10322 Mt cm™ respectivamente.
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Figura 30. Isoterma de unién de closantel a diferentes concentraciones de PVA (4.7x10° a 1.7x10™), a pH 7.4.
El cambio hipercromico observado en el espectro de UV-Vis indica una probable
interaccién del closantel con las regiones hidrofébicas del PVA, debido a la
naturaleza hidrofébica del farmaco, pero el closantel tiene un grupo OH fendlico
que se ioniza en estas condiciones, lo que hace que se pueda incrustar también
en las regiones hidrofilicas del PVA. Por lo tanto, es posible que teniendo en

cuenta la concentracion de closantel, éste se encuentre en el cimulo de PVA a
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baja concentraciones, mientras que a concentraciones altas una porcion de
closantel esté fuera del PVA, adsorbido en su superficie.

5.5.1 4 Estudios reolégicos de PVA con y sin closantel

Los estudios de viscosidad de PVA al 1% y del mismo con diferentes
concentraciones de closantel (10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL) se muestran en la Figura
31.
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Figura 31: Viscosidad a 25 °C de PVA 1% con diferentes concentraciones de closantel

Se observa un valor constante de viscosidad a bajos cortes (<100 s™), este
comportamiento es indicativo de que la fuerza hidrodinamica no afecta a la
estructura del sistema, sin embargo a valores altos de velocidad de corte (>100 s
1y, se observa una ligera caida, indicando que la fuerza hidrodindmica supera a las
fuerzas viscosas y ésta cae; el comportamiento es similar para los 6 sistemas
evaluados, siendo mas marcado este comportamiento de adelgazamiento para la
muestra de 30 pg/mL.

La viscosidad del sistema de PVA y closantel aumenta a medida que incrementa
la concentracion de closantel en el intervalo de 0 a 20 ug/mL, notandose un
marcado incremento a 30 ug/mL, y finalmente desciende ligeramente.

Con respecto a las pruebas oscilatorias de estos sistemas, las cuales se muestran
en la Figura 32, se observa que todos los sistemas muestran el mismo
comportamiento en el moédulo viscoso (G™). La pendiente de G~ de PVA con
diferentes cantidades de closantel practicamente se mantiene constante. En todos
los casos existe un cambio de la pendiente alrededor de aproximadamente 50

rad/s, que podrian indicar cambios conformacionales en el sistema.

96



CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

104 ———r — —— 100

- 80

L 40

————r — g —+20
! 0 o(ads) *°

Figura 32: Espectros mecanicos a diferentes concentraciones de closantel. G" (A= 0, O=30y 0= 50 ug/mL) y G~

(A=0, ®=30 and m=50 pg/mL) a 25 °C como funcién de la frecuencia angular.

Por otro lado el comportamiento del médulo elastico (G") es mucho mas complejo;
si se considera la pendiente de todos los sistemas, se pueden observar tres zonas
claramente diferentes: uno por debajo de 10 rad/s (tiempos largos), otra mas entre
10 y 100 rad/s y por ultimo por arriba de los 100 rad/s (tiempos cortos); estas
zonas podrian ser indicativos de cambios estructurales que existen en el sistema
(PVA-closantel) como funcién de la frecuencia, y ademas como funcion de la
cantidad de closantel presente en el medio. Con respecto al angulo de pérdida, el
comportamiento es el mismo para los 6 sistemas estudiados, lo cual es indicativo
de que G" y G”” cambian con la misma proporciéon para todas las frecuencias
estudiadas. A bajas frecuencias el valor de G" es menor que G indicando un
predominio de un comportamiento viscoso, pero a frecuencias altas G” es el que
predomina, mostrando un comportamiento mas elastico del sistema. En la
literatura se menciona que el médulo elastico (G") es influido por el efecto de
interacciones de puente de hidrogeno, en este caso el closantel puede estar

modulando dicho comportamiento [216].
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5.5.2 Discusion reolégica

Para conocer como influye el farmaco en el comportamiento reologico del sistema,
se calcularon varios parametros (a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein), entre
ellos, coeficiente de difusion (D) y el nimero de Reynolds (Re). En la Figura 33, (D
vs Re) a diferentes concentraciones de closantel se observa que hasta la
concentracion de 30 ug/mL la difusion va disminuyendo, probablemente se deba a
un efecto de la viscosidad y que al aumentar ésta, disminuye el movimiento
browniano de las moléculas en el medio, sin embargo a 40 y 50 ug/mL de
closantel la difusion aumenta considerablemente, aunque la viscosidad es similar
en los distintos sistemas, lo que indica un efecto debido al tamafio de las

particulas, como se observdé en la Figura 28 el tamafio disminuye en gran
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Figura 33: D vs Re a diferentes concentraciones de closantel en PVA al 1%

5.5.2 1 Efecto de velocidad de corte

En el eje de las x se puede ver un decremento inicial, inmediatamente después un
aumento, y a altas velocidades de corte se alcanza una constante en el valor de D.
Este comportamiento indica que si la velocidad de corte no es suficientemente
grande, el material no se alinea con el flujo y sdlo se muestra el efecto de la
viscosidad, pero cuando aumenta la velocidad de corte, se logra la alineacion del
material, y el comportamiento es lineal, asintético al eje horizontal. La Figura 33

muestra D vs Re a diferentes concentraciones de closantel, valores altos de
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namero de Re indican un gran efecto de la velocidad de corte generada por el
redmetro en relacion con la viscosidad del fluido, valores bajos de Re implica un
régimen de flujo dominada por efectos viscosos. Comparando las seis muestras,
se observa un comportamiento similar, excepto en la concentracion de 30 ug/mL
de closantel. A bajos Re, la D es pequefa debido a un componente viscoso, pero
cuando aumenta Re, solo la velocidad de corte influye no asi la viscosidad, por lo
tanto, el efecto convectivo supera el efecto difusivo. En la muestra de 30 ug/mL, a
valores altos de Re, aumenta la difusién, probablemente por debajo de 100 Re la
molécula tiene una cierta configuracion, pero el efecto del movimiento lo propaga y
guia, por lo tanto D aumenta, podria ser un efecto de desenrrollamiento del
sistema al pasar de una configuracion globular a una configuracion elipsoidal, que
favoreceria los fendmenos difusivos.

Se podria considerar que a partir de 100 Re el sistema tiene una distribucién de
particulas de diferentes configuraciones, una mezcla, es decir, no hay
homogeneidad. Las muestras con alta concentracion de closantel muestran
valores altos de D, lo que es debido al tamafio pequefio de sus clusters, lo que
indica una gran compactacion por un efecto de colapso debido a las interacciones
hidrofdbicas.

Por otro lado se calcularon los tiempos caracteristicos de cada muestra (a partir de
la Figura 33); los cuales se muestran en la Figura 34. Como ya ha sido comentado
anteriormente, estos resultados concuerdan con que a bajas concentraciones de
closantel el sistema es mas estructurado, es necesaria mas energia para realizar
cambios, y A es mas grande, sin embargo para 40 y 50 ug/mL de closantel, el
sistema sufre cambios mas pequefios de estructuracion y A disminuye de esta

forma, indicando que es mas facil modificar su configuracion.
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Figura 34: Tiempo caracteristico (A) vs (ug/mL) a diferentes concentraciones de closantel en solucién de PVA al
1%.

Todos los resultados pueden ser explicados basados en el hecho, también ya
demostrado, de que el closantel muestra afinidad por las moléculas de PVA,
interactuando con ellas, (véase la seccion de interaccion); por otra parte, los
estudios tedricos muestran la formacion de rizos en presencia de closantel,
favoreciendo la formacion de cumulos de PVA-farmaco a medida que aumenta el
closantel, también es posible desfavorecer la unién de mas de una molécula de
PVA en el cimulo y que exista una ruptura de éste a 30 ug de closantel,
disminuyendo el tamafo, desordenando el sistema, mostrando de esta manera un
aumento en la difusion y una disminucion del tiempo caracteristico.

También probablemente el PVA en agua adopta una conformacion con un ndcleo
central formado por unidades hidrofébicas rodeadas de bucles, conformados por
largos bloques de alcohol vinilico hidrofilico (OH), que son altamente solvatados
formando una capa exterior.

Por el contrario, entre mas bajo el grado de “blockiness” y PVAs de bajo peso
molecular poseen bloque de acetato de longitudes mas cortas, que estan
estadisticamente mas secuenciados a lo largo de la cadena. Como resultado, es
probable que esté menos solvatado por el disolvente, causando que la cadena se
contraiga mas en el disolvente, resultando en una conformaciéon mas densa. Una
ilustracion esquematica de estas conformaciones propuestas se muestra en la

Figura 29.
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Esencialmente, uno podria esperar que el PVA se contraiga a medida que las
interacciones intramoleculares entre las cadenas aumenten. En el caso de PVAs
con regiones hidrofilicas mas largas, éste se encuentra relajado en el disolvente,
obteniéndose un radio hidrodinamico mayor ya que el coeficiente de difusion (a
partir de la ecuacién de Stokes-Einstein) disminuye. Es concebible que la difusién
traslacion del camulo pseudomicellar del PVA sea mas lenta debido también al
movimiento interno de la micela, es decir, un proceso de disociacion-asociacion
consecutivos de la pseudo-micela ademas del movimiento aleatorio en el
disolvente. Existen simultdneamente un efecto hidrofébico de asociacion y un
efecto de repulsion electrostatica dentro de las macromoléculas. Con el aumento
de la concentracion de closantel, los efectos hidrofébicos de asociacidon son
reforzados, y la asociacion intermolecular aumenta, por lo que la viscosidad
aumenta.

La adicion de closantel mejora la asociacion intermolecular debido a que la
afinidad entre PVA y el farmaco es mejor que la de PVA y la molécula de
disolvente. Por otro lado, el fuerte efecto hidrofébico cubre la repulsion

intermolecular y hace que la molécula de polimero se contraiga.

5.5.2 2 Efecto de closantel sobre las propiedades viscoelasticas del PVA

Los cambios en el médulo de almacenamiento (G") y el médulo de pérdida (G™)
de las soluciones PVA en funcion de la frecuencia (o) son mostrados en la Figura
32. La pendiente (2.76 x 10®) de la G de PVA con diferentes cantidades de
closantel muestra que tienen casi el mismo valor y dependiente a todos los valores
de frecuencia. Debe observarse que la pendiente de la G incrementa con el
aumento de la cantidad de closantel a valores altos de o (tiempos cortos) y a
valores bajos de o (tiempos largos) solo la pendiente de 30 ug/mL es casi
constante e independiente de .

Se sabe que G’ esta influenciado por efecto de las interacciones de puente de
hidrogeno debido a las diferentes cantidades de closantel. Existen evidencias de
que el PVA en agua no asume una conformacion aleatoria, sino una

supraestructura mediada por la interaccion entre segmentos del polimero o la
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interaccion de polimero-disolvente, en el caso cuando el closantel, un farmaco
hidrofébico es agregado a la solucion de PVA, la interaccion entre las moléculas
de agua y PVA se vuelve menos importante, y la interaccion entre polimero y
farmaco incrementa, este cambio influye en el médulo elastico (G") y esto es mas
evidente a frecuencias bajas debido a que el sistema tiene mas posibilidades de
interactuar. Los puentes de hidrégeno tiene una gran influencia en las propiedades
de bulto del PVA; Sin embargo, existen pocos estudios sobre la influencia de dicha

union sobre la estructura del PVA en solucion acuosa.

5.5.3 Influencia de la relacién PLA-PGA en la obtencion de nanoparticulas

Las nanoparticulas se elaboraron con diferentes relaciones de LA/GA, esto con la
finalidad de contar con suficiente informacion que nos indicara como se modifica la
estabilidad estructural y tamafio de particula del sistema nanoparticulado a medida
gue incrementa la cantidad de acido lactico (Tabla 6); por otra parte se elaboraron
nanoparticulas sin farmaco (closantel) con el objetivo de evidenciar como afecta la
presencia de éste en las propiedades reoldgicas, tamafo de particula y potencial Z

del sistema.

Tabla 6: Influencia de la relacién de L/G en el tamafio de particula de NP de PLGA

Np PLGA Diametro hidrodinamico (nm) Potencial
Z (mV)
50/50 454 -4.13
65/35 1020 -3.57
75/25 1300 -5.20
85/15 1380 -3.18

La respuesta reologica de los sistemas nanoparticulados que contienen closantel
se muestra en la Figura 35a, observando que el modulo viscoso (G™) es
semejante para todos los sistemas, mientras que el modulo elastico (la estructura
del material) muestra mayores cambios para los sistemas con mayor composicién
de lactico, posiblemente debido a sus mayores tamafos de particula y a una
mayor variabilidad de de los mismos, (~%CV=3.9), por otro lado, el sistema mas
estable es el PLGA 50/50 cuyo tamafio de particula fue el menor y el mas
homogéneo (%CV=0.05). La respuesta reologica de los sistemas nanoparticulados

que no contienen closantel se muestran en la Figura 35b, observando que el
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sistema elaborado con PLA muestra un comportamiento mas variables en ambos
modulos (G y G”). ElI mdodulo elastico para los sistemas sin closantel muestra
menor variabilidad en su comportamiento (independencia respecto a la frecuencia)
comparados con los que tienen closantel, influyendo mas en el PLA para ambos
modulos como se puede observar.

De nuevo, en las muestras sin closantel se evidencia que el aumento de lactico en
la composicion del polimero conlleva a mas cambios de pendiente en la grafica de
G’vs frecuencia, indicando inestabilidad estructural del sistema en funcién de este

parametro.

. Nanoparticulas sin closantel
E 0
PLA
—a—G
< oG
o 0.14 PLGAS050|
s e
o =G
NG PLGAG535|
Qo014 oG
—O0—G
PLGA7525
——G
o
1E3 PLGASS15
——G
o
1E-4 164 , .

1 10 o (rad/s) 10 L 0 p(ads)

Figura 35: Espectros mecanicos de a) Np con closantel y b) Np sin closantel

La Figura 36 (a y b) muestra el diagrama de Black el cual representa la evolucion
del angulo de fase & respecto al moddulo complejo de los sistemas
nanoparticulados con closantel y sin closantel respectivamente, se sabe que un
angulo de fase con valores en un intervalo de 0°-90° indican materiales con
propiedades viscoelasticas; angulo de fase cercanos a 90° el material aumenta su
modulo viscoso y valores cercanos a 0° el material aumenta su médulo elastico.
Los sistemas sin closantel tienen una disminucion pronunciada del angulo de fase,
y los sistemas con closantel una disminucion menor debida a que posiblemente el
farmaco esta interactuando con el polimero y modificando sus propiedades
viscoelasticas como ya se ha mencionado en los estudios de interaccion, cabe

agregar que la presencia del PVA (estabilizante) permite tener una
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pseudosolubilidad del closantel en el medio, razén por la cual puede atribuirse un

comportamiento diferente cuanto el farmaco esta presente.

Nanoparticulas con closantel Nanoparticulas sin closantel
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Figura 36: Diagramas de Black a) Np con closantel y b) Np vacias

5.5.4 Influencia del pH en el comportamiento reolégico de las NP de PLGA
50:50

Los tamafios de particula a los diferentes pH utilizando PLGA 50:50, mostraron
que las nanoparticulas formuladas en amortiguador de fosfatos a pH7.4 generaron
menores tamafios de particula (454 nm) con un indice de polidispersidad de 0.15,
en comparacion con los otros sistemas en los cudles los tamafios de particulas
son mayores a 500 nm (Figura 37b) e indice de polidispersidad mayores a 0.4.
Estos datos pueden hacer suponer, en principio, que la formulacién a pH de 7.4 es
aguella que mostrard menor variabilidad de comportamiento en funcion de la
velocidad de corte y/o frecuencia.

La respuesta reoldgica se evalud a diferentes valores de pH (5, 7, 7.4, 9 y 10); los
resultados a la cizalla simple presentan un comportamiento newtoniano en el

intervalo de pH estudiado (Figura 37a).
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Figura 37: NP de PLGA 5050 a diferentes pH a) Curva de viscosidad y b) n vs tamafio

Existe una primera parte en la cual el tamafio de particula es el que rige la
viscosidad, es decir a menor tamafno de particula, mayor area superficial y por lo
tanto mayor viscosidad (pH7.4>pH7>pH9), otra zona en la cual los tamafios de
particula van incrementando (pH8>pH5>pH9), lo cual hace que la cantidad de
PVA disponible en el medio sea mayor y esto a su vez permite que mayor cantidad
de closantel esté presente y esto hace que ambos sean los causantes de valores
crecientes de viscosidad. Y por ultimo a pH de 10 en el cual la solubilidad del
closantel es el que influye mayormente en la viscosidad del sistema, mostrando
tamafio de particula intermedio entre las dos zonas arriba mencionadas.

Por otro lado, en las pruebas de flujo de cizalla oscilatoria (Figura 38a y 38b), en la
zona de viscoelasticidad lineal (>50% de deformacion), el efecto del pH respecto a
sus moédulos evidencié una disminucion con respecto a la estabilidad estructural,
en particular a tiempos largos (bajas frecuencia < 20 rad/s), donde el mddulo
elastico (G") presento el siguiente comportamiento: a pH5 y 7.4 poca dependencia
con la frecuencia, con un intervalo mas grande para el pH de 7.4; en seguida una
ligera disminucion a pH7, pero ligeramente independiente de la frecuencia; para
pH de 8 y 10 se observa el mismo descenso y comportamiento; finalmente una
mayor disminucién de este modulo para el pH9 y marcada dependencia con la
frecuencia.
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Figura 38: Np de PLGA 50:50 a diferentes pH a): Espectros mecénicos y b): Tiempo caracteristico (A)

Lo anterior puede explicarse considerando que a bajas frecuencias el sistema se
encuentra en mayor desorden debido a que existe una mayor libertad de
movimiento, contrario a lo que sucede a altas frecuencias en la cual el sistema se
encuentra practicamente estatico y no se permite que las interacciones
predominen; en este sentido, la formulacion realizada a pH7.4 es la que mayor
estabilidad presenta puesto que es menos dependiente de la frecuencia a bajos
valores de la misma, seguido de la formulaciéon a pH5, pH7, pH8 y 10, y finalmente
la formulacion a pH9 es la que mayor dependencia tiene con la frecuencia.
Respecto al médulo viscoso (G™") no existen diferencias entre los diferentes pH
estudiados. Por otra parte, para tener una mejor comprension de este
comportamiento, se graficaron los tiempos caracteristicos (A) de los sistemas
(Figura 38b); en dicha grafica puede observarse que los valores de tiempo
caracteristico de los sistemas presenta un valor constante de pH5 a pH7, un ligero
aumento en el intervalo de 7 a 9, y finalmente un descenso en la formulacién
realizada a un pH de 10, estos comportamientos estan relacionados con la
estructura del material, indicando que las formulaciones entre 5 y 7 son las que
estdn menos estructuradas, pH7.4 y pH8 presentan los valores intermedios de
estructuracién , a pH9 presenta la mayor estructuracion y a pH10 es la menos
estructurada, lo cual implica que a este pH se necesita menos energia para

realizar cambios en el sistema.

106



CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.5 Comportamiento reoldgico de las nanoparticulas de PLGA 50:50 a pH 7.4
5.5.5.1 Efecto de la temperatura a 39 °C

Con la finalidad de contar con mayores elementos con respecto a la estabilidad
estructural de los sistemas nanoparticulados de PLGA 5050 en funcion del tiempo,
se realizaron curvas de cizalla simple y oscilatorias a una temperatura de 39°C
(Figura 39 ay b).
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Figura 39: NP de PLGA 5050 a diferentes tiempos a): Viscosidad y b) Espectros mecanicos

5.5.5.2 Nanoparticulas de PLGA 50:50, comparacion a 25y 39 °C

El efecto de la temperatura a 25 y 39 °C, sobre el comportamiento reoldgico para
la formulacion a pH 7.4, muestra lo siguiente: Los estudios de viscosidad
presentan un comportamiento newtoniano a ambas temperaturas, con una ligera
disminucién de la viscosidad por efecto de la temperatura a 39 °C, ademas a baja
cizalla (<50 1/s) a 25 °C presenta un ligero aumento de la viscosidad tal vez

asociado a la estructura (Figura 40).
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Figura 40: Viscosidad de Np de PLGA 5050 a diferentes temperaturas y tiempos a) 25°C y b) 39°C
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Por otro lado, en las curvas de cizalla oscilatoria, el médulo viscoso (G™") sufre una
ligera disminucién al aumentar la temperatura (Figura 4l1a). Por su parte, el
modulo elastico (estructura del material) presenta a valores de frecuencia menores
de 20 rad/s diferencias entre las dos temperaturas, valores mas altos y mas
estable a 25 °C que a 39°C, esto sucede posiblemente porque a bajas frecuencias
el sistema ademas de tener movimiento libre se adiciona la energia cinética de las
mismas al aumentar la temperatura (tiempos cortos), lo cual se comprobé con los
espectros mecanicos con barrido de temperatura (a un tiempo fijo ~ 6 rad/s y
deformacion fija ~ 60%) (Figura 41b).

NP de PLGA 50:50pH7.4; 25y 39°C NP de PLGA 50:50pH7.4; 25y 39 °C

G'(Pa),Tan &

o
-
1

G’(Pa),Tan &

0014

o
e
f

1E-34

001+
1E-4+

1E3 . . 5 . .
1 10 (o(rad/s) 100 1 1 10 (,O(I'ad/S) 100

Figura 41: Espectros Mecanicos a 25y 39 °C a) M6dulo viscoso (G™') y b) Médulo elastico (G")

5.5.5.3 Estabilidad de nanoparticulas de PLGA 50:50 (pH 7.4, 25y 39 °C)

Con la finalidad de verificar la estabilidad de los sistemas nanoparticulados
formulados con PLGA 5050 y a pH de 7.4, se hizo seguimiento de la viscosidad y
de los moddulos elastico (G°) y viscoso (G') de tales sistemas por
aproximadamente 30 dias (Figura 42a y 42b).Lo que se puede observar en dichas
graficas es que el sistema es muy estable, ya que tanto los valores de viscosidad

como los dos modulos permanecen constantes con respecto al tiempo.
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Los mismos modulos fueron monitoreados con respecto al tiempo y a la

temperatura (Figura 43a y 43b), encontrandose que se mantuvieron sin cambios,

en especial puede apreciarse que en un intervalo de temperatura de 25 a 65 °C el

sistema se mantiene conformacionalmente estable, a partir de 65 °C ambos

modulos empiezan a sufrir cambios, y en cierto grado mas inestables.
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6. - CONCLUSIONES

% La generacion de nanoparticulas poliméricas a partir de las
microemulsiones no fue posible ya que el sistema fue inestable.

+ Se generaron sistemas lipidicos de oxitetraciclina por el método de
emulsion evaporacion, posteriormente esta técnica fue empleada para
obtener NSL de closantel.

% La técnica de desplazamiento de disolvente permitié formar nanoparticulas
poliméricas de PLGA y closantel, utilizando PVA como estabilizante.

+ Existe una interaccion entre el PVA y closantel, presentando una constante
de enlace de 93709 M™, aseveracién que es apoyada por el cambio
hipercrémico en UV-Vis. Los calculos de andlisis conformacionales sugieren
gue la asociacion de closantel con PVA es mas estable hasta 30 ug/mL y
por arriba de ésta hay una ruptura del cumulo desfavoreciendo la
interaccion.

% Los estudios de viscosidad del sistema de PVA y closantel, indican que en
el intervalo de 0 a 20 ug/mL la viscosidad permanece constante, notandose
un marcado incremento a 30 pug/mL.

% En las pruebas oscilatorias para los 6 sistemas de PVA-closantel, Gy G”
cambian con la misma proporcién para todas las frecuencias estudiadas. A
bajas frecuencias predomina un comportamiento viscoso y a frecuencias
altas predomina un comportamiento elastico, éste Ultimo puede estar
influenciado por el efecto de interacciones de puente de hidrégeno
(farmaco-PVA).

% Los coeficientes de difusion calculados incrementan a concentraciones
altas de closantel, indicando una gran compactaciéon por un efecto de
colapso debido a las interacciones hidrofdbicas.

% A bajas concentraciones de closantel el sistema es mas estructurado (A
grandes), comportamiento no observado a concentraciones mayores a 30

ug/mL.
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La estabilidad estructural de las nanoparticulas es favorecida a menor
contenido de acido lactico, la relacion 50:50 es la que mejores resultados
arroja (menor tamafo de particula y estructuralmente menos variable).

Las pruebas oscilatorias muestran que las nanoparticulas sin closantel
presentan menor variabilidad en el modulo eléstico.

El pH 7.4 es la que més favorece la obtencion de nanoparticulas de PLGA,
resultado que esta relacionada con las caracteristicas de solubilidad del
farmaco.

El tamafio de particula es la principal variable que afecta la viscosidad en
las formulaciones obtenidas a diferentes pH.

En las pruebas oscilatorias, el modulo elastico presenta a bajas frecuencias
los cambios mas marcados, fenOmeno que esta controlada principalmente
por la interaccién entre farmaco y polimero.

La viscosidad de las NP de PLGA 50:50 a 25 y 39 °C presentan un
comportamiento newtoniano, y se mantienen estables durante
aproximadamente dos meses. La temperatura de 25 °C muestra un modulo
elastico mas alto y menos variable que a 39 °C.

Los estudios de estabilidad acelerada realizados a las nanoparticulas de

PLGA 50:50 a pH 7.4 no mostraron cambios estructurales.
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RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

Existen varias lineas de investigacion con las que se pueden ampliar los
resultados del presente trabajo. En primer lugar es recomendable realizar los
estudios de interaccion entre PVA de diferentes pesos moleculares, porcentajes
de hidrolisis y closantel con el fin de obtener constantes de interaccién para los
mismos, de esta forma seria posible obtener informacion que nos permita generar
nanoparticulas con mayor carga de farmaco.

Por otra parte se recomienda evaluar la interaccion entre el PVA y los diferentes
tipos de PLGA, de ésta manera podria observarse el impacto que éste puede
tener en las caracteristicas de las nanoparticulas generadas, por ejemplo:
porcentaje de encapsulacion y tamafio

Una vez que se hayan obtenido las nanoparticulas con las caracteristicas
deseadas (% de carga y tamafo), éstas deberian caracterizarse reoldgica y
calorimétricamente en funcién de la concentracion de nanoparticulas con el fin de
obtener un patron que pueda indicarnos de manera indirecta el posible

comportamiento que puedan tener éstas una vez que estén dentro del organismo.
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