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l. Introduccién

El regaliz es una de las hierbas medicinales mas populares y antiguas en el
mundo, y se encuentra registrada en las farmacopeas de muchos paises asiaticos
y europeos (China, Japon, Reino Unido y otros). También es ampliamente

utilizado como saborizante en la industria alimentaria debido a su sabor dulce.

El regaliz muestra una variedad de actividades farmacologicas incluyendo
actividad  antiulcerosa, antiinflamatoria,  antiespasmaddica, antioxidante,
antialérgica, antidiabética, anticancerigena, antidepresiva, hepatoprotectora,
expectorante y en el mejoramiento de la memoria. Estas bioactividades se
atribuyen a los componentes quimicos del regaliz. Hasta el momento, mas de 400

compuestos han sido aislados de las especies de Glycyrrhiza.

.....

Glycyrrhiza. El género Glycyrrhiza contiene cerca de 30 especies y se distribuyen

ampliamente en todo mundo.

Los estudios farmacoldgicos del regaliz se han centrado en los componentes

.....

.....

enfermedades de origen viral incluyendo hepatitis cronica B y C, asi como en el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [Qinying Zhang, 2009].
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En la actualidad se ha hecho mas evidente que la mayoria de los farmacos estan
limitados en lograr una terapia eficiente en el tratamiento de las enfermedades.

Las limitaciones que existen para que una terapia falle son:

Pobre solubilidad de los farmacos.

Alta toxicidad de los farmacos.

Agregacion del farmaco debido a su pobre solubilidad.
Liberacion no especifica.

Degradacion in vivo.

S e o

Réapida eliminacion de los farmacos.

La Nanotecnologia es un area multidisciplinaria que consiste en la creacion y
utilizacidbn de materiales, dispositivos 0 sistemas de escala nanométrica. En la
actualidad la Nanotecnologia juega un papel muy importante en el cuidado de la
salud iniciando un proceso cuya finalidad es sustituir la manera tradicional de
administrar farmacos, enfocandose en la formulacién de agentes terapéuticos en
nanoacarreadores biocompatibles como lo son las nanoparticulas, sistemas
micelares, dendrimeros, entre otros, ya que una de sus principales ventajas que
nos ofrece es la liberacién del farmaco dirigida al sitio de afeccién [Parveen et al.,
2012].

Las nanoparticulas ofrecen una amplia gama de cualidades dentro del area de la
Tecnologia Farmaceéutica. En primer lugar las nanoparticulas pueden ser
elaboradas por una gran variedad de métodos (Polimerizacion, Métodos a base de
emulsién, Homogeneizacién a presion elevada, Método doble emulsién, Método
por homogeneizacion con elevada velocidad de corte y Ultrasonido, etc.) y sus
modificaciones, dependiendo de la finalidad de las mismas. En segundo lugar, la

matriz de las nanoparticulas puede ser elaborada con infinidad de materiales
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como lo son los polimeros no biodegradables, polimeros biodegradables, lipidos,
proteinas o polisacaridos y en tercer lugar la encapsulacion de agentes
terapéuticos de naturaleza hidrofilica o lipofilica, proporcionandoles nuevas

ventajas como nanoacarreadores biocompatibles.

Las finalidades que se persiguen, al desarrollar estos sistemas de liberacién de

farmacos son:

1. Incrementar la eficacia terapéutica al tener control sobre la liberacién del
farmaco.

Disminuir la toxicidad del farmaco al proporcionar especificidad.

Proteger al farmaco de su degradacion, tanto fisica como quimica.

Incrementar su absorcion facilitando su difusion a través de los epitelios.

o~ 0N

Modificar las caracteristicas farmacocinéticas de los farmacos y con ello su
perfil de distribucion a ciertos tejidos u érganos para incrementar su

eficiencia o disminuir efectos indeseables [Breunig et al., 2008].

El destino de un farmaco in vivo depende de sus propiedades fisicoquimicas lo
que provoca una deficiente distribucion o que no se encuentre en concentraciones
adecuadas en el sitio de accion. Las nanoparticulas permiten llevar a cabo una
liberacion controlada en un sitio especifico lo que garantiza la accion del agente
terapéutico evitando efectos secundarios. El tamafio de estos sistemas depende
de la via de administracion, pero se ha demostrado que emplear
nanoacarreadores proporciona la ventaja de tener una acumulacion eficiente de

farmaco en los sitios blanco [Gaumet et al., 2008].
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La idea del presente trabajo tiene como finalidad proponer el uso de sistemas de
liberacion a base de nanoparticulas como una alternativa para el transporte de un
iInvestigaciones en las que se ha probado su eficiencia en el tratamiento contra un
amplio espectro de virus incluyendo al virus del herpes [Pompei et al., 1979; Lampi
et al., 2001]; coronavirus [Cinatl et al., 2003]; virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) [Sasaki et al., 2003]; poliovirus tipo | [Crance et al., 2003]; virus de la
influenza tipo A [Utsunomiya et al., 1997; Wolkerstorfer et al., 2009].

.....

por los métodos desplazamiento de solvente y doble emulsion (wi/o/w,), se
generard una nueva opcion en el tratamiento de enfermedades virales en el area
meédico veterinaria y en la humana; ya que la finalidad del proyecto es explotar las
ventajas tecnoldgicas que ofrecen los nanoacarreadores comparados con los

sistemas convencionales de administracion.
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Il. Marco tedrico

1. Nanoparticulas

1.1 Definicién

Las nanoparticulas con propésitos farmacéuticos son particulas coloidales sélidas
que se encuentran en un rango de tamafio de 1 hasta 1000 nm (1 pum), las cuales
consisten de materiales macromoleculares y pueden ser usadas terapéuticamente
como acarreadores de farmacos, en las cuales el agente terapéutico esta disuelto,
entrampado, encapsulado, adsorbido o enlazado en la matriz de la nanoparticula
[Kreuter, 2007].

Las cualidades mas importantes que poseen las nanoparticulas como sistemas de
liberacién son: el control en el tamafio de particula, las propiedades de superficie y
la liberacion de agentes farmacol6gicamente activos para alcanzar la dosis

terapéutica 6ptima en un sitio especifico.

Las ventajas al usar nanoparticulas como potenciales vias para la liberacion de

farmacos son:

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

b) EI control en la liberacion del farmaco durante la transportacion hasta
llegar al sitio especifico de accion, logrando una mayor eficiencia

terapéutica y la reduccién de los efectos adversos.
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c) La liberacion controlada y las caracteristicas de degradacion en la
nanoparticula pueden ser modificadas por cambios en los constituyentes
de la matriz.

d) La vectorizacion a un sitio especifico puede ser realizada con la union
de ligandos en la superficie de la nanoparticula.

e) Pueden ser empleadas por diferentes rutas de administracion incluyendo

oral, parenteral, intraocular, pulmonar, etc.
1.2 Clasificacién

Las nanoparticulas se pueden dividir en dos grupos: las nanoesferas y las
nanocapsulas las cuales difieren en su constitucion. Las nanoesferas son sistemas
matriciales en las cuales el farmaco esté fisicamente y uniformemente dispersado
o adsorbido, mientras que las nanocapsulas son sistemas en los cuales el farmaco
se encuentra en una cavidad oleosa rodeada por una membrana polimérica, o

adsorbido en ésta (Figura 1) [Kumari et al., 2010].

Nanocapsula

Farmaco atrapado

Polimero Nanoformulacion Farmaco adsorbido
+ por varios
farmaco métodos
\ O) Farmaco atrapado

Nanoesfera
Farmaco adsorbido

Figura 1. Clasificacion de las nanoparticulas conforme a su organizacién estructural. Tomado de
[Kumari et al., 2010].
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1.3 Efecto de las caracteristicas de las nanoparticulas

1.3.1Tamafio de particula

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio de particula son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su
distribucion in vivo, su destino bioldgico, su toxicidad, su capacidad de direccion;
ademas de influenciar en la carga del farmaco y en la estabilidad de las

nanoparticulas.

La liberacion del farmaco es afectada por el tamafio, esto se debe a que las
particulas pequefias tienen una mayor area superficial lo que facilita una rapida
liberacibn a diferencia de particulas grandes que poseen una menor area

superficial por lo que la difusion del farmaco sera lenta [Gaumet et al., 2008].

1.3.2Propiedades de superficie

Las cargas superficiales influyen en la distribucién de los iones alrededor de la
particula desarrollando un campo eléctrico formado por una carga circundante que
consta de: una region interior donde los iones se encuentran fuertemente
enlazados a la superficie de la particula y que se le denomina capa de Stern, y
una region donde los iones estan menos enlazados a la cual se le conoce como
capa de Gouy (Figura 2) [Wu et al., 2011].
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Figura 2. Representacion de la bicapa eléctrica. Tomado de [Wu et al., 2011].

En un sistema nanoparticulado, las cargas eléctricas tienen un papel muy
importante en la determinacion de la interaccion de las particulas lo cual se refleja

directamente en la estabilidad fisica del sistema coloidal.

El potencial zeta (¥z) de una nanoparticula es utilizado para caracterizar la carga
de la superficie; éste refleja el potencial eléctrico de las particulas y es influenciado
por la composicién de la matriz y por el medio en el que son dispersadas. Las
nanoparticulas con ¥z entre (+/-) 30 mV son estables en suspensién y la carga en

la superficie previene la agregacion de las particulas (Tabla 1) [Riddick, 1968].
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Tabla 1. Estabilidad de suspensiones con base al V5.

Estabilidad Potencial Zeta (mV)
Muy buena |200] a |60]|
Buena |60] a 40|
Moderada |40] a|30|
Umbral de dispersién [30] a |15|
Umbral de aglomeracion [15] a |10|
Fuerte aglomeracion y precipitacion |5]

Tomado de [Riddick, 1968].

1.3.3Carga del farmaco

Idealmente, un buen sistema nanoparticulado debe de poseer una alta capacidad
de carga con lo que se reduce la cantidad de material que forma la matriz en la
administracion. La carga y la eficiencia de encapsulamiento del farmaco dependen
de la solubilidad en el estado soélido de éste en la matriz, el cual se relaciona con
la composicion de polimero o lipido, el peso molecular y la interaccién farmaco-

matriz.

La carga del farmaco puede llevarse a cabo por dos métodos:

1. Incorporacion durante la elaboracion de las nanoparticulas (método de
incorporacion).

2. Adsorcion del farmaco después de la formacion de las nanoparticulas por
incubacion con una solucidon concentrada del farmaco (método de

adsorcion/absorcion) [Mohanraj y Chen, 2006].

1.4 Caracterizacion de las nanoparticulas
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Las nanoparticulas pueden ser caracterizadas por diferentes técnicas
fisicoquimicas. Los parametros fisicoquimicos de mayor importancia en este tipo
de sistemas a determinar son la morfologia, el tamafio de particula, el ¥z, la carga

de farmaco y la eficiencia de encapsulamiento.

1.4.1Dispersién Dinamica de la Luz (DLS)

También conocida como Espectroscopia de Correlacién de Fotones, es una de las
técnicas mas populares para caracterizar en sistemas coloidales el tamafio de
particula; midiendo la fluctuacion de la intensidad de la luz esparcida la cual es
causada por el movimiento browniano de la particula. Por esta razén, el tamafio de
particula esta influenciado por la interaccién de las particulas con el medio en el
gue se encuentran, por lo cual debe conocerse la viscosidad del mismo [Satinder y
Verma, 2011].

1.4.2Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser Doppler

El ¥z es una propiedad fisica que poseen todas las particulas en suspension,
especificamente en sistemas coloidales. Dicho potencial se obtiene usando la
combinacion de técnicas de medicion: Electroforesis y Velocimetria Laser Doppler.
Este método mide qué tan rapido se mueve una particula en un liquido cuando se
aplica un campo eléctrico. Una vez que se conoce la velocidad de la particula y el
campo eléctrico aplicado se puede obtener el ¥; mediante el uso de otras
constantes de la muestra analizada (viscosidad y constante dieléctrica) [Zetasizer
Nano Series, 2003].
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1.4.3Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El microscopio electronico de barrido es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales, proporcionando
informacion morfolégica del material analizado. En la MEB la muestra es
recubierta con una capa de metal delgado y después se hace incidir un haz de
electrones acelerados enviados desde un cafon. Este haz se focaliza sobre la
superficie de la muestra de forma que realiza un barrido de ésta; la sefal emitida
por los electrones y la radiacion resultantes del impacto se recoge mediante un
detector y se simplifica. Este microscopio tiene una resolucion de 3 a 20 nm y un
rango de aumentos que varia desde 10 hasta 200 000 con una distancia focal de

35 mm.

Las principales ventajas de la MEB son la alta resolucion (= 100 A), la gran
profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imadgenes y a la

sencilla preparacién de las muestras [Vazquez y Echeverria, 2000].

1.4.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La DSC es una técnica bien establecida de analisis térmico dentro de las ciencias
farmacéuticas. Se puede usar para caracterizar los eventos fisicos y quimicos a
través de cambios en la entalpia o en la capacidad calorifica de una muestra. En
particular, las aplicaciones incluyen la deteccién de polimorfismo, la medicion de la
reaccion y la cinética de descomposicion, la evaluacién de la compatibilidad de los
constituyentes en la formulacion, determinacion de la pureza y estudios de la

temperatura de transicion vitrea.
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Los eventos térmicos que son detectables por DSC (Tabla 2) pueden ser
endotérmicos, exotérmicos o pueden implicar un cambio en la capacidad calorifica
de una muestra.

Tabla 2. Comportamientos térmicos observados por DSC.

Endotérmicos Exotérmicos

Fusion Cristalizacion
Vaporizacion Condensacion
Sublimacion Solidificacion
Degradacion Oxidacién

Transicién vitrea | Descomposicién
Tomado de [Clas et al., 1999].

En la Figura 3 se expone un termograma de tereftalato de polietileno (PET) en
donde se pueden observar los principales comportamientos térmicos como lo son

transicion vitrea, recristalizacion y fusion [Coleman y Craig, 1996].

a) b) c)

Flujo de calor (mV)

50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)

Figura 3. Termograma de PET en donde se observan: a) Tq, b) el proceso exotérmico T. y c) el
proceso endotérmico T;.
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1.5 Nanoparticulas poliméricas (NPP)

Las NPP en la actualidad pueden ser elaboradas de diversos materiales. Para

llevar a cabo la seleccion de la matriz existen diversos factores a considerar:

Tamafio de particula requerido.

Propiedades inherentes del farmaco (solubilidad y estabilidad).
Caracteristicas de superficie como carga y permeabilidad.
Grado de biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad.

Perfil de liberaciéon del farmaco.

o ok 0N RE

Antigenicidad del producto final [Kreuter, 1994].

Las nanoparticulas con fines farmacéuticos son elaboradas principalmente con
polimeros y lipidos. En la Tabla 3 se enlistan algunas caracteristicas que le
confieren estos materiales al sistema nanoacarreador comparando a las NPP con

las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN).

Tabla 3. Comparacion de NPP y SLN.

NPP SLN
Liberacion parenteral Posible Posible
Liberacion oral Posible Posible
Liberacion pulmonar Posible Posible*
Liberacion de farmacos hidrofilicos y lipofilicos Si Si
Estabilidad fisica Alta Alta
Estabilidad biolégica Alta Moderada
Biocompatibilidad Moderada Alta
Facil esterilizacion Moderada Moderada
Vectorizacion Moderada Moderada
Carga de farmaco Moderada | De baja a moderada
Facil comercializacion Baja Moderada
Aceptacion de excipientes Baja Alta

Tomado de [A. Date et al., 2007], [Liu et al., 2008]* y [Yang et al., 2008].
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Las NPP son preparadas a partir de polimeros sintéticos para aumentar la vida
media biolégica en el cuerpo y para reducir la absorcion fagocitica y la inactivacion
de los agentes terapéuticos. En la actualidad los nanoacarreadores se formulan
mediante la incorporacion de polimeros biodegradables para maximizar la
compatibilidad con los tejidos y minimizar la citotoxicidad [Mishra et al., 2010].

1.5.1 Polimeros sintéticos

Para disefiar nuevas sistemas de liberacion de farmacos se deben utilizar
materiales adecuados con los cuales ni el organismo ni el principio activo se vean
afectados de manera negativa. Entre los diferentes materiales empleados para la
elaboracion de sistemas nanoacarreadores se encuentran los polimeros sintéticos
hidrofébicos, los cuales se pueden clasificar en polimeros no biodegradables y

polimeros biodegradables.

1.5.1.1 Polimeros no biodegradables

Los polimeros juegan un papel importante como materiales acarreadores ya que
deben de ser baratos, de facil disponibilidad y procesados facilmente a gran
escala; cuando son administrados en animales o humanos deben ser
biocompatibles y no téxicos. Los polimeros no biodegradables de mayor
importancia usados como sistemas de liberacion de farmacos incluyen los
derivados de celulosa (etilcelulosa), polimetacrilatos, silicones y oOxido de

polietileno.
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Etilcelulosa

La etilcelulosa ha sido utilizada por la industria farmacéutica durante casi 40 afios
para el recubrimiento de formas farmacéuticas sélidas (comprimidos, pellets,
granulos); en sistemas matriciales que son preparados por granulacion humeda o
compresion directa; o en procesos de microencapsulacion y tiene excelentes
propiedades de formacion de pelicula. Ademas del uso predominante como
barreras de liberacion controlada, las peliculas delgadas se han empleado como
una barrera contra la humedad para mejorar la estabilidad de las sustancias
farmacoldgicas hidroliticamente inestables o con fines de enmascaramiento del

sabor.

La etilcelulosa es un éter de celulosa preparado por la reaccion de celulosa
alcalina con cloruro de etilo; su estructura quimica se muestra en la Figura 4. Se
caracteriza por el grado de sustitucion de grupos etoxi y la viscosidad de la
solucion, los grados comerciales de etilcelulosa tienen un grado de sustitucion
entre 2.25 y 2.58 (44 y 50% de contenido de etoxilo) por unidad de glucosa
anhidra. Los polimeros de etilcelulosa se venden bajo el nombre comercial
Ethocel® y estan disponibles en seis grados de estandar de 4 a 10; con los grados
7 y 10 se ofrecen con un tamafio de particula fino para aplicaciones donde el

polimero se utiliza como un polvo seco.
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CH,OC,Hs
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Figura 4. Unidad quimica estructural de la etilcelulosa.

El polimero es insoluble en agua, insipido e inodoro, fisiologicamente inerte,
estable en un rango de pH entre 3 y 11, debido a su caracter no iénico es

compatible con la mayoria de los farmacos [Bodmeier y Siepmann, 1999].

1.5.1.2 Polimeros biodegradables

Un polimero biodegradable es aquel que se degrada o divide quimicamente en
moléculas que son susceptibles a ser eliminadas por el organismo o

metabolizadas por éste.

Los poliésteres son los sistemas biodegradables mejor caracterizados. En
particular, los poliésteres derivados de los monémeros (lactico, glicolico y
caprolactona), tales como el acido polilactico (PLA), el acido poliglicélico (PGA)
(Figura 5), el &cido polilactico-co-glicélico (PLGA) y la poli-e-caprolactona son los
mas comunmente empleados en el area biomédica y farmacéutica, ya que han

presentado tener buena histocompatibilidad, biodegradabilidad y generacién de
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subproductos no toxicos. Estos polimeros son derivados de mondmeros que son
metabolitos naturales del cuerpo, convirtiéndolos en sistemas seguros para su uso

in vivo.

Acido polilactico-co-glicolico (PLGA)

El &cido polilactico-co-glicélico es un copolimero aprobado por la Administracion
de Farmacos y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés); se utliza en la
produccion de sistemas de liberacién de farmacos, suturas, fijaciéon de fracturas,
implantes orales, etc. debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad. EI PLGA
se sintetiza por medio de una co-polimerizacion de dos monoémeros diferentes:
acido lactico y &cido glicdlico; durante ésta las unidades monomeéricas sucesivas
estdn unidas entre si mediante enlaces éster produciendo de este modo un

poliéster alifatico como se observa en la Figura 5.

_ o _ _ CH, o
o) CH, c O——CH C

L 4n - -n

PGA PLA
i |0| S CH, i0| -
O——CH,—C O——CH—C
_ Jn L 4m
PLGA

Figura 5. Unidades quimicas estructurales del acido poliglicélico (PGA), el acido polilactico (PLA) y
el 4cido polilactico-co-glicolico (PLGA).
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EL PLGA con una relacién 1:1 de acido lactico y acido glicélico son hidrolizados
mucho mas rapido que aquellos que contienen una mayor proporcion de
cualquiera de los mondmeros. Los polimeros de esta familia son insolubles en
agua pero se degradan por ataque hidrolitico del enlace éster, mediado por el
agua que se toma de los tejidos. Los productos finales son acidos lactico y acido
glicdlico, los cuales entran en el ciclo de Krebs, son metabolizados y
posteriormente son eliminados del cuerpo como bioxido de carbono y agua
[Fredenberg et al., 2011].

Otros materiales importantes para elaborar NPP son los estabilizantes y los
solventes ya que de su Optima eleccion y de la proporcién en que se empleen van
a depender las caracteristicas de las nanoparticulas en lo que respecta al tamafio
de particula y a la facilidad de su formacion. Segun el método de elaboracion y del

material con el que se formaré la matriz, sera su eleccion.

1.5.2 Estabilizantes

El estabilizante ayuda a la formacion de las NPP al actuar como un agente activo
de superficie evitando que se formen agregados en el momento de su creacion o
durante el proceso de la eliminacidén del solvente. Los estabilizantes pueden actuar
por proteccion estérica o por repulsion electroestatica dependiendo de la

naturaleza de éste [Wu et al., 2011].

El tipo de estabilizante y su concentracién son de gran impacto en la calidad de la
dispersion, varias investigaciones encontraron que altas concentraciones de
estabilizante reducen la tension superficial y facilitan la particion de las particulas

durante la homogeneizacién y el tipo de estabilizante va a depender de la
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naturaleza del material a emplear para la elaboracion de las nanoparticulas.
Algunos ejemplos de estabilizantes empleados en el desarrollo de NPP se enlistan
en la Tabla 4 [Rao y Geckeler, 2011].

Tabla 4. Estabilizantes utilizados para elaborar NPP por diferentes métodos.

Métodos para elaborar NPP Polimero Estabilizante
POP Poloxamina 908
Emulsificacion-evaporacion | PLGA PVAL
PEO-mPAE | Pluronic® F-108
PLGA Span® 40
PLA PVAL
Doble emulsion PEG-PLA Colato de sodio
mPEO-PLA Sacarosa
PLGA SDS
PLGA PVAL
PBCA Pluronic® F-68
PBCA Polisorbato 80
PBCA Dextran
PHB Tween® 80
Desplazamiento de solvente PLGA Tween” ®2 0
PCL diol Pluronic™ F-127
PCL PVAL
PCL Span® 20
PCL Polisorbato 80
PLA Poloxamero® 188
PCL PE/F68

Uno de los estabilizantes mas empleados es el alcohol polivinilico (PVAL), ya que
funciona como un coloide protector para los glébulos de la emulsion formada
durante la preparacion de las NPP. Las particulas de PVAL se encuentran
adsorbidas formando una capa estable en la superficie de la nanoparticula lo cual

permite una facil redispersion cuando las nanoparticulas son liofilizadas.
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1.5.3Solventes

El empleo de solventes va a depender del método para la elaboracién de NPP, ya
que en algunos métodos es necesario emplear solventes miscibles en agua y en
otros se va a emplear un solvente inmiscible en agua, ademas de que su uso esta
limitado a aquellos solventes que no representen algun nivel toxico elevado para

Su uso en humanos.

Los residuos de solventes en la industria farmacéutica son definidos como
guimicos orgéanicos volatiles que son usados o producidos en la manufactura de
farmacos, excipientes y en la preparacion de productos farmacéuticos. Los
solventes empleados son removidos pero no son completamente eliminados. En
consecuencia las NPP estan sujetas al uso de solventes menos téxicos con el
principal interés que es, la seguridad del paciente. Segun la Conferencia
Internacional de Armonizacién (ICH por sus siglas en inglés) los solventes en la
industria farmacéutica han sido clasificados con base a su toxicidad en tres clases:

Clase 1: Son solventes conocidos como agentes carcinogénicos en
humanos y peligrosos en el medio ambiente, por lo que seran evitados en la

produccion de farmacos y excipientes.

Tabla 5. Ejemplos de solventes Clase 1.

Solvente Concentracion Riesgo
limite (ppm)
Benceno 2 Carcinogénico
Tetracloruro  de 4 Toxico y peligro
carbono ambiental
1,2-dicloroetano 5 Toxico
1,1,1-tricloroetano 1500 Peligro ambiental
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Clase 2: En esta clase se encuentran solventes que son agentes
carcinogénicos en animales, no genotoxicos o posibles causantes de una
toxicidad irrelevante como neurotoxicidad o teratogenicidad siendo también
solventes sospechosos de otras toxicidades significativas pero reversibles.
Se limitara el uso de estos solventes y se cuantificara al final del proceso de
manufactura para determinar si los residuos se encuentran dentro de los

limites establecidos para cada uno de ellos.

Tabla 6. Ejemplos de solventes Clase 2.

Solventes Exposicion diaria | Concentracion
permitida (mg/dia) limite (ppm)

Acetonitrilo 4.1 410
Clorobenceno 3.6 360
Cloroformo 0.6 60
Ciclohexano 38.8 3880
Diclorometano 6.0 600
Etilenglicol 6.2 620
Formamida 2.2 220
Hexano 2.9 290
Metanol 30.0 3000
Metilbutil cetona 0.5 50
Piridina 2.0 200
Tetrahidrofurano 7.2 720
Tolueno 8.9 890

Clase 3: En esta clase se encuentran los solventes con baja toxicidad para
los humanos, no hay limite de exposicion necesario. Los solventes de clase

3 tiene una exposicion diaria permitida de 50 mg por dia o mas [ICH, 2011].

Tabla 7. Ejemplos de solventes Clase 3.

Acetato de etilo

Acido acético

Heptano

Acetato de isobutilo

Acido férmico

Metiletil cetona

Acetato de isopropilo Butanol Metilisobutil cetona
Acetato de metilo Dimetil sulfoxido Pentanol
Acetona Etanol Propanol
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1.6 Métodos para la elaboracién de NPP

1.6.1NPP obtenidas por polimerizacion

La polimerizaciéon fue el primer método empleado para la elaboracion de NPP el
cual fue desarrollado por Birrenbach y Speiser en 1976. En éste método el
monomero es dispersado bajo agitacion en una fase continua en el cual es
inmiscible. La polimerizacion comienza por reacciones de los iniciadores con las
moléculas del monémero para comenzar a formar la cadena de polimero hasta
que ésta sea insoluble debido a su peso molecular, cuando la reaccién se ha
completado, las particulas formadas contienen un gran numero de cadenas
poliméricas y el tamafio de las particulas puede ser controlado por la

concentracion de estabilizante presente [Pinto Reis et al., 2006].

1.6.2NPP obtenidas de polimeros preformados

El método de polimerizacion para la elaboracion de NPP posee limitantes debido a
que algunos polimeros empleados no son biodegradables, ademas los productos
residuales de reaccién (monémeros, oligbmeros, estabilizantes e iniciadores) no
son biocompatibles o pueden ser toxicos y requieren de una meticulosa

purificacion en el sistema coloidal.

Para evitar las limitaciones del método de polimerizacién, Quintanar-Guerrero et
al. (1998) propone una clasificacion para los métodos que emplean polimeros
sintéticos preformados en la elaboracion de NPP como nanoacarreadores de

farmacos:
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e Emulsificacién-evaporacion
e Emulsificacién-difusion
e “Salting out”

e Desplazamiento de solvente

1.6.2.1 Emulsificacién-evaporacion

En este método el polimero y el farmaco hidrofébico son disueltos en un solvente
organico inmiscible en agua el cual es emulsificado en una solucién acuosa que
contiene un agente estabilizante para formar una emulsiébn o/w. Después de
formar la emulsion el solvente orgénico es evaporado bajo presion reducida con
agitaciéon continua, obteniendo como resultado la dispersion de NPP (Figura 6). El
paso de emulsificacion es un factor determinante para obtener un tamafio

nanometrico en las particulas [Quintanar-Guerrero et al., 1998].

Solucién organica [
Polimero + farmaco
en solvente no < ? Evaporacién S r
miscible en agua del solvente
/"'_"\ /"'_"\\
o O o
o Of 50 ~ O 0o0
O o 000 °Os50
1 Og OO 002
— S 6OP Y
Op-90 0O po
Solucién acuosa OO CC)) o O OOD%OOOO%OO
- - © ) Paso 2 \° 0 0%0 °c°
Estabilizante en
agua
Paso 1

Figura 6. Representacion esquematica del método emulsificacion-evaporacion.

Este método solo puede ser aplicado para la encapsulacion de farmacos

liposolubles [Pinto Reis et al., 2006].
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1.6.2.2 Emulsificacion-difusion

Este método involucra el uso de solventes parcialmente miscibles en agua
(ejemplos: alcohol bencilico y acetato de etilo) los cuales son previamente
saturados con agua para asegurar un equilibrio termodinadmico de ambos liquidos.
El polimero y el farmaco son disueltos en el solvente saturado con agua y el
estabilizante se disuelve en el agua saturada con solvente. Subsecuentemente las
fases son emulsificadas y al final se agrega agua sin saturar en el sistema
provocando que el solvente difunda hacia la fase externa obteniendo NPP (Figura
7) [Pinto Reis et al., 2006].

Solucién organica

Polimero + farmaco 1
en solvente
parcialmente Eliminacién
miscible en agua \ ( del solvente !
S ol Y wo
0 O
(@) OOO [ [ 00 o (8] 0000
O o 00°-0 >%h0
0p 00 902
- o [e]e]
— 0 o° 0°%°
O 00
Soluciénacuosa [O.C 0 © Op 00000%00
Co "o o Q0 o)
\_ ) \ O OOO 00)

Estabilizante en
agua

Figura 7. Representacion esquematica del método emulsificacion-difusion.

En la encapsulacion de farmacos liposolubles no existe ningan inconveniente, pero
si en farmacos solubles en agua, ya que existe una filtracion del solvente hacia la
fase acuosa saturada durante la emulsificaciébn provocando una reduccion en la

eficiencia de encapsulacion [Pinto Reis et al., 2006].
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1.6.2.3 “Salting out”

En este método las NPP son preparadas empleando una fase acuosa saturada
con un electrolito (agente “salting out”), la finalidad es reducir la miscibilidad del
solvente en el agua con el proceso de “salting out” y facilitar la formacion de una
emulsién o/w a partir de fases miscibles entre si. El polimero y el farmaco son
disueltos en un solvente miscible en agua, esta solucion es emulsificada bajo
agitacion mecénica con una fase acuosa que contiene el agente “salting out” y un
estabilizador coloidal. Posteriormente la emulsion formada se diluye con un
volumen suficiente de agua para que el solvente difunda en la fase acuosa y asi
inducir la formacién de nanoparticulas (Figura 8), el solvente y el agente “salting

out” son eliminados por filtracién de flujo cruzado.

Solucion organica

Polimero + farmaco
en solvente miscible
en agua \ { \ 7
R | e
ol o9 Difusién del —s—s
S o o) solvente a la 2295 905%
fase acuosa 000099750
T 50 0°%°ag
.. o O O O Og OOOOOOOO
Soluciénacuosa | O 0 " 0993 34
| \_QCO0-0 -0/

Estabilizantey
agente “salting out”
en agua

Figura 8. Representacién esquematica del método “salting out”.

El método “salting out” puede ser considerado como una modificacion del método
emulsificaciéon-difusién y los agentes “salting out” empleados son electrolitos como

cloruro de magnesio, cloruro de calcio y acetato de magnesio, 0 no electrolitos
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como la sacarosa. Este método se aplica exclusivamente para la encapsulacion de

farmacos liposolubles [Pinto Reis et al., 2006].

1.6.2.4 Desplazamiento de solvente

En este proceso el polimero, el farmaco y opcionalmente un surfactante lipofilico
(ejemplo: fosfolipidos) son disueltos en un solvente miscible en agua (ejemplos:
acetona y alcohol etilico). Esta solucién es inyectada en una soluciéon acuosa que
contiene un estabilizante bajo agitacion. Las NPP son formadas instantaneamente
por una difusion rapida del solvente (Figura 9) para después ser eliminado bajo

presion reducida.

Soluclon ) ( Evaporacién ) (
orgénica ?_O\ ':668 del solvente
Polimero + Oe 00 O ~000
farmaco + | S OOOO Og fo)
[e) oo
solvente Oe O0p Q0 5500
miscible en o0 o® 00900 g0
= O y agua o0~ 00 00/0H
agua + = 6 residual 000 Q 90" 3
surfactante* 33 | — g o) \~ 0 090 Oc”

L

Solucién acuosa

Estabilizante en
agua

Figura 9. Representacion esquematica del método desplazamiento de solvente.

Este método es basicamente aplicable a la encapsulacion de farmacos
liposolubles, debido a la miscibilidad del solvente con la fase acuosa y no es un

medio eficaz para encapsular farmacos solubles en agua [Pinto Reis et al., 2006].
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El método fue descrito y patentado por H. Fessi elucidando el mecanismo de
formacion, el cual se debe a la turbulencia interfacial entre dos fases liquidas en
desequilibrio generada durante la difusion del solvente, lo que ocasiona remolinos
que favorecen la formacion de glébulos de tamafio nanométrico, las cuales son
estabilizadas por accion del estabilizante, seguida de una difusion completa del
solvente con lo que ocurre la agregacion del polimero (Figura 10) [Quintanar-
Guerrero et al., 1998].

Globulos NPP

annvn Remolinos

Agua
TXREE
= NANN

Estabilizante

VU U Remolinos

Figura 10. Mecanismo de formacién de NPP en el método desplazamiento de solvente.
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1.6.3Encapsulacion de farmacos hidrofilicos en NPP

La encapsulacion de agentes terapéuticos de naturaleza hidrofilica representa un
gran reto en la formulacion de un sistema de liberacion a base de NPP que
suministre al farmaco en el sitio adecuado y ademas mantenga la concentracion
terapéutica durante un periodo de tiempo deseado. La principal desventaja de los
métodos mencionados anteriormente es su capacidad limitada para encapsular

compuestos altamente solubles en agua, incluyendo proteinas y péptidos.

Varios métodos estan disponibles para encapsular compuestos solubles en agua
en NPP biodegradables, éstos incluyen el método doble emulsion (que entre todos
ellos es el método mas popular), el método separacion de la fase orgénica, el

meétodo fluido supercritico y el método secado por aspersion.

1.6.3.1 Doble emulsion (wi/o/wy)

En el método doble emulsién agua/aceite/agua, una solucién acuosa del farmaco
(fase acuosa interna, w;) se emulsifica en una solucion organica del polimero (fase
organica, o), la emulsién primaria resultante (w;/0) se dispersa a continuacion en
una segunda fase acuosa (fase acuosa externa, wy) que contiene un estabilizante
adecuado para formar le doble emulsién (wi/o/w,). La eliminacién del solvente
organico permite la formacion de las NPP (Figura 11), éstas son separadas por
filtracion o centrifugacion, lavadas varias veces para eliminar el estabilizante
residual y ser liofilizadas. El solvente organico usado en la preparacion de las NPP
por este método debe tener bajo punto de ebullicion para facilitar su eliminacion,
algunos ejemplos son: acetonitrilo, acetato de etilo, cloroformo y cloruro de
metileno [Giri et al., 2012].
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Figura 11. Representacién esquematica del método doble emulsion (wi/o/ws).
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2. Regaliz

2.1 Nombre cientifico: Glycyrrhiza glabra.

2.2 Nombre comun: Regaliz, Licorice y Gan Cao.

2.3 Descripcion botanica

Se trata de una especie herbacea perenne, de la familia de las papilonaceas.
Puede alcanzar hasta 1.5 m de altura, su raiz y rizoma aunque estan muy
desarrollados no suelen presentar ramificaciones. Presenta tallos erguidos con
hojas alternas e imparipinnadas con aproximadamente 13 foliolos ovales (siempre
un namero impar). Las flores de color azul o purpura crecen en inflorescencias en
racimo, alargados y erguidos. Los frutos en vaina contienen de una a cuatro

semillas, pequeiias y arrinonadas (Figura 12).

Figura 12. Glycyrrhiza glabra.
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La raiz de esta planta es cilindrica, suculenta, flexible, de rapido crecimiento y
sabor dulce. Su corteza es de color marrdon grishceo y esta estriada
longitudinalmente. Internamente, la raiz es de color amarillo, la fractura es
granulosa y fibrosa. Crece especialmente en terrenos arenosos, cercanos a
alguna corriente de agua y es raro encontrarla a mas de 50 m de una zona

hameda [Lépez Luengo, 2008].

2.4 Historia

Nativa de las zonas mediterrdneas y de ciertas areas de Asia, se encuentra
distribuida en las regiones subtropicales y calidas del mundo. Glycyrrhiza se deriva

de los términos griegos Glykos que significa dulce y Rhiza que significa raiz.

Historicamente el rizoma seco y la raiz de esta planta fueron empleados con fines
medicinales por la civilizacion egipcia, china, griega, hindd y romana como
expectorante y carminativa. En la medicina moderna, el extracto de regaliz se
utiliza a menudo como saborizante para enmascarar el sabor amargo en las
preparaciones y como expectorante para la tos y el resfriado. Los extractos de
regaliz se han utilizado durante mas de 60 afios en Japo6n para el tratamiento de la
hepatitis cronica, contando con beneficios terapéuticos frente a otros virus. Es una
de las medicinas herbolarias mas antiguas que se emplean con mayor frecuencia
en China y en Europa, se usa ampliamente para el tratamiento de enfermedades

de los sistema gastrointestinal, cardiovascular y respiratorio [Rathee et al., 2010].

2.5 Actividad farmacoldgica
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Actualmente, el regaliz es una de las medicinas herbolarias que cuenta con mayor
namero de estudios farmacoldgicos y clinicos. Dichos estudios se realizan con el
extracto completo, con extractos desglicirricinados o con algunos principios activos
aislados; en la mayoria de las ocasiones se ha visto que la actividad farmacologica
estudiada es mayor en los extractos completos que en los componentes aislados,
por lo que la accion global del regaliz probablemente se debe al conjunto de los

diferentes principios activos.

2.5.1 Efecto antiulceroso

Dentro de su actividad farmacoldgica destaca el efecto antitlcera péptica y
protector de la mucosa gastrica. Este efecto se debe principalmente a las
saponinas, aunque no exclusivamente, ya que también intervienen otros principios

activos, como por ejemplo los flavonoides.

Existen numerosos estudios clinicos que demuestran que el extracto de regaliz,
por un lado, reduce las secreciones gastricas, con lo que previene la formacion de
Ulceras, y por otro lado, el acido glicirretinico actia inhibiendo una serie de
enzimas del grupo de las deshidrogenasas y reductasas, lo que se traduce en un
aumento de los valores de prostaglandinas y, en consecuencia, un aumento en la
secrecion de mucus, de efecto protector, y de la proliferacion celular de la mucosa

gastrica, lo que favorece la cicatrizacion y regeneracion de tejidos dafiados.

Asi mismo, diferentes estudios farmacologicos in vitro confirman la eficacia
bactericida de los extractos de regaliz y de sus componentes activos frente a
Helicobacter pylori, por lo que este efecto también puede contribuir a la mejoria

[Lopez Luengo, 2008].
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2.5.2 Actividad expectorante y antitusiva

Las raices y rizomas de Glycyrrhiza glabra poseen propiedades demulcentes,
antitusivas y expectorantes que facilitan la expulsion de las secreciones

bronquiales en afecciones del tracto respiratorio superior [L6pez Luengo, 2008].

2.5.3 Actividad antiinflamatoria y antiagregante plaquetario

Su actividad antiinflamatoria podria deberse a la capacidad que poseen algunos
de inhibir enzimas implicadas en la cascada del &cido araquidénico, como
ciclooxigenasa, lipooxigenasa y peroxidasa plaquetarias, por lo que también inhibe
la formacion de eicosanoides como la PGE; y el tromboxano B,. Por este motivo,

también ejerce un efecto antiagregante plaquetario.

Por otra parte, el acido 18-betaglicirretinico inhibe la produccién de interleucina-8

(IL-8), que es otro mediador proinflamatorio [Lépez Luengo, 2008].

2.5.4Efecto antioxidante

Su capacidad antioxidante y captadora de radicales libres es de especial
importancia, principalmente los flavonoides y las saponinas actian como potentes
antioxidantes. Estudios in vitro en hepatocitos de rata demostraron que algunos
isoflavonoides como la hispaglabridina A y B inhiben la peroxidacion lipidica
mitocondrial inducida por Fe*". Igualmente, se ha visto que la glabridina y el 4cido

glicirricinico, tienen la capacidad de inhibir la generacion de especies reactivas de
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oxigeno en neutrofilos durante el proceso inflamatorio. Asi mismo, se ha
disminuye significativamente la peroxidacién lipidica hepatica [LOpez Luengo,
2008].

2.5.5Actividad anticancerosa

.....

anticancerosas, ya que han demostrado tener la capacidad de inhibir la
proliferacion celular, carcinogénesis y crecimiento tumoral en modelos de cancer
de mama, higado y piel. Asi mismo se ha constatado que el extracto de regaliz,
asi como su principio activo liquiritigenina, poseen un efecto citoprotector frente a
la apoptosis inducida por cadmio. Sin embargo, aln es necesario contar con mas
estudios, tanto en animales como en humanos, para poder establecer su

aplicacion terapéutica en este campo [Lopez Luengo, 2008].

2.5.6 Efecto despigmentante

Esta actividad se basa en la similitud estructural de principios activos del regaliz
como la glabridina, hispaglabridina e isoliquiritina, con los compuestos de tipo
hidroxibenceno que poseen propiedades blanqueadoras (hidroquinona, resorcinol
0 pirocatecol) y cuyo mecanismo de accion es, por una parte, la inhibicion de la
enzima tirosinasa, asi como una ligera accion reductora de la melanina y sus

precursores coloreados [LOpez Luengo, 2008].
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2.6 Componente principal

El principal componente de la raiz de regaliz es una saponina triterpenoide
llamada acido glicirricinico (AG) ilustrado en la Figura 13 que desde hace tiempo
se le conciben los efectos farmacoldgicos de esta planta; sin embargo, el efecto
antitlcera gastrica del extracto de regaliz se atribuye a las fracciones libres de
acido glicirricinico abundantes en flavonoides. Este hallazgo comprobé que los
flavonoides también forman parte de las actividades farmacol6gicas del extracto.
Por lo tanto, las saponinas y flavonoides son considerados los mayores

componentes bioactivos del regaliz [Qinying Zhang, 2009].

COOH O

OH

JH
COOH (0]

OH W

OH
OH

Figura 13. Estructura molecular del AG.

Los estudios farmacologicos se han centrado principalmente en el AG, este
compuesto posee extensas actividades farmacologicas incluyendo actividad
antiinflamatoria, antialérgica, antioxidante, anticancerigena, antitrombotica,
antidiabética, hepatoprotectora, neuroprotectora, entre otras haciéndolo un
componente activo versatil para incluirlo en la formulacion de productos

farmacéuticos y cosméticos.

FES-C | LIPTF 50



MARCO TEORICO

Al ser una molécula de origen natural, estd incluida por la FDA en lista de
productos Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS, por sus siglas en
inglés), en la Farmacopea Europea y otras farmacopeas de paises asiaticos. A
nivel mundial encontramos productos en diferentes presentaciones y con

diferentes aplicaciones (Tabla 8).

2.6.1 Actividad antiviral del AG

En cuanto a sus efectos antivirales, se ha demostrado, in vitro e in vivo, que el AG
tiene la capacidad de impedir la replicacién tanto de virus ADN como ARN, como
por ejemplo virus de la varicela zoster, virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
Influenza A y B, herpes simple 1 y 2, hepatitis A y C, sin toxicidad en lineas
celulares usadas en los diferentes ensayos realizados. EI AG disminuye la
replicacion de los virus en un estadio temprano, ademas impide la salida del viron

de su capside y con esto su penetracion a las células [Lopez Luengo, 2008].
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Tabla 8. Productos comerciales que contienen AG.

Nombre del producto Aplicacién Presentacién | Pais Referencia

Equilibrar el pH del

Alkaline Formula® :
organismo

Céapsulas Luxemburgo http://www.super-smart.eu

Epigen® Antiherpético Spray México http://www.dermaceutical.com.mx

Tratamiento contra
Fuzilizhong® enfermedades en el | Tabletas China [Reny Sun, 2008]
bazo y estomago

Ganlixin® Antiviral Cépsulas China http://www.evaluatepharma.com

Glicosol® Despigmentante Gel Espafa http://www.iooxlabs.com

Tratamiento contra
estomatitis, trastornos

® 2 . .
Glycyol hepaticos y trastomos Tabletas Japon http://www.pharmex.co.jp
de la piel
Tratamiento contra
® estomatitis, trastornos ) ) . .
Glycyron hepaticos y trastomos Tabletas Japén http://www.minophagen.co.jp
de la piel
® . - Gel, spray y ~ i .
Glyzygen Antiherpético crema labial Espafia http://www.catalysis.es
Granex® Tratgmlento contra el | Crema facial Espafia http://www.catalysis.es
acné y spray
Herbolax® La>§ante y Tgbletas y India, N|ca_1ragua http://www.himalayahealthcare.com
antiflatulento capsulas y Costa Rica
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Tabla 8 (continuacion)

Regular transito

Lax Fitotablet Complex® C
intestinal

Comprimidos | Espafia http://www.eladiet.com

Tratamiento contra
estomatitis, trastornos
hepaticos y trastornos
de la piel

Licothion® Tabletas Japén http://www.maruzenpcy.co.jp

. . Tratamiento contra - .
Liquor pectoralls® t0s Solucion oral | Dinamarca [Hansen et al., 1999]

Tratamiento contra
estomatitis, trastornos
hepaticos y trastornos
de la piel

Neophagen C® Tabletas Japon http://www.rxlist.cn

Tratamiento contra
conjuntivitis e Solucion
inflamacion en los oftalmica
ojos

Neubormitin® Japon http://www.rad-ar.or.jp

Tratamiento contra
estomatitis, trastornos | Tabletas e

hepéticos y trastornos | inyecciones
de la piel

Nichiphagen® Japon http://www.e-pharma.jp

o Tratamiento contra L .
Norske Brystdraber® Solucién oral | Dinamarca [Hansen et al., 1999]
tos y flemas
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Tabla 8 (continuacion)
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Complemento alimenticio para

Ocoxyn + Viusid® . . Solucién oral | Espafia http://www.catalysis.es
pacientes con cancer

oTC Despigmentante® Despigmentante Gel Costa Rica http://www.carenostrum.com

@ Tratamiento contra tos y oo

Paonimin . Tabletas Taiwan http://www.drugcare.com
resfriado
Tratamiento contra estomatitis,

Polyrhitin N® trastornos hepaticos y Tabletas Japén http://www.drugs.com
trastornos de la piel

Repavan® Regeneradora Despigmentante Gel Espafia http://www.vademecum.es

Retorna® Tratamiento antiarrugas Crema Estados Unidos | http://www.retorna.us

Salina mikstur® Expectorante Jarabe Dinamarca [Hansen et al., 1999]

. Tratamiento contra factores de .

Toplalyse® , . Crema Francia http://www.labo-svr.com

sequedad at6pica
I Fortalecimiento del sistema . L .
Viusid® mune Polvo y jarabe | México http://www.medicamentosplm.com
I Preparado nutricional para o .

ViusidVet® P P Polvo Espafa http://www.catalysisvet.com

aves y cerdos
. Tratamiento contra tos, Jarabe . .

Zhenkenlng® o . y China [Yong-li et al., 2012]

bronquitis y asma cépsulas

FES-C | LIPTF

54


http://www.catalysis.es/
http://www.carenostrum.com/
http://www.drugcare.com/
http://www.drugs.com/
http://www.vademecum.es/
http://www.retorna.us/
http://www.labo-svr.com/
http://www.medicamentosplm.com/
http://www.catalysisvet.com/

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

UNAM
CUAUTITLAN

[I. Hipotesis

Si se logra controlar aquellos factores que afectan la obtencion de NPP, tales
como, velocidad de agitacion y tipo de estabilizante en los métodos a emplear,
sera posible la obtencion de NPP que contengan al farmaco hidrofilico modelo con
caracteristicas tecnoldgicas adecuadas (tamafio de particula y W) para su uso

farmacéutico antiviral.

V. Objetivo general

Obtener NPP cargadas con un farmaco hidrofilico modelo por los métodos
desplazamiento de solvente y doble emulsion (wi/o/w,;) empleando polimeros
preformados, con la finalidad de lograr un sistema nanoacarreador de liberacion

controlada con potencial uso antiviral.

V. Objetivos particulares

a) Optimizar los métodos desplazamiento de solvente y doble emulsion
(wi/olwy) para establecer las condiciones adecuadas en la elaboracién de
NPP cargadas con un farmaco hidrofilico modelo para su posible

administracion pulmonar.

b) Caracterizar los sistemas coloidales obtenidos, fisicoquimicamente, en
cuanto a morfologia, tamafio de particula, y ¥z, mediante el uso de las
técnicas: Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Dispersion Dinamica
de la Luz (DLS), Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser Doppler y
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
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c) Calcular la eficiencia de encapsulamiento (%) y la carga de farmaco (%) del
AG (farmaco hidrofilico modelo), mediante el uso de la técnica
Cromatografia en Capa Fina de Alta resolucién (HPTLC) a partir de una
formulacion desarrollada que cumpla con las caracteristicas de estabilidad

en cuanto a tamafio de particulay V.
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VI.

Metodologia

La Figura 14 muestra de manera general los procedimientos experimentales de

esta investigacion. La primera etapa consistio en caracterizar los materiales y

elaborar NPP, la segunda en incorporar el principio activo y finalmente el célculo

de eficiencia de encapsulamiento (%) y carga de farmaco (%) del sistema

terapéutico propuesto.

Principio
activo (AG)

Evaluaciones

previas

Curva de

Solubilidad
calibracion

Método desplazamiento
de solvente

l

Optimizaciéon

Elaboracion de
nanoparticulas
poliméricas

l

Caracterizacion

- MEB
- DLS
- Y,

Incorporacion del farmaco
hidrofilico modelo

y
[ Caracterizacién ]ﬁ[ DSC ]
!

Eficiencia de encapsulamiento
y carga de farmaco

Método doble emulsion
(wq/o/ws)

Optimizacién

Elaboracion de
nanoparticulas
poliméricas

Caracterizacion

- MEB
- DLS
.- W,

Incorporacion del farmaco
hidrofilico modelo

y
[ Caracterizacién ]ﬁ[ DSC ]
l

Eficiencia de encapsulamiento
y carga de farmaco

Figura 14. Desarrollo experimental para la elaboracion de NPP cargadas con AG.
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VII.  Reactivos y equipos

7.1 Reactivos

Glicirricinato de amonio (Sigma-Aldrich Quimica, S. A. de C. V.)

PLGA 50:50 (Lakeshore Biomaterials, USA)

Ethocel® std. 4 Premium (Colorcon de México, S. de R. L. de C. V.)
Ethocel® std. 10 FP Premium (Colorcon de México, S. de R. L. de C. V.)
Alcohol polivinilico, Mowiol® 4-88 (Glomarza, México)

Lauril sulfato de sodio (Hycel de México, S. A. de C. V.)

Pluronic® F-68 / Poloxamero 188 (Sigma-Aldrich Quimica, S. A. de C. V.)
Acido clorhidrico GR (J. T. Baker, México)

Acido acético glacial GR (J. T. Baker, México)

Metanol GA (Fermont, México)

Alcohol etilico GA (Fermont, México)

Acetato de etilo GA (Fermont, México)

Agua desionizada GA (Milli-Q®, Millipore USA)

7.2 Equipos

Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

Parrilla eléctrica con agitacion (Cimarec®, Thermoline, USA)
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Homogeneizador (Ultraturrax® T-25 Basic, IKA®)

Rotaevaporador (Laborota® 4000, Heidolph, Alemania)
Liofilizadora de mesa (Labconco®, USA)

Contador submicrénico de particulas (Coulter® N4 Plus, USA)
Zetasizer® ZEN 3600 (Malvern Instruments® Ltd. UK)

Calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10 TA Instruments, USA)

Cromatdgrafo de Capa Fina de Alta Resolucién, HPTLC (Camag® TLC Scanner 3
y Camag® Automatic TLC Sampler 4, Suiza)

Microscopio electronico de barrido (JSM-25SIl; JEOL, Japon)
Milli-Q® (Millipore, USA)

Ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman, USA)
Ultrasonicador (Branson®, USA)

Material de cristaleria en general

VIIl. Evaluaciones previas

8.1 Solubilidad del AG

El AG fue obtenido a partir de la reaccion de Glicirricinato de amonio (GNH,4) con
acido clorhidrico (HCI) a temperatura ambiente, obteniendo la formacion de un gel
extremadamente rigido. Después de evaporar la mayor parte de agua del sistema
a una temperatura controlada de 40°C, el precipitado se filtr6 y lavo con agua para

retirar las impurezas obteniendo un polvo fino de color blanco.
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Se determind la solubilidad de AG en 3 ml de alcohol etilico ya que se cuenta con
el registro donde se indica que es el Unico disolvente empleado para su disolucion

a temperatura ambiente (Anexo 1).

8.2 Curva de calibracion para la cuantificacion de AG por Cromatografia
en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC)

Esta técnica se describe con mayor detalle en el Anexo 2. Se prepard una solucion
estandar de AG en alcohol etilico de 2.8x10 ng/nl. De esta solucién se hicieron
aplicaciones por triplicado en el equipo Camag® Automatic TLC Sampler 4 (Suiza)
sobre placas ALUGRAM® SIL G/UVs, de los siguientes volimenes 2000, 4000,
6000, 8000 y 10000 nl; para dar cantidades finales aplicadas de 56, 112, 168, 224
y 280 ng de AG. Estas aplicaciones se dejaron secar durante 5 minutos y en
seguida, se colocé la placa en una camara cromatografica de vidrio con fondo
plano, previamente saturada durante 20 minutos con la fase mévil compuesta por
una mezcla de acetato de etilo-metanol-acido acético-agua (67:8:8:17). La placa
se dejo correr hasta una altura de 4.5 cm y luego se secé a temperatura ambiente
para eliminar el exceso de fase mdvil. La cuantificacion del farmaco se hizo
leyendo la placa a una longitud de onda de 254 nm con una lampara de deuterio
en el modo Absorcién/Reflexion en el equipo Camag® TLC Scanner 3 (Suiza). El

analisis estadistico se presenta en el Anexo 3.

8.3 Optimizacion del método desplazamiento de solvente para obtener
NPP

Se llevo a cabo la optimizacion del proceso de desplazamiento de solvente con el

objetivo de encontrar las condiciones adecuadas de elaboracion de la dispersion
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de NPP y también para asegurar la obtencidn de las caracteristicas deseadas
como tamafo de particula submicrénico (200 - 500 nm), poblacion unimodal,
formulacion estable y factible de separar por ultracentrifugacion de los residuos del
proceso de elaboracion. Se evaluaron las variables como velocidad de agitaciéon y

tipo de estabilizante con la finalidad de satisfacer las especificaciones requeridas.

i) Velocidad de agitacién

Se elaboraron dispersiones de NPP con tres diferentes velocidades 11000,
13000 y 16000 rpm.

i) Tipo de estabilizante

Se realiz6 la comparacién del efecto de dos estabilizantes diferentes: PVAL al
5% (p/v) y lauril sulfato de sodio (LSS) al 2% (p/v).

Una vez que se optimiz6 el método para las NPP blanco, las condiciones
establecidas se utilizaron de forma fija para elaborar los lotes de NPP posteriores
cargados con AG.

8.4 Preparacion de NPP de Ethocel® por el método desplazamiento de

solvente

El material polimérico elegido para la preparacion de las NPP fue propuesto

debido a que presenta adecuada estabilidad fisica, su compatibilidad con la
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mayoria de los farmacos y alta biocompatibilidad. Dicho polimero es soluble en el
solvente miscible en agua (alcohol etilico) empleado como fase organica. La
eleccion de dicho solvente se debe a los estudios previos de solubilidad realizados
al AG.

Las NPP se prepararon por el método descrito por Fessi et al. (1987) basado en la
agregacion del polimero después de la difusion del solvente. Primero se pesaron
400 mg de Ethocel® y se disolvié en 20 ml del solvente organico miscible en agua,
en este caso alcohol etilico. En seguida, se procedié a homogeneizar esta fase
organica con 40 ml de solucion estabilizante empleando un homogeneizador
(Ultraturrax® T-25 Basic, IKA®) durante 4 min a las velocidades a evaluar.
Finalmente se retir6 el exceso de solvente en el rotaevaporador bajo presion
reducida (-5 °C bafio de recirculacion / 30 °C evaporador). La dispersion final se
centrifugé a 30000 rpm durante 50 min. El sedimento formado se resuspendio y se
volvié a centrifugar a las mismas condiciones, con el fin de eliminar el exceso de

estabilizante (Figura 15).

Adicién

400 mg de
Ethocel® en
20 ml de
alcohol
etilico
absoluto | ® e,

Soluciéon A

Separacion de
NPP

rapida de
Solucion A
con Jermga%

Solucién
esta blllzante
(40 ml)

Eliminacion
del solvente
a presion

reducida

Homogenelzacmn
durante 4 min

!
-@H

Dispersion de
Centrifugaciéon a 30000 rpm NPP
durante 50 min

Figura 15. Elaboracion de NPP por el método desplazamiento de solvente.
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8.4.1Incorporacion del AG en las NPP

El principio activo hidrofilico modelo fue incorporado junto con el polimero en la
fase organica. Se pesaron 30 mg de AG y se disolvieron completamente en 20 ml
de alcohol etilico, posteriormente se afadi6 el polimero hasta completar su
disolucién, finalmente se procedié con el método general de desplazamiento de

solvente.

8.4.2 Determinacion del tamafio de particula promedio (TPP)

El tamafio promedio de las NPP se determin6 mediante el uso de un contador
submicrénico de particulas con dispersién de rayos laser a un angulo de 90° que
emplea la técnica de DLS (Contador submicrénico de particulas Coulter® N4 Plus,
USA). Los datos de la luz dispersada se analizaron mediante un correlacionador
digital en el modo de andlisis unimodal. Las muestras se diluyeron con agua
destilada hasta que la sefal de la luz dispersada por las particulas estaba dentro
del intervalo de sensibilidad del instrumento. Cada muestra se leyd por triplicado

(n=3) para calcular el TPP y la desviacion estandar.

8.4.3Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser Doppler (¥7)

De cada uno de los lotes elaborados, se hizo una dilucion de 1:5 con agua filtrada
en membrana de 0.22 um. La movilidad electroforética se transform6 a ¥
aplicando la aproximacion de Smoluchowski. Las mediciones se hicieron por
triplicado a 25 °C en celdas desechables de capilar doblado en el equipo
Zetasizer® ZEN 3600 (Malvern Instruments® Ltd. UK).
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8.4.4Microscopia Electronica de Barrido

Una vez retirado el exceso de estabilizante de las dispersiones cargadas con AG
mediante centrifugacion, se colocd la muestra diluida en un cubreobjetos y se dejo
secar a temperatura ambiente. Posteriormente se recubrié con una pelicula fina de
oro (1200 V, 5 mA y 0.15 Torr durante 10 min) y se examiné la superficie con el

microscopio electronico de barrido (JSM-25SII; JEOL, Japdn).

8.4.5Calorimetria Diferencial de Barrido

Las muestras evaluadas fueron: AG, Ethocel® std. 4, Ethocel® std. 10, LSS y PVAL
como materias primas, mezcla fisica AG-Ethocel® std. 4, mezcla fisica AG-
Ethocel® std. 10, mezcla fisica AG-PVAL, mezcla fisica AG-LSS, lotes de NPP
vacias y lotes de NPP con AG. Todas las muestras se colocaron en un desecador
a humedad ambiente. De cada una de las muestras se pesaron entre 3-6 mg y se
colocaron en crisoles no herméticos de aluminio. En seguida se sometieron a una
rampa de calentamiento de 0 a 250 °C, con una velocidad de 10 °C/min y un flujo
de nitrégeno de 50 ml/min. La calibracién se realizé con un estandar de Indio con
el calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10 TA Instruments, USA).

8.4.6 Metodologia para la cuantificacion de AG en las NPP obtenidas
[Carga de farmaco (%) y Eficiencia de encapsulamiento (%)] por
HPTLC

Se prepararon lotes con 400 mg de Ethocel® y 30 mg de AG. Se separaron y
lavaron las particulas, y luego se liofilizaron. Del liofilizado se pesaron cantidades

aproximadas de 20 mg y se adicionaron a 5 ml de alcohol etilico. Se agitaron por
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24 h. Las muestras se filtraron con membrana de 0.45 um manteniendo el
volumen constante en 5 ml. De este filtrado se aplicaron 50000 nl sobre una placa
ALUGRAM® SIL G/UVzss. Se desarrollé la placa en una fase mévil compuesta de
acetato de etilo-metanol-acido aceético-agua (67:8:8:17); las aplicaciones se
leyeron a 254 nm en el densitémetro del equipo de HPTLC. El andlisis se realiz6

por triplicado.

Al aplicar las ecuaciones 1y 2, se calculé el porcentaje de farmaco contenido en

las NPP (% de AG cargado) y la eficiencia de encapsulamiento [E. E. (%)].

AG carg ado (%) = cantldafj deAG an !I(.)flllzad ox100 (Ec. 1)
cantidad deliofilizad o

_ AGcargado (%)

E.E.(%
) %inicial deAG

x100 (Ec. 2)

8.5 Optimizacion del método doble emulsion (wi/o/w,) para obtener NPP

Se llevd a cabo la optimizacion del proceso de doble emulsion (wi/o/w,) evaluando
la variable tiempo de agitacion a una velocidad de 16000 rpm, con el objetivo de
encontrar las condiciones adecuadas de elaboracion de la dispersion de NPP y
también para asegurar la obtencion de las caracteristicas deseadas como tamafio
de particula submicrénico (<500 nm), poblacion unimodal, formulacion estable y
factible de separar por ultracentrifugacion de los residuos del proceso de

elaboracion.
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8.6 Preparacion de NPP de PLGA por el método doble emulsion (wi/o/wy)

El material polimérico elegido para la preparacion de las NPP fue propuesto
debido a que presenta una alta biocompatibilidad, biodegradabilidad y uso
potencial como acarreador en la liberacion de farmacos. Dicho polimero es soluble
en solventes con bajo punto de ebulliciébn (acetato de etilo y cloruro de metileno)

empleados como fase organica en el método.

Las NPP se prepararon por este método basado en el proceso de emulsificacion-
evaporacion y con la finalidad de poder encapsular sustancias hidrofilicas. Primero
se pesaron 20 mg de Pluronic® F-68 y se disolvieron en 10 ml de agua destilada
(fase acuosa interna, w;). Después se pesaron 400 mg de PLGA 50:50 y se
disolvieron en 20 ml de acetato de etilo (fase organica, 0). La emulsién primaria
(w1/0) se obtuvo con una homogeneizacion a 16000 rpm durante 5 min. Finalizado
este procedimiento se adicioné 30 ml de una solucién de PVAL al 1% (p/v) (fase
acuosa externa, wy). La doble emulsion (wi/o/w,) se obtuvo con una
homogeneizacion a 16000 rpm durante 4 min y por ultimo se diluyé en 100 ml de
una solucién de PVAL al 0.3% (p/v). Se retir6 el exceso de solvente en el
rotaevaporador bajo presion reducida (-5 °C bafio de recirculaciéon / 30 °C
evaporador). La dispersion final se centrifugd a 20000 rpm durante 20 min. El
sedimento formado se resuspendi6 y se volvid a centrifugar a las mismas

condiciones, con el fin de eliminar el exceso de estabilizante (Figura 16).
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Emulsion
Adicion primaria
20 mg de dew w./o Doble
1 ( 1/0)
Pluronic® F-68 emulsion
en 10 ml de C/ (w4/olw,)
Fase Fase ‘ i(
~  organica ¢S acuosal € 9
(o) externa
acuosa
interna Homogeneizacion W) Homogeneizacion
(W) 16000 rpm, 5min 16000 rpm, 4min

Doble

emulsion
6» (W /olwy)

Separacion
NPP Eliminacion del _
Centrifugacion a 20000 rpm solvente a presion 100 ml solucion
durante 20 min reducida PVAL al 0.3% (p/v)

Figura 16. Elaboracion de NPP por el método doble emulsién (w./0o/w,).

8.6.1Incorporacién del GNH4 en las NPP

El principio activo modelo se disolvié en la fase acuosa interna (w;) junto con el
estabilizante Pluronic® F-68. Se pesaron 15 mg de GNH, (sal correspondiente del
AG) y se disolvieron completamente en 10 ml agua destilada, posteriormente se
afadio el estabilizante hasta completar su disolucién, finalmente se procedié con

el método general de doble emulsién (wi/o/ws).
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8.6.2Determinacion del TPP

El tamafio promedio de las NPP se determin6 mediante el uso de un contador
submicrénico de particulas con dispersion de rayos laser a un angulo de 90° que
emplea la técnica de DLS (Contador submicrénico de particulas Coulter® N4 Plus,
USA). Los datos de la luz dispersada se analizaron mediante un correlacionador
digital en el modo de analisis unimodal. Las muestras se diluyeron con agua
destilada hasta que la sefial de la luz dispersada por las particulas estaba dentro
del intervalo de sensibilidad del instrumento. Cada muestra se leyd por triplicado

(n=3) para calcular el TPP y la desviacion estandar.

8.6.3Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser Doppler (¥7)

De cada uno de los lotes elaborados, se hizo una diluciéon de 1:5 con agua filtrada
en membrana de 0.22 um. La movilidad electroforética se transform6 a ¥;
aplicando la aproximaciéon de Smoluchowski. Las mediciones se hicieron por
triplicado a 25 °C en celdas desechables de capilar doblado en el equipo
Zetasizer® ZEN 3600 (Malvern Instruments® Ltd. UK).

8.6.4Microscopia Electronica de Barrido

Una vez retirado el exceso de estabilizante de las dispersiones cargadas con
GNH, mediante centrifugacion, se colocé la muestra diluida en un cubreobjetos y
se dej0 secar a temperatura ambiente. Posteriormente se recubrid con una
pelicula fina de oro (1200 V, 5 mA y 0.15 Torr durante 10 min) y se examino la

superficie con el microscopio electronico de barrido (JSM-25SlI1; JEOL, Japdn).
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8.6.5 Calorimetria Diferencial de Barrido

Las muestras evaluadas fueron: GNH,4, PLGA 50:50, Pluronic® F-68 y PVAL como
materias primas, mezcla fisica GNH.-Pluronic® F-68, mezcla fisica GNH4- PLGA
50:50, mezcla fisica GNH4-PVAL, lote de NPP vacias y lote de NPP con GNHg.
Todas las muestras se colocaron en un desecador a humedad ambiente. De cada
una de las muestras se pesaron entre 3-6 mg y se colocaron en crisoles no
herméticos de aluminio. En seguida se sometieron a una rampa de calentamiento
de 0 a 250 °C, con una velocidad de 10 °C/min y un flujo de nitrégeno de 50
ml/min. La calibracion se realiz6 con un estandar de Indio con el calorimetro
diferencial de barrido (DSC Q10 TA Instruments, USA).

8.6.6 Metodologia para la cuantificacion de GNH, en las NPP obtenidas
[Carga de farmaco (%) y Eficiencia de encapsulamiento (%)] por
HPTLC

Se prepararon lotes con 400 mg de PLGA 50:50 y 15 mg de GNH,4. Se separaron
y lavaron las particulas, y luego se liofilizaron. Del liofilizado se pesaron
cantidades aproximadas de 20 mg y se adicionaron a 5 ml de acetato de etilo. Se
agitaron por 24 h y mediante extraccion liquido-liquido con 3 ml de agua destilada
por triplicado, se filtraron con membrana de 0.45 um aforando a un volumen de 10
ml. De este filtrado se aplicaron 50000 nl sobre una placa ALUGRAM® SIL
G/UV3s54. Se desarrollo la placa en una fase mévil compuesta de acetato de etilo-
metanol-acido acético-agua (67:8:8:17); las aplicaciones se leyeron a 254 nm en el

densitometro del equipo de HPTLC. El analisis se realiz6 por triplicado.

Al aplicar las ecuaciones 1y 2, se calcul6 el porcentaje de farmaco contenido en

las NPP (% de GNH,4 cargado) vy la eficiencia de encapsulamiento [E. E. (%0)].
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cantidad deGNH ,enliofilizad o
cantidad deliofilizad o

GNH,cargado(%) = x100 (Ec. 1)

GNH4c;argado(%))d
%inicial deGNH,

E.E.(%) = 00 (Ec. 2)
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IX. Resultados y analisis

9.1 Solubilidad del AG

La solubilidad de un farmaco es un parametro fisicoquimico que tiene un papel
importante en diversos procesos fisicos, biolégicos y tecnoldgicos. Durante las
fases de descubrimiento y desarrollo la informacién de solubilidad es atil en una
amplia variedad de necesidades. En las primeras etapas la solubilidad se usa para

la caracterizacion de compuestos y como un pardmetro de formulacion.

La finalidad de conocer la solubilidad del AG permite caracterizar el producto
obtenido asi como la seleccién del método por el cual se elaboraron las NPP. El
procedimiento para determinar el valor de la solubilidad fue pesar cantidades
conocidas del AG e ir adicionando éstas en el volumen de alcohol etilico bajo
agitacibn magnética hasta observar la saturacion del sistema. El valor

experimental de solubilidad es de 89.37 £ 3.02 mg/ml.

Durante la obtencién de AG, se gener6 un gel extremadamente rigido con la
disminucién del pH en medio acuoso. El comportamiento de gelificacion se debe a
la actividad superficial de la estructura caracteristica (Figura 17) donde la fraccién
triterpeno funciona como parte lipofilica y la fraccion de &cido glucurénico es la
parte hidrofilica. Al estar por encima del valor experimental de concentracion
micelar critica (CMC) [2 x 10™ M] [Segal et al., 1985] la asociacién intermicelar y

su orientacion dan como resultado la eventual formacion del gel rigido.
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Kondo et al. (1986) explican que la formacién de este gel se debe a factores
relacionados con la estructura quimica del AG. Los factores esenciales que

explican el mecanismo de gelificacion son:

1. La configuracion cis del AG, donde los anillos D y E de la fraccién triterpeno
se doblan en el enlace C;17-Cjs.

2. El grupo carboxilico de la fraccion triterpeno debe estar libre.

3. Al menos uno de los grupos carboxilicos de la fraccidon de acido glucurénico

debe estar libre.

La micrografia obtenida por Kondo et al. (1986) a partir de una muestra de gel
liofilizado de AG muestran una estructura de red regular, donde la molécula en un
estado micelar se orienta ciclicamente por la interaccion intramolecular entre un
grupo carboxilico de la aglicona y otro grupo carboxilico de la fraccién de acido

glucuroénico.

Figura 17. Micrografia electronica del gel de AG liofilizado. Solucién acuosa al 1% (p/v). Tomado de
[Kondo et al., 1986].
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Kondo et al. (1986) proponen un modelo ciclico de la molécula de AG el cual
explica la formacion del gel tomando en cuenta los factores estructurales

mencionados en la pagina anterior y que se ilustra en la Figura 18.

Figura 18. Modelo ciclico de AG en solucion acuosa. Tomado de [Kondo et al., 1986].

9.2 Curva de calibracién para la cuantificacion de AG mediante HPTLC

Existen reportes previos donde la cuantificaciéon de AG por HPTLC se ha llevado a
cabo en los extractos de Glycyrrhiza glabra y en formulaciones que se encuentran
a la venta en el mercado [Singh et al., 2009; Tiwari et al., 2011]. Debido a las
ventajas que posee esta técnica y a la eficiente cuantificacion del AG, en este
trabajo se decidio desarrollar un método que permitiera la adecuada cuantificacién

del farmaco modelo hidrofilico en las dispersiones de NPP obtenidas.

Los resultados de altura correspondientes a la determinacion de la linealidad del
sistema analitico por HPTLC para cuantificar AG se muestran en el Anexo 3. La
Figura 19 muestra la grafica correspondiente a la respuesta con la que se evalud

la linealidad.
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Figura 19. Curva de regresion de cantidad de AG contra el promedio de la altura;

y = 0.1959 + 0.83, r* = 0.9975.

De acuerdo a los resultados del Anexo 3, se observa que el coeficiente de
determinacién de la curva se encuentra por arriba de 0.98. Estadisticamente, este
valor de r? por arriba de 0.98 indica que existe una relacién lineal altamente
significativa entre las cantidades aplicadas de AG y su respectiva altura, teniendo
asi que el 99.75% de la variaciéon de la altura esta explicada por los cambios en la

cantidad de farmaco.

Para demostrar si existe una relacion lineal entre las variables estudiadas
(cantidad aplicada y altura) se realiz6 un andlisis de varianza, cuyos resultados se
muestran en el Anexo 3.2, (Fca = 2.78 Y Feritica (@ = 0.05/2; 2112) = 5.10) y se encontro
gue hay evidencia estadistica con un nivel de significancia de 0.05 que la variacién

de la altura se explica por una variacion en la cantidad aplicada de AG.

También se evalud si el valor de la ordenada al origen era significativamente

diferente de cero, con un nivel de confianza de 0.05 (Anexo 3).
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Las curvas de calibracion densitométricas relacionadas con una sefial de
absorcion (altura o area de pico) y cantidad (concentracion o peso) de estandares
sobre la placa, generalmente son no lineales y/o no pasan por el origen cuando se
emplean altas concentraciones [Sherma, 1997]. Con los resultados del Anexo 3.3,
se concluye que existe evidencia estadistica de que la ordenada al origen de la
recta de regresion es igual a cero, empleando bajas cantidades ya que los limites

de sensibilidad de la HPTLC son tipicamente en nanogramos o0 picogramos.

9.3 Optimizacion del método desplazamiento de solvente para obtener
NPP

9.3.1Evaluacion del TPP

Las propiedades de las NPP tienen que ser optimizadas dependiendo de la via de
administracion y cuya finalidad es conseguir el tamafio de particula, el ¥z y la
eficiencia de encapsulamiento de interés por lo que el método de preparacion
juega un papel vital en su obtencion. De las opciones para preparar NPP a partir
de polimeros preformados, la eleccion del método desplazamiento de solvente se
debe a la solubilidad del AG en alcohol etilico. Sabemos que la capacidad de
liberacion de las NPP estd influenciada por el tamafio de particula ya que éste
determina su interaccion con las membranas celulares y su penetracion a través
de las barreras fisiolégicas, por lo tanto el tamafio requerido para el cruce de
diferentes barreras biolégicas dependera de la morfofisiologia del sitio de accion.

El evaluar la velocidad de agitacion en la preparacion de las dispersiones de NPP
derivo de la necesidad de encontrar el tamafio de particula adecuado para llegar al

sitio de accion al cual estard destinado este sistema nanoacarreador.

FES-C | LIPTF 75



:;“‘g

RESULTADOS Y ANALISIS 5%

UNAM
CUAUTITLAN

El método desplazamiento de solvente es un proceso de manufactura en un solo
paso, conveniente, reproducible, rapido y econdmico para la preparacion de NPP
en un intervalo de tamafio de particula de 50-300 nm aproximadamente. Los
parametros mas importantes que determinan el éxito del método y afectan a las
propiedades fisicoquimicas de las NPP son la miscibilidad del solvente con el agua
y la naturaleza de las interacciones polimero/solvente/agua [Beck-Broichsitter et
al., 2010].

En la Figura 20 se puede observar los TPP que se obtuvieron a diferentes
velocidades en los diferentes lotes, estos resultados se deben a parametros
importantes como lo es la velocidad de difusion del solvente, el proceso de
agitacion de la fase organica (conteniendo el polimero) con la fase acuosa, la
velocidad en gue se inyecta la fase organica en la fase acuosa y propiedades del

polimero como lo son el peso molecular y la viscosidad.

250
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T 100 — PVAal5%
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‘g Ethocel® std. 10
S 50  LSSal2%
£
o
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0
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Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 20. TPP de las NPP de Ethocel® obtenidas a diferentes velocidades de agitacion.
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La manera preferida de preparar NPP por éste método consiste en un rapida
inyeccién de la fase organica a la fase acuosa [Fessi et al., 1989; Molpeceres et
al.,, 1996; Jung et al., 2000; Beck-Broichsitter et al.,, 2010]. Tomando en
consideracién este paso en la obtencién de NPP de Ethocel® la inyeccién de la
fase organica se realiz6 con un flujo de 20 ml/min y se observé que a mayor
velocidad de agitacion se permitié la reduccién significativamente del tamafio de
particula (p < 0.05) en los lotes de NPP de Ethocel® std. 4 y Ethocel® std. 10
(Anexo 3).

Los TPP obtenidos en los lotes con Ethocel® std. 4 (184.6+5.7, 165.7+3.2 y
146.1+3.4) comparados con los lotes de Ethocel® std. 10 (224.7+3.2, 205.8+4.2
y 182.2%+4.1) a las mismas velocidades presentan una variacion notable,

encontrando que la inyeccién de soluciones de polimero con un incremento en la
viscosidad da como resultado NPP mas grandes. Esto se debe al grado de
sustitucion de grupos etoxi entre los dos tipos de polimero, lo cual influye
directamente en su peso molecular y en la viscosidad de la fase organica. Cuanto
mayor sea la viscosidad de la solucion del polimero, la velocidad de difusion del
solvente serd menor y las NPP formadas a partir del flujo turbulento del solvente
seran mas grandes [Beck-Broichsitter et al., 2010].

En el método desplazamiento de solvente, el agente estabilizante evita la
agregacion durante la formacion de las NPP sin afectar significativamente la
formacion de las gotas nanométricas, esto es debido a los altos coeficientes de
difusion del solvente que garantizan la eficiente interaccion entre la fase organicay
la fase acuosa cuando estan en contacto [Mora-Huertas et al., 2011]. Aungue un
agente estabilizante no es necesario para garantizar la formacion de la
nanoparticula por este método, el tamafio de particula se ve influenciado por la

naturaleza de éste.
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Mora-Huertas et al. (2011) con base a los resultados obtenidos por este método
sugieren que un agente estabilizante con efecto electro-estérico es factible para la
obtencién de nanoparticulas con tamafios mas pequefios en comparacion con un
agente estabilizante con efecto estérico, ya que éste podria retrasar la difusion del
solvente favoreciendo el crecimiento de éstas. Bajo las condiciones de trabajo
reportadas en la Figura 20 los agentes estabilizantes no tuvieron influencia sobre
el TPP de cada lote ya que el peso molecular y la viscosidad de las soluciones de
polimero determinaron los TPP como se ha explicado en la pagina anterior,
aunqgue el uso del agente estabilizante es muy recomendable ya que previene la

formacion de agregados y contribuye a la estabilidad del sistema.

9.3.2Evaluacion del ¥,

Este pardmetro es un indicativo de la estabilidad de las particulas en dispersion.
Actualmente se acepta que un valor de ¥z mayor a 130 mv (mayor a 60| mV,
seria lo ideal [Riddick, 1968]) nos habla de una formulacién adecuada con una
completa estabilizacién electroestatica, en la que dificilmente las particulas
formaran agregados, en el caso de las NPP la gran area superficial que poseen
genera una alta energia superficial que es termodinamicamente desfavorable por
lo que tienden a la aglomeracion para minimizar esta energia, provocando una

dosificacion inconsistente cuando son administradas [Wu et al., 2011].

Dependiendo de la naturaleza del agente estabilizante utilizado en la formulacién
de las NPP existen dos mecanismos principales a través de los cuales pueden ser
estabilizadas: la repulsion electrostatica y la estabilizacion estérica. Estos dos
mecanismos se pueden lograr mediante el empleo de agentes estabilizantes
ibnicos y no ibénicos respectivamente, en el caso de la estabilizacién por la

repulsion electrostatica las fuerzas repulsivas son originadas por la superposicion
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de la doble capa eléctrica que rodea a las NPP en el medio evitando asi su
aglomeracion. En el caso de la estabilizacion estérica los estabilizantes no idnicos
son adsorbidos sobre las NPP, en donde la parte hidrofébica interactia con la
particula y la parte hidrofilica se orienta hacia el medio generando una barrera
estérica la cual minimiza las interacciones entre particulas y evita la aglomeracion.
En la Figura 21 se observan los resultados correspondientes al ¥; de las
dispersiones poliméricas y de acuerdo con éstos, existe una diferencia muy

marcada conforme al tipo de estabilizante empleado en la elaboracién de las NPP.

— M Ethocel®std. 4
PVAL al 5%

-20

— Ethocel® std.
10LSSal2%

Potencial zeta (mV)
w
o

Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 21. ¥, de los lotes de NPP de Ethocel®.

Los lotes de NPP elaborados con Ethocel® std. 4 empleando al PVAL como
agente estabilizante poseen valores de ¥; menores de -30 mV lo cual sugiere,
gue las de dispersiones obtenidas se encuentran en el umbral de dispersion,
mientras que los lotes de NPP de Ethocel® std. 10 donde se empleé al LSS como
agente estabilizante adquirieron valores de ¥ cercanos a los -50 mV, obteniendo
dispersiones que poseen una buena estabilidad. Se sabe que los agentes
estabilizantes no idnicos tales como el PVAL y poloxameros son adsorbidos sobre

las particulas, estabilizando la interfaz polimero-agua durante la preparacion, y
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que la carga asi como la distribucion del potencial de la doble capa eléctrica que
rodea a la particula se ve afectada por la presencia de esta nueva capa adicional
disminuyendo el ¥; debido al cambio en el plano de deslizamiento [Mora-Huertas
et al., 2011].

En cuanto al empleo del LSS (estabilizante de caracter idnico) se puede suponer
que las moléculas de éste sufren interacciones de la fraccion hidrofébica con la
matriz de la nanoparticula y la fraccion hidrofilica, que es orientada hacia el medio
acuoso, enmascarando al polimero con cargas negativas aumentando el

comportamiento negativo de la particula al igual que su plano de deslizamiento.

9.4 Preparaciéon de NPP de Ethocel® cargadas con AG por el método

desplazamiento de solvente

La incorporacion de AG en un sistema nanoacarreador tiene la finalidad de
obtener una formulacion innovadora para administrar este principio activo por la
via pulmonar y asegurar su llegada al sitio de accion. La deposicion de NPP en el
tracto respiratorio estd determinada principalmente por el desplazamiento
difusional debido al movimiento térmico de las moléculas de aire que interactlan
con éstas al inhalar y exhalar [Schurch et al., 1990; Geiser et al., 2003; Yang et al.,
2008]. Dependiendo del tamafio de particula, forma y pardmetros de ventilacién, la
deposicion se produce en todas las regiones del pulmén: vias respiratorias y los
alvéolos (Tabla 9). Con la disminucion del tamafio de particula por debajo de los
500 nm, la deposicion aumenta en todas las regiones del pulmoén debido a que
incrementa la movilidad difusional. Conforme disminuye el tamafo, las NPP
penetraran en regiones mas profundas en los pulmones [Byron, 1986;
Oberdorster, 2002; Oberdorster et al., 2002; Yang et al., 2008].
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Tabla 9. Deposicion de particulas en los pulmones seglin su tamafio.

Sitio

Tamarfio de particula (um)

Vias respiratorias superiores

5-9 (inhalacion lenta)
3-6 (inhalacion rapida)
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Vias respiratorias inferiores 1-5
Bronquios 1-3
Alvéolos <0.5

Después de analizar los resultados de la optimizacién del método y ver que todos
los sistemas son factibles para la incorporacion de AG, seleccionamos la velocidad
de agitacion de 11000 rpm ya que implica un menor gasto de energia para
elaborar un lote de NPP de Ethocel® std. 4 cargadas con AG por triplicado y otro
lote de NPP de Ethocel® std. 10 cargadas con AG por triplicado. Cada lote se
elaboré con sus respectivas condiciones y una vez obtenidas las dispersiones
poliméricas estas fueron caracterizadas en cuanto a tamafio de particula para
obtener el TPP, ¥z, MEB y DSC. Los datos de TPP muestran que las NPP
producidas poseen un tamafio submicrénico y que existe un ligero aumento en el
tamafio de particula con respecto a los lotes sin carga (Tabla 10), lo cual es muy
favorable ya que estas siguen siendo candidatas para la administracion por via
pulmonar. En cuanto los valores de ¥z también sufrieron un ligero incremento,
este aumento puede deberse a que el AG tiene caracteristicas superficiales, lo
gque hace que se oriente preferentemente hacia la interfase sélido-liquido,

originando un cambio en la carga neta de las NPP.

Tabla 10. Resultados de la caracterizacion de los lotes de NPP cargados con AG.

Lotes Cantidad de AG TPP (nm) ¥, (MV)
(mg)
NPP de Ethocel® 184.6+5.7 | -27.9+0.5
std. 4 30 192.2+3.4 | -29.1*+1.1
NPP de Ethocel® 224.7+3.2 | -48.1+1.0
std. 10 30 252.6+5.3 | -51.6+t1.5
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El uso de la MEB nos permite hacer evidente la existencia de particulas de tamafio
submicrénico y a la vez nos da una idea de la morfologia de las mismas, por lo
que es un excelente complemento de los resultados obtenidos por otras técnicas.
En la Figura 22 se muestran las micrografias de los lotes de NPP cargados con
AG, como se puede observar las particulas presentan una forma esférica con un

tamafo nanométrico corroborando los resultados obtenidos mediante DLS.

Figura 22. Micrografias de: a I) NPP de Ethocel® std. 4 cargadas con AG 10000x, a Il) NPP de
Ethocel® std. 4 cargadas con AG 20000x, b ) NPP de Ethocel® std. 10 cargadas con AG 10000x, b
1) NPP de Ethocel™ std. 10 cargadas con AG 20000x.

Se realizaron estudios de DSC con la finalidad de investigar el estado fisico del
farmaco en las NPP. Para el caso del AG se presentaron dos eventos térmicos

importantes: el primero es una deshidratacion a los 126.78 °C y el segundo a los
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206.13 °C, el cual es atribuido al punto de fusién del principio activo, aunque
también se ha reportado como la descomposicion de la fraccion de &cido
glucurénico por el tratamiento térmico convirtiéndose a acido glicirretinico [Sui et
al., 2012; Kondo et al., 1984]. Para el caso del Ethocel® std. 4 se encontré:
movilidad molecular a los 62.68 °C [Hyppola et al., 1996], una temperatura de
transicion vitrea que se encuentra a 138.48 °C y un punto de fusion a los 173.68
°C. En este mismo termograma se observa un evento endo/exotérmico entre los
170-190 °C el cual es reportado como una degradacion oxidativa del polimero [Lai
et al.,, 2010]. EI PVAL muestra tres endotermas: la primera a los 45.12 °C
correspondiente a la temperatura de transicion vitrea, la segunda en los 103.42 °C
que corresponde a la deshidratacion y la Ultima a los 192.53 °C perteneciente a su
punto de fusion (Figura 23).

En esta misma figura se muestran los termogramas de las mezclas fisicas de AG
con cada uno de los componentes (Ethocel® std. 4 y PVAL) en proporciones
equivalentes a la formulacion, NPP sin carga de AG y NPP con carga de AG. En el
caso de la mezcla fisica con el Ethocel® std. 4 la endoterma perteneciente al punto
de fusion del AG no sufrié ningan cambio, pero en el caso de la mezcla fisica AG-
PVAL solo se observa el evento térmico correspondiente al punto de fusion del
estabilizante. El pico del AG desaparece totalmente en la curva calorimétrica de
las NPP cargadas, evidenciando la ausencia de farmaco cristalino en las muestras

0 una baja encapsulacién del farmaco en las NPP.
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Figura 23. Termograma de las materias primas (AG, Ethocel® std. 4 y PVAL), mezclas fisicas de
AG-Ethocel® std. 4 y AG-PVAL (proporciones equivalentes a la formulacién) NPP vacias y NPP con
AG.
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En la Figura 24 se muestra el mismo comportamiento calorimétrico para el AG.
Para el caso del Ethocel® std. 10 la temperatura de transicién vitrea se encuentra
a 134.07 °C seguido de su punto de fusion a 179.82 °C. Mientras que el LSS
muestra diferentes eventos relacionados con impurezas y al agua adsorbida,
siendo su punto de fusion a los 195.12 °C el mas importante con su posterior

degradacion.

En esta misma figura se muestran también los termogramas de las mezclas fisicas
de AG con cada uno de los componentes (Ethocel® std. 10 y LSS) en proporciones
equivalentes a la formulacién, NPP sin carga de AG y NPP con carga de AG. En el
caso de la mezcla fisica con el Ethocel® std. 10 existe una endoterma a los 86.57
°C, temperatura correspondiente a la movilidad molecular del polimero al
interaccionar con el AG. En el caso de la mezcla fisica AG-LSS se observa el
punto de fusion del estabilizante a menor temperatura por la interacciéon con el
farmaco (178.77°C) finalizando con la degradacion de los componentes de esta
mezcla. Se cree que la etilcelulosa es un material altamente o completamente
amorfo y sus eventos térmicos parecen ser dependientes del tipo que se emplee
en la formulacion [Sakellariou et al., 1985; Lai et al., 2010]. En los polimeros, los
procesos exotérmicos se asocian generalmente con cualquiera de los procesos de
cristalizacion o alteracion quimica (entrecruzamiento o degradacion) y tomando en
cuenta que la etilcelulosa es propensa a sufrir degradacién oxidativa a altas
temperaturas, los termogramas de NPP sin carga y NPP cargadas presentan este
comportamiento a los 208.72 °C y 207.54 °C respectivamente, evidenciando que

el encapsulamiento del farmaco hidrofilico modelo es muy bajo.
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Figura 24. Termograma de las materias primas (AG, Ethocel® std. 10 y LSS), mezclas fisicas de
AG-Ethocel® std. 10 y AG-LSS (proporciones equivalentes a la formulacion) NPP vacias y NPP con
AG.
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9.4.1 Cuantificacion de AG en las NPP obtenidas [Carga de farmaco (%) y
E. E. (%)] por HPTLC

La méxima carga de farmaco y una elevada E. E. en un sistema nanoacarreador
reducirdn la cantidad de acarreador requerida para la administracion del
compuesto activo en el sitio de accion, asi como el desperdicio del farmaco
durante la elaboracion de los sistemas. EI método desplazamiento de solvente
sufre la desventaja de una pobre eficiencia de incorporacion de farmacos solubles
en agua debido a una migracién rapida y por lo tanto, la pérdida de farmaco en la
fase acuosa [Govender et al., 1999].

El procedimiento inicial implico la produccion de NPP con AG, enfocandonos en
disminuir la solubilidad del farmaco en la fase acuosa ya que la forma acida es
menos soluble en agua (1 mg/ml) que su sal correspondiente (5 mg/ml).
Probablemente la permanencia del AG en el alcohol etilico (Anexo 1) disminuiria la
fuga del farmaco hacia la fase acuosa, mejorando su asociacion con la matriz

hidrofébica de etilcelulosa obteniendo la mayor carga de farmaco y E.E. posibles.

La seleccibn de una formulacién en este estudio se basd en aquella que
proporciona una buena morfologia, tamafios requeridos de particula, estabilidad,
una carga de farmaco y E. E. Optimos. La Figura 25 ilustra los cromatogramas
obtenidos a partir de las dos formulaciones seleccionadas para la encapsulacion
de AG, en estos claramente se observa que la cantidad de AG es relativamente
minima ya que no es detectada por el sistema estando por debajo del limite de
detecciéon (LD) (Anexo 3). La mala eficiencia de incorporacion del AG en las NPP
de Ethocel® bajo las condiciones de esta investigacién se debe al pH de la fase
acuosa que influye en la ionizacion del farmaco y por lo tanto en su solubilidad

[Govender et al., 1999], por consiguiente era probable que la disminucién del pH
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de la fase acuosa redujera la solubilidad del AG lo que podria mejorar la captura

del farmaco en las NPP.
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Figura 25. Cromatogramas: a) NPP de Ethocel® std 4 cargadas con AG y b) NPP de Ethocel® std.
10 cargadas con AG. [(—) lote 1. (—) lote 2. (—) lote 3. () AG].

Sun et al. (2007) en su proceso de extraccion de AG de la raiz de regaliz explican
el comportamiento de esta molécula bajo diferentes pH’s. Bajo condiciones
extremadamente acidas (pH<3) el AG existe como forma molecular, mientras que
la forma disociada del AG predomina en pH>6. A valores altos de pH (por encima
de sus pKy's) el AG es desprotonado y su comportamiento es como el de una
molécula hidrofilica que es facilmente solubilizada en agua, lo que sugiere que la

forma molecular es mas hidrofébica que la forma disociada.
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El inconveniente de emplear un medio acuoso con un pH<3 para la preparacion de
NPP cargadas con el farmaco hidrofilico modelo es la promocion de la
degradacion del polimero en condiciones extremadamente &cidas indicado por
Bodmeier y Siepmann (1999). Debido a la mala incorporacién del AG en las NPP
de Ethocel® bajo las condiciones de esta investigacion, éstas indican claramente
gue son necesarios otros enfoques de formulacion con el fin de mejorar la captura

del farmaco en las NPP.

9.5 Optimizacion del método doble emulsion (wi/o/w,) para obtener NPP

Varios métodos han sido propuestos para la encapsulacién de farmacos
hidrofilicos, siendo el método doble emulsion el mas popular. Sin embargo, las
investigaciones no han reportado la encapsulacion de AG en nanoesferas de
PLGA, la unica referencia que se encuentra sobre este tema describe la
encapsulacién de AG en nanoesferas de chitosan mediante el método gelificacion
i6nica [Wu et al., 2005]. La desventaja de este sistema de liberacion podria ser la
via de administracion al cual esta dirigido. Para la asociacion del farmaco modelo
hidrofilico con las NPP de PLGA se seleccioné al GNH, (sal correspondiente del
AG) por su solubilidad en agua, la cual es mayor en comparacion con el AG.
Después elegimos ajustar el método doble emulsion (wi/o/w,) reportado por
[Blanco y Alonso, 1997] para la preparacion de nanoesferas. Se modifico del
procedimiento original el empleo de un homogeneizador (Ultraturrax® T-25 Basic,
IKA®) para reducir el tamafio de los glébulos en la emulsién primaria y, por

consiguiente, la obtencion de particulas submicrénicas.

La optimizacion del tiempo de agitacion a la velocidad seleccionada fue necesaria
para obtener un tamafo de particula requerido para nuestros fines (<500 nm).

Seleccionamos el tiempo de agitacion de 5 min ya que el tamafio de particula
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obtenido se acerca al reportado por Blanco y Alonso (1997) (Figura 26). Una vez
establecidas las condiciones 6ptimas del proceso se hicieron un lote sin farmaco
por triplicado y un lote cargado con GNH, por triplicado para ser caracterizados en

términos de tamafio de particula para obtener TPP, ¥z, MEB y DSC.
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Figura 26. Tamafio de particula de la (w,/0) obtenido a diferentes tiempos.

9.6 Preparacion de NPP de PLGA por el método doble emulsién (wi/o/w5)

9.6.1 Determinacion del TPP

La preparacion de NPP biodegradables que contienen agentes activos solubles en
agua ha recibido mucha atencién por sus numerosas ventajas en comparacion con
formas de dosificacion convencionales, incluyendo una eficacia mejorada,
toxicidad reducida, un mejor cumplimiento en el tratamiento y la conveniencia para
el paciente [J. L. Cleland, 1997; Meng et al., 2003]. Todas estas ventajas estan

intimamente relacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de las NPP las

FES-C | LIPTF 90



RESULTADOS Y ANALISIS

UNAM
CUAUTITLAN

cuales a su vez dependen de los componentes de la matriz asi como el método

seleccionado para su elaboracion.

El proceso tipico del método doble emulsion consiste en cuatro pasos: 1)
emulsificacion primaria, 2) re-emulsificacion, 3) solidificacion, y por ultimo, 4)
separacion-purificaciéon. Cuando una doble emulsién (wi/o/w,) con una fase
organica compuesta de polimero y acetato de etilo es directamente vertida en una
gran cantidad de solucién acuosa externa la rapida difusion de acetato de etilo de
los glébulos de aceite hacia esta fase provocara una aglutinacion y coagulacion de
las mismas, obteniendo como resultado algunos aglomerados de polimero en la
suspension resultante [H. Groothuis et al., 1960; G. V. Jeffreys et al., 1971; Meng
et al., 2003]. Por lo tanto, para preparar con éxito NPP sin la formacién de
aglomerados de polimero se necesita en primer lugar el empleo de un
estabilizante en la emulsificacibn primaria ya que reduce este efecto,
desempefiandose como dispersador de los glébulos de la emulsién y previniendo
la coagulacion y precipitacion en el sistema; y en segundo lugar la doble emulsion
(wi/o/wy) debe ser parcialmente solidificada mediante la adicion de una pequefia
cantidad de solucion acuosa externa para extraer lentamente el acetato de etilo de
la fase organica, y entonces las protonanoparticulas son completamente
solidificadas mediante la adicion de exceso de solucion acuosa eliminando al

acetato de etilo residual de las NPP semisoélidas [Meng et al., 2003].

El TPP de las NPP sin farmaco y con farmaco son de 353.9+4.7 nmy 371.9£8.1

nm respectivamente y se muestra en la Figura 27. Los valores de indice de
polidispersion fueron inferiores a 0.5, indicando que la distribucion de tamafios de
particula es estrecha y las formulaciones son monodispersas. Sin duda el volumen
de la fase interna, la agitacion y el exceso de solucion acuosa rigen la tasa de

eliminacién del acetato de etilo limitando eficazmente la coagulacion de los
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glébulos de aceite transformandolas en NPP sin aglomerados en la suspension

resultante. También se observé un incremento en el tamafio al incorporar al GNH,.

390

380

370 —

360 —
350 —— { ——————— —

340 — ] I

Tamanio de particula promedio (nm)

330

Lote sin farmaco Lote con farmaco

Figura 27. TPP de las NPP de PLGA.

9.6.2 Determinacion del W5

En la Figura 28 se muestran los resultados del ¥ para los lotes sin farmaco y con
farmaco, en los casos los lotes sin carga de GNH,4 la media se encuentra en -25.2
mV mientras que los lotes con carga de GNH,4 la media se encuentra en -30 mV.
Ambas formulaciones debido al tipo de copolimero seleccionado tiene al final de
los grupos carboxilicos una esterificacion y por lo tanto, no son susceptibles a la
ionizacion, ademas es importante tener en cuenta que el tipo de estabilizacion
empleada en estos casos se lleva a cabo mediante efecto estérico, entonces la
regla general que dice que valores mayores a /30| mV indican una dispersion
estable, no puede aplicarse estrictamente porque la adsorcion de los

estabilizantes estéricos disminuird el ¥z debido a un cambio en el plano de
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deslizamiento de la particula. El incremento del W7 al incorporar GNH,4 confirma
gue existe una orientacién de sus moléculas hacia la interfase sélido-liquido de las
NPP debido a sus caracteristicas superficiales. La fraccion de acido glucurénico, la
cual se encuentra en contacto con la fase continua del sistema coloidal, posee
grupos carboxilicos susceptibles a la ionizacién, siendo éstos los responsables de
modificar las propiedades de superficie de las NPP con farmaco y de posicionarlas

en la zona de dispersion estable a pesar del tipo de estabilizacion.
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Figura 28. ¥ de los lotes de NPP de PLGA.

9.6.3Microscopia Electrénica de Barrido

El uso de la MEB nos permite hacer evidente la existencia de particulas de tamafio
submicrénico y a la vez nos da una idea de la morfologia de las mismas, por lo
gue es un excelente complemento de los resultados obtenidos por otras técnicas.
En la Figura 29 se muestran las micrografias de los lotes sin carga y de los lotes

cargados con GNH,4, como se puede observar las particulas presentan una forma
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esférica con un tamafio nanométrico respectivamente corroborando los resultados

obtenidos mediante DLS.

& \ AN pal L
‘??“'.";\. e ML

Figura 29. Micrografias de: a I) NPP de PLGA sin carga 10000x, a Il) NPP de PLGA sin carga
20000x, b 1) NPP de PLGA cargadas con GNH,4 10000x y b 1) NPP de PLGA cargadas con GNH,
20000x.
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9.6.4Evaluaciones mediante DSC

La finalidad de los estudios de DSC es la investigacion del estado fisico del
farmaco en las NPP. Diferentes combinaciones de farmaco/polimero pueden
coexistir en los nanoacarreadores poliméricos, tales como: 1) farmaco amorfo,
interaccionando con un polimero amorfo o con un polimero cristalino y 2) farmaco
cristalino, interaccionando con un polimero amorfo o con un polimero cristalino.
Ademas, un farmaco puede estar presente ya sea como una solucion sélida o una

dispersién sdlida en un polimero amorfo o cristalino [Musumeci et al., 2006].

De acuerdo al termograma de la materia prima GNH,4, encontramos un pico
endotérmico a 206.13 °C atribuido a su punto de fusion pero también se ha
reportado como la descomposicién de la fraccion de &cido glucurénico por el
tratamiento térmico convirtiéndole a &cido glicirretinico [Sui et al., 2012; Kondo et
al., 1984]. Ademas se encontrd otra endoterma a los 126.78 °C la cual representa
la existencia de deshidratacion del GNH,. Para el caso del PLGA 50:50 la
temperatura de transicion vitrea se encuentra a 49.54 °C. El Pluronic® F-68 tiene
un punto de fusion a 53.06 °C, mientras que el PVAL muestra tres endotermas: la
primera a los 45.12 °C correspondiente a la temperatura de transicion vitrea, la
segunda en los 103.42 °C que corresponde a la deshidratacion y la dltima a los

192.53 °C perteneciente a su punto de fusién (Figura 30).

En esta misma figura se muestran los termogramas de las mezclas fisicas de
GNH,4 con cada uno de los componentes (Pluronic® F-68, PVAL y PLGA) en
proporciones equivalentes a la formulacién, NPP sin carga de GNH,; y NPP con
carga de GNH,4. En el caso de las mezclas fisicas con el Pluronic® F-68 la
endoterma perteneciente al punto de fusion del GNH4 no sufrid ningan cambio,

pero en al caso de la mezcla fisica GNH4-PVAL solo se observa el evento térmico
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correspondiente al punto de fusion del estabilizante. El pico del GNH, desaparece
totalmente en las curvas calorimétricas de la mezcla fisica GNH4-PLGA y las NPP
cargadas, este proceso endotérmico puede ser no evidente debido a la proporcién
que se utilizd (400 mg de PLGA-15 mg de GNH,), aunque durante la formacién de
las NPP puede ser la hipétesis que el polimero puede inhibir la cristalizacion del
GNH, y por lo tanto, se podria concluir que el farmaco se encuentra en fase
amorfa o en estado de solucion sélida en la matriz del polimero después de la
produccion [Yan et al., 2010; Dubernet, 1995]. La temperatura de transicion vitrea
del copolimero se desplazo ligeramente a una temperatura mas alta después de la
elaboracion de las NPP. Resultados similares han sido obtenidos por Esmaeili et
al. (2008) y Yan et al. (2010) al preparar NPP de PLGA. El aumento en la
temperatura de transicion vitrea del copolimero al preparar NPP se debe al
proceso de cristalizacion durante la preparacion [Esmaeili et al., 2008].
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Figura 30. Termograma de las materias primas (GNH,4, PLGA, Pluronic® F-68 y PVAL), mezclas

fisicas de GNH,-Pluronic® F-68, GNH,-PVAL y GNH4-PLGA (proporciones equivalentes a la
formulacion) NPP vacias y NPP con GNH,.
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9.6.5 Cuantificacion de GNH4 en las NPP obtenidas [Carga de farmaco (%)
y E. E. (%)] por HPTLC

Los resultados de carga de GNH,4 (Tabla 11 y 12) indican un porcentaje bajo de
farmaco encapsulado al compararlo con la carga tedrica. Asimismo, la E. E. fue
baja, lo que indica que el método doble emulsién (wi/o/w,) resulté adecuado en
comparacion con el método desplazamiento de solvente pero no eficiente, pues se
ha reportado E. E. de 35-80% para el GNH,; empleando el método gelificacién
iGnica en la elaboracién de NPP. Wu et al. (2005) explicaron que estos valores de
E. E. se obtienen debido al mecanismo de asociacion entre las NPP de chitosan y
el GNH,4 ya que existe una interaccion ionica entre los grupos carboxilicos del

farmaco y los grupos amino del polimero

Aungue varios autores [Blanco y Alonso, 1997; Lemoine y Préat, 1998; Tobio et
al., 1998; Lamprecht et al., 2000] han demostrado que el método doble emulsién
es el mas apropiado para encapsular farmacos hidrofilicos, obteniendo E. E.
elevadas para proteinas y péptidos. Existe una dificultad importante relacionada
con el procedimiento del método doble emulsion en lo que respecta a farmacos
con pesos moleculares bajos, ya que existe una baja afinidad de éstos con el

polimero lo que resulta en bajas E. E. [Tewes et al., 2007].

Tabla 11. Cantidad de GNH,4 cargada en las muestras de NPP liofilizadas.

Sistema Cantidad de GNH, en el Porcentaje de GNH, en el
liofilizado* (mg) liofilizado (%)
1 0.0337 0.1686
2 0.0295 0.1476
3 0.0307 0.1537
Promedio 0.0313 0.1566
Desv. Estandar 0.0022 0.0108

*datos obtenidos a partir de la curva de calibracion.
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Tabla 12. Resultados obtenidos de la cuantificacién de GNH, en las NPP liofilizadas.

Evaluaciones Cantidad (mg) | Porcentaje (%)
Cantidad de GNH, promedio 0.03
Cantidad de muestra analizada 20.00
Contenido inicial de GNH, 3.75
Carga de GNH, 0.16
E. E. 4.27

Las razones por las cuales el GNH,4 dio estos resultados se deben a las débiles
interacciones por su baja afinidad con el polimero y la tendencia del farmaco de
pasar de la fase acuosa interna a la fase acuosa externa por la difusion de la fase
organica. Estos resultados son satisfactorios ya que han reportado E. E. de hasta
el 4.5% para farmacos hidrofilico de bajo peso molecular en NPP empleando el
método doble emulsion (wi/o/w,) [Cohen-Sela et al., 2009]. Conforme a la idea
planteada en la seccion de los experimentos de DSC no existe diferencia
significativa entre las NPP sin carga y con carga ya que la cantidad de GNH,
encapsulada es muy baja para observar el punto de fusion caracteristico [Gomez-
Gaete et al., 2007].
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X. Conclusiones

Se prepararon y caracterizaron NPP mediante el método desplazamiento de
solvente utilizando como acarreador polimérico la etilcelulosa (Ethocel® std.
4 y Ethocel® std. 10).

Los sistemas coloidales poliméricos obtenidos se caracterizaron
fisicoquimicamente obteniendo los siguientes resultados: i) DLS: todos los
lotes preparados tienden a disminuir su TPP conforme se aumenta la
velocidad de agitacién en la preparacién. Las NPP preparadas con Ethocel®
std. 10 poseen un TPP mayor en comparacioén con las NPP de Ethocel® std.
4, variable que se encuentra intimamente relacionada con la viscosidad de
la solucion polimérica. ii) Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser
Doppler: el ¥; tiene un efecto claro en funcién del tipo de estabilizante
empleado en la preparacion de las NPP, se observd que con PVAL las
dispersiones se encuentran en el umbral de dispersién mientras que con
LSS las dispersiones poseen buena estabilidad. iii) MEB: se observaron
particulas esféricas de forma definida de tamafio nanométrico. iv) DSC: se

hizo evidente que la incorporacion del AG en las NPP no es adecuada.

El método desplazamiento de solvente mostré ser ineficaz para encapsular

AG debido al mecanismo de formacion de las NPP.

Se prepararon y caracterizaron NPP biodegradables mediante el método

doble emulsion (wi/o/w,) utilizando como acarreador polimérico al PLGA.

La caracterizacion fisicoquimica de estos sistemas incluyé: i) DLS: los lotes
cargados con GNH,4 presentan un incremento en el TPP en comparacion
con los lotes sin carga. ii) Movilidad Electroforética-Velocimetria Laser
Doppler: Al incorporar al GNH,4 el ¥z tiene un incremento, posicionando a

los sistemas en una estabilidad moderada en relacién con las NPP sin
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farmaco. iii) MEB: se observaron particulas esféricas de forma definida de
tamafo nanométrico. iv) DSC: se hizo evidente la formacion de dispersiones

moleculares.

El método doble emulsién (wi/o/wy) permitié cargar al GNH,4, farmaco de
naturaleza hidrofilica, en las NPP biodegradables. La E. E., calculada a
partir de la dispersion mas estable de GNH; en PLGA fue de 4.27%,
generando una investigacion nueva para el GNH, en NPP biodegradables
de PLGA.

Se logré optimizar un método mediante HPTLC para la cuantificacion rapida
y confiable de GNH,.
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XI. Perspectivas

De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo se propone lo siguiente a fin de

dar seguimiento a la investigacion:

a)

b)

d)

La obtencion de NPP biodegradables con un mejor % carga de farmaco y
E. E., aplicando otras variables como un incremento en la cantidad farmaco
a encapsular y el cambio en la fase orgénica, asi como una caracterizacion

mas extensa.

Continuar con estudios in vitro del sistema ya optimizado, para determinar
la viabilidad de emplearlo en el area de la medicina veterinaria como un

nanoacarreador del AG con uso principalmente antiviral.

Emplear una variacién del método aplicado conocido como doble emulsion-
difusién del solvente, el cual es propuesto para incrementar el valor de E. E.

en el caso de farmacos hidrofilicos.

Emplear el método del par iénico para hacer lo menos soluble posible al
acido glicirricinico y evitar su fuga hacia la fase acuosa e incrementar su
interaccién con la fase organica para obtener altos % de eficiencia de

encapsulamiento en las NPP.
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XIll.  Anexos

Propiedades fisicoquimicas

1.1 Propiedades del AG

Estructura quimica:

OH

OH

COOH O

(0)
OH

COOH (0]

OH

0]

OH

Formula condensada:

Ca2He62016

Peso molecular:

822.93 g/mol

pKa:

2.76,2.81y4.71

Apariencia fisica:

Polvo fino blanco hasta amarillo claro

Solubilidad a 25 °C:

DMSO 117 mg/ml, agua 1 mg/ml y alcohol etilico
8.25 mg/ml

Naturaleza quimica:

Saponina triterpenoide de origen natural,
semipolar

Uso terapéutico:

Posee actividad antiinflamatoria, antialérgica,
antioxidante, anticancerigena, antitrombdtica,
antidiabética, hepatoprotectora, neuroprotectora,
antiviral, entre otras haciéndolo un componente
activo versatil

Datos de la referencia [Qinying Zhang, 2009], [Sun et al., 2007] y www.selleckchem.com
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1.2 Propiedades del GNH4

Estructura quimica:

OH

Formula condensada: C4oHe2016NH3

Peso molecular: 839.96 g/mol

Apariencia fisica: Polvo fino blanco hasta amarillo claro

Solubilidad a 25 °C: DMSO 168 mg/ml, agua 5 mg/ml y alcohol etilico
<1 mg/ml

Naturaleza quimica: Saponina triterpenoide de origen natural,
semipolar

Uso terapéutico: Posee actividad antiinflamatoria, antialérgica,
antioxidante, anticancerigena, antitrombdtica,
antidiabética, hepatoprotectora, neuroprotectora,
antiviral, entre otras haciéndolo un componente
activo versatil

Datos de la referencia [Qinying Zhang, 2009] y www.selleckchem.com
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1.3 Propiedades del Ethocel® std. 4 Premium
Estructura quimica:
CH,;0C,Hs
0
-1 ° OC,Hs B
OC;Hs
- —In

Formula condensada:

-(C12H2205),-  La  etilcelulosa puede  ser
completamente o parcialmente etoxilada

Peso molecular:

Este también depende del grado de sustitucion
de los grupos etoxi

Apariencia fisica:

Polvo blanco insipido que fluye libremente

Contenido de etoxilo:

48.7 %

Viscosidad: 5.3Cp
Tamafio de particula En promedio 250 um
Solubilidad: Insoluble en glicerina, propilenglicol y agua.

Soluble en cloroformo, alcohol etilico, acetato de
etilo, metanol y tolueno

Densidad aparente:

0.4 g/cm®

Transicién vitrea:

129-133 °C

Aplicaciones:

Encapsulacion de activos, liberacion sostenida,
recubrimiento y excipiente de tabletas

Datos de la referencia [Rowe, R. C. et al., 2003] y [Dias, V. et al., 2009].
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1.4 Propiedades del Ethocel® std. 10 FP Premium

Estructura quimica:

CH,OC,H;5

OC,Hs

OC.H:

—n

Formula condensada:

-(C12H2205),-  La  etilcelulosa puede ser
completamente o parcialmente etoxilada

Peso molecular:

Este también depende del grado de sustitucion
de los grupos etoxi

Apariencia fisica:

Polvo fino blanco insipido

Contenido de etoxilo: 49.4 %

Viscosidad: 10.3 Cp

Tamarfio de particula En promedio 5 um

Solubilidad: Insoluble en glicerina, propilenglicol y agua.

Soluble en cloroformo, alcohol etilico, acetato de
etilo, metanol y tolueno

Densidad aparente:

0.4 g/cm®

Transicion vitrea:

129-133 °C

Aplicaciones:

Encapsulacion de activos, liberacion sostenida,
recubrimiento y excipiente de tabletas

Datos de la referencia [Rowe, R. C. et al., 2003] y [Dias, V. et al., 2009].
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1.5 Propiedades del PLGA 50:50

Estructura quimica:

HO

Formula condensada:

HO(C3H402)x-(C2H20,)yH
Donde x =50y y = 50

Peso molecular:

38000-54000 Da

Apariencia fisica:

Grénulos de color &mbar y de flujo libre

Solubilidad: Soluble en acetato de etilo, cloruro de metileno,
acetona, etc. Insoluble en soluciones acuosas

Viscosidad 0.45-0.60 dl/g

Transicion vitrea: 46-50 °C

Aplicaciones: Se utiliza en la producciéon de sistemas de

liberacion de farmacos, suturas, fijacion de
fracturas, implantes orales, etc.

Datos de la referencia [Fredenberg, S. et al., 2011] y www.sigmaaldrich.com
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1.6 Propiedades del PVAL

Estructura quimica:

OH

[~
- -n

Formula condensada:

-(C2H40),- El valor de n se encuentra entre 500
y 5000

Peso molecular:

Este también depende de n obteniendo valores
entre 20000-200000 g/mol

Apariencia fisica:

Polvo granular inodoro de color blanco

Solubilidad:

Soluble en agua, ligeramente soluble en alcohol
etilico e insoluble en solventes organicos

Punto de fusion:

228 °C para grados completamente hidrolizados
180-190 °C para parcialmente hidrolizados

Aplicaciones:

Estabilizante, recubrimiento, lubricante vy
modificador de la viscosidad.

Datos de la referencia [Rowe, R. C.et al., 2003].
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1.7 Propiedades del Pluronic® F-68 (Poloxamero 188)

Estructura quimica:

CH,
0 /K o
HO o7 H
o a
- = b
Formula condensada: HO(C,H40)a(C3HeO)p(C2H40)a
Dondea=80y b =27
Peso molecular: 7680-9510 g/mol
Apariencia fisica: Granulos comprimidos blancos con aspecto
ceroso de flujo libre
Solubilidad: Soluble en agua y alcohol etilico
Punto de fusion: 52-57 °C
Aplicaciones: Estabilizante, agente de mojado, lubricante de
tabletas, agente de solubilizacion y agente
dispersante

Datos de la referencia [Rowe, R. C. et al., 2003].
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1.8 Propiedades del LSS

Formula quimica:

W

S
/\/\/\/\/\/\o/ \O— Na+

Formula condensada:

C12H2sNaO4S

Peso molecular:

288.38 g/mol

Apariencia fisica:

Polvo con sensacion suave de color blanco

Solubilidad: Soluble en agua e insoluble en cloroformo y éter
Punto de fusion: 204-207 °C
Aplicaciones: Surfactante ionico, detergente, lubricante de

tabletas y capsulas, agente de mojado Yy
penetrador de piel

Datos de la referencia [Rowe, R. C.et al., 2003].
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1.9 Propiedades del alcohol etilico

Estructura quimica:

~SOH
Formula condensada: C,HgO
Peso molecular: 46.07 g/mol

Apariencia fisica:

Liguido incoloro con olor caracteristico

Solubilidad: Miscible con agua en todas proporciones, éter
metanol, cloroformo y acetona

Punto de ebullicién: 78.3°C

Punto de fusion: -130 °C

Aplicaciones:

Disolvente, desinfectante y excipiente de
algunos medicamentos y cosméticos

Datos de la referencia www.quimica.unam.mx

1.10 Propiedades del acetato de etilo

Estructura quimica:

e}
)J\O/\

Formula condensada: C4Hg0o

Peso molecular: 88.1 g/mol

Apariencia fisica:

Liquido incoloro con olor a frutas

Solubilidad:

1 ml es miscible con 10 ml de agua a 25 °C,
miscible en alcohol etilico, acetona, cloroformo y
éter

Punto de ebullicion:

77°C

Punto de fusion:

-83 °C

Aplicaciones:

Disolvente, ingrediente de formulaciones
cosmeéticas y farmacéuticas, es comunmente
usado en mezclas para cromatografia vy
extraccion

Datos de a referencia www.quimica.unam.mx
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2. Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC)

2.1 Aspectos generales

Todos los meétodos cromatograficos involucran el mismo proceso para la
separacion de una mezcla de sustancias, el cual se basa en la migracion de los
componentes individuales a diferentes velocidades debido a sus distribuciones

Unicas entre la fase estacionaria y la fase movil.

La Cromatografia en Capa Fina (TLC) es un tipo de cromatografia de liquidos, en
la que la fase estacionaria es una capa delgada y uniforme de particulas finas de
un adsorbente sobre una placa de vidrio, aluminio o plastico. En el procedimiento
basico en TLC, una solucién de la muestra se aplica en la parte baja de la placa,
que es entonces colocada en una cadmara cerrada, cuya base ha sido cubierta con
una cierta cantidad de la fase movil, usualmente una mezcla de solventes.
Después del desarrollo de la placa, ésta se saca de la camara, y se marca el
frente del disolvente para calcular el Rf, que es la distancia que recorrié la muestra

dividida entre la distancia recorrida por el disolvente [Sherma, 2002].

La HPTLC, se inicia con la introduccién de placas comercialmente disponibles de
alta eficiencia, las cuales son mas pequefas (10 x 10 6 10 x 20 cm), tienen una
capa mas delgada (0.1-0.2 mm) compuesta de un adsorbente con tamafo de
particula mas uniforme (5-6 um), y el cromatograma se desarrolla en distancias
mas cortas (3-7 cm); comparadas con las de TLC, que son generalmente de 20 x
20 cm con una capa de 0.25 mm y se desarrollan en distancias de 10-12 mm. Asi
la principal diferencia entre HPTLC y la TLC convencional es el tamafio de poro y

el tamafio de particula mas uniforme y pequefio [Sherma, 2002].
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El uso de las placas de alto desempefio mejora la resolucion, reduce el tiempo de
andlisis, aumenta la sensibilidad y mejora la cuantificacion in situ. La TLC
cualitativa o semicuantitativa tradicional es simple de usar y requiere materiales de
muy bajo costo (una camara para cromatografia, un capilar de vidrio, una placa

precubierta y un reactivo de deteccion o revelado) [Sherma, 2002].

En HPTLC cuantitativa se requiere de instrumentos mas caros y es un poco mas
compleja de efectuar; sin embargo, utiliza el procedimiento basico de TLC para
desarrollar el cromatograma, con la diferencia de que la aplicacion de la muestra
no se hace con capilares de vidrio, sino que ésta se realiza con aplicadores
automatizados que reducen errores y variaciones, ademas de aplicar el volumen
requerido [Sherma, 2002].

2.2 Ventajas

Las ventajas de utilizar HPTLC son:

a) Bajo costo (utiliza aproximadamente el 5% de disolvente con respecto a
HPLC).

b) La preparacion de la muestra antes de la aplicacién suele ser sencilla, ya
gue frecuentemente no se necesita remover aditivos u otras impurezas,
pues las placas se usan una sola vez.

c) No es necesario eluir los componentes para detectarlos. Todos los

componentes se detectan sobre la placa.
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d) No hay restricciones en cuanto a la eleccion de la fase mévil (por ejemplo,
pueden usarse disolventes de baja transparencia al UV, pues estos son
evaporados antes de la deteccion).

e) Es posible correr muchas muestras al mismo tiempo (por ejemplo, en una
placa de 20 cm de largo pueden correrse hasta 70 muestras).

f) Los limites de sensibilidad son tipicamente en nanogramos y picogramos.

2.3 Procedimientos experimentales

a) Preparacion de la muestra

Los procedimientos para preparar la muestra son similares a aquéllos usados en
HPLC y en cromatografia de gases. Las muestras deben ser representativas, de
tamafio adecuado para que sea posible la deteccién del analito de interés y lo
suficientemente puras para que el analito pueda ser separado como una zona o
mancha compacta. Si la concentracion del analito es alta, las formas
farmacéuticas pueden ser simplemente disueltas en un disolvente que solubilice
por completo al analito y deje a los excipientes o compuestos extrafios sin disolver
para dar una solucién del analito que pueda ser directamente aplicada para
analisis en TLC. Para obtener una Optima resolucion y sensibilidad, el punto de
aplicacidon no debe ser mayor que 1-3 mm de diametro. Si el analito se encuentra
en bajas concentraciones en una muestra compleja, se debe extraer el solvente,
purificar y concentrar la muestra, antes de realizar TLC, esto con el fin de
maximizar al analito y minimizar componentes extrafios de la solucién prueba
[Sherma, 2002].
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b) Fases estacionarias

La placa y la fase movil se eligen de acuerdo a la naturaleza de los analitos y de la
matriz de la muestra. Las placas precubiertas comerciales son utilizadas en la
mayoria de los casos, excepto cuando placas con caracteristicas especiales se
necesitan para un analisis en particular. Las placas de silica gel con una fase
menos polar, como cloroformo-metanol, han sido usadas en mas del 90% de los

andlisis reportados para farmacos.

Las separaciones en silica gel se basan principalmente en uniones de hidrégeno e
incluyen interacciones dipolo-dipolo entre la placa polar y los grupos funcionales
del compuesto. Las placas lipofilicas quimicamente modificadas, tales como C-8
(octasilil), C-18 (octadecilsilil) y fenilo, se usan para TLC de fase reversa. En este
tipo de cromatografia, la fase estacionaria es no polar. Las placas de fase reversa
comercialmente disponibles varian en la longitud de la cadena unida desde trimetil
a 22 carbonos. El alargamiento de la cadena alquilo, incrementa la retencion del

analito y promueven la separacion entre mezclas.

La silica gel puede ser impregnada con varios disolventes, amortiguadores y
reactivos selectivos para mejorar las separaciones. Las placas algunas veces se
limpian mediante un desarrollo con fase movil o cloruro de metileno-metanol (1:1)

antes de la aplicacion de la muestra [Sherma, 2002].

c) Fases moviles

La fase movil para una separacion en particular se selecciona algunas veces

empiricamente usando la experiencia personal o los reportes de la literatura de
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separaciones similares. Los sistemas de disolventes generales que han sido
utilizados comunmente, basados en sus diferentes propiedades de selectividad,
son dietil éter, cloruro de metileno y cloroformo, combinados individualmente o
juntos con hexano como el disolvente que ajusta la fuerza para TLC de fase
normal, asi como metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano mezclados con agua para

ajustar la fuerza en TLC de fase reversa.

d) Aplicacion de muestras y estandares

Para lograr la maxima resolucion y el mejor analisis cuantitativo la aplicacion debe
de ser pequefia, de forma regular y precisamente colocada en la zona deseada,
sin dafar la superficie de la capa. El disolvente debe ser removido por
evaporacion antes del desarrollo del cromatograma para que la selectividad y la
zona de aplicacion no se vean alteradas. El coleo de ciertas zonas puede
originarse si toda o parte de la muestra se solidifica o adsorbe en la superficie de

la capa.

Las muestras y estandares se aplican manualmente en la parte inferior de la placa
con micropipetas de vidrio o con microdispersadores digitales. Asimismo,
instrumentos manuales y automatizados estan disponibles para la aplicacién de la
solucion. Las zonas iniciales, en forma de manchas con un diametro variable (se
recomienda que sean de 1-3 mm), son aplicadas y los volumenes de dichas
aplicaciones pueden determinarse. Existen pipetas de capilares de vidrio o de
platino-iridio que estan colocadas en un dispositivo mecanico para hacer los
puntos de aplicacion y que se encuentra controlado electronicamente; éste
aparato guia al capilar a la posicion deseada y la regresa, poniéndolo en contacto

uniforme con la placa para que descargue la solucion.
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Un aplicador complemente automatizado, se encuentra controlado por una
computadora y consiste de un capilar e acero inoxidable conectado a una jeringa
de dosificacién, la cual es operada por un motor. La muestra es rociada por un
atomizador controlado por presion de nitrégeno. Esta clase de dispositivo, puede
aplicar secuencialmente (en banda o en punto) un volumen constante o variable
de la muestra, eligiendo entre un nimero de viales que estan en un soporte. Este
instrumento ha sido el mas utilizado que cualquier otro para la cuantificacion

densitométrica en andlisis farmacéutico [Sherma, 2002].

2.4 Cuantificacion en HPTLC

La cuantificacion de analitos por HPTLC se puede realizar mediante dos métodos:

a) Indirectos: involucran la remocion del analito de la placa, seguido de un
paso para cuantificarlo.
b) Directos: involucran algun tipo de medicién directamente sobre la placa,

como calculo del area, comparacién visual o densitometria.

2.5 Densitometria

Un densitometro es un dispositivo que tiene ajustada una lampara de haz de luz
simple con una abertura rectangular o circular que sirve para realizar analisis
cuantitativos en HPTLC in situ, midiendo las zonas de las muestras y estandares.
Todos los densitometros tienen ciertas caracteristicas en comun. Estas incluyen
una fuente de luz, un dispositivo de seleccion de la longitud de onda, sistemas de

enfoque y condensacion y un detector fotosensible. Ademas, se necesita de un
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mecanismo que permite mover la placa bajo el haz de luz enfocado con el fin de

examinar la placa.

El dispositivo que selecciona el haz de luz es un monocromador y el detector es
un tubo fotomultiplicador, cuando éste se coloca debajo de la placa, el instrumento
opera en el modo de transmitancia (T) y colocando por arriba de la placa se tiene

el modo de reflexion (R).

En la figura siguiente se muestra un densitometro de haz de luz simple ajustado
para mediciones de absorcion en el modo de reflexion. Una lampara de tungsteno
o halégeno es la fuente para examinar las zonas coloridas (absorcidn visible) y
una ldmpara de deuterio para examinar zonas que absorben en UV directamente.
El monocromador puede ser un prisma o0 una reja siendo esta Ultima la mas
frecuentemente usada. El detector es un fotomultiplicador o fotodiodo [Sherma,
2002].

Monocromador de

ranura slit
Ingreso al sistema Monocromador

de lentes de rejilla

=

Seleccionador
de la ldmpara

Sistema de
lentes

Espejo
Espejo —_—

/) Fotomultiplicador
/ — de referencia

Disco con diferentes '%.,J
aperturas de slit Divisor

de haz

Fotomuitiplicador
de medicion

Placa
\\J cromatografica
<

Trayectoria de la luz del densitémetro.
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Existen varios densitbmetros comerciales disponibles que tienen diferentes
capacidades de medicion. Se puede efectuar una medicion simultanea de reflexion
o0 transmitancia, o solamente transmitancia, mediante un segundo detector

colocado en el lado opuesto de la placa.

El densitbmetro se conecta a una grabadora, a un integrador o a una
computadora, siendo ésta ultima la mas utilizada. Algunas de las tareas que puede

realizar la computadora son:

a) Adquisicion de datos.

b) Busqueda automética de los picos y optimizacion del scanning de cada
zona deseada.

c) Scanning a multiples longitudes de onda.

d) Calculo de curvas de calibracion por regresion lineal.

e) Calculo de areas bajo la curva o alturas de muestras y estandares.

f) Almacenamiento de datos en disco.

Las curvas de calibracion densitométricas relacionadas con una sefial de
absorcién (altura o area de pico) y cantidad (concentracion o peso) de estandares
sobre la placa, generalmente son no lineales, especialmente a altas

concentraciones, y/o no pasan por el origen [Sherma, 1997].
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3. Andlisis estadistico

3.1 Curva de calibracion para cuantificar AG mediante HPTLC

Los datos con los que se grafico la curva de calibracion para AG, se muestran a

continuacion.

cantidad altura altura promedio
(ng) (mm) (mm)

125

56 12.8 12.5333+0.2517

12.3

21.4

112 21.7 21.5667+0.1528

21.6

34.2

168 34.7 34.4000+0.2646

34.3

44.0

224 43.9 44.0667+0.2082

44.3

56.0

280 56.5 56.1333+0.3215

55.9
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Los parametros estadisticos obtenidos, se muestran a continuacion.

Parametros estadisticos de la regresién | Curva por altura
Coeficiente de correlacion (r) 0.9987
Coeficiente de determinacion (r°) 0.9975
Intercepto (b) 0.8300
Pendiente (m) 0.1959

Limite de Deteccion (LD) con base en la Curva de calibracion y la desviacion

estandar de regresion [Garcia, M. A. et al., 2000].

3355,
bl

Donde Syx es la desviacion estandar de la regresion y b; es el valor de la

pendiente.

_33x0.8592

1447
0.1959 e

Limite de Cuantificacion (LC) con base en la Curva de calibracion y la

desviacion estandar de regresion [Garcia, M. A et al., 2000].
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Donde Syx es la desviacion estandar de la regresion y b; es el valor de la

pendiente.

Co 10x0.8592

— 43.86
0.1959 "8

3.2 Analisis de varianza para evaluar la linealidad del sistema analitico

por HPTLC para cuantificar AG

Prueba de hipétesis:

Ho: Existe una relacion lineal entre la cantidad de AG y la altura del pico

obtenido en el densitbmetro.

Hi: No existe relacion lineal entre la cantidad de AG y la altura del pico

obtenido en el densitbmetro.

Criterio de aceptacion: si Fcay < Feritica NO Se rechaza Ho, y por lo tanto, existe

relacion lineal entre la cantidad de AG y su respectiva altura.
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Fuente de Grados Suma de Promedio F critica
o de de los F calculada
variacion . cuadrados (0=0.05/2;2/12)
libertad cuadrados
Desviacion de
medias debida 2 6392.49 3196.25 2.78 5.10
a la regresion
Desviacion
debida a la 12 13797.18 1149.76
medida
Desviacion total 14

3.3 Prueba para determinar si la ordenada al origen es diferente de cero

Prueba de hipétesis:

Ho: La ordenada al origen es igual a cero.

Hi: La ordenada al origen es diferente de cero.

intercepto es igual a cero.

Resultados de la prueba del intercepto, a=0,05

Ordenada al t critica
. t calculada
oriaen (1-0/2; g.l.=n-2)
0.83 1.61 216

FES-C | LIPTF

Criterio de aceptacion: si tcy < toitica, NO Se rechaza Ho, y por lo tanto el

130



ANEXOS

UNAM
CUAUTITLAN

3.4 Resultados de tamafios de particula de los lotes de NPP de Ethocel®

a diferentes velocidades

11000 rpm 13000 rpm 16000 rpm
193.5 169.9 149.5
193.7 168.2 148.2
186.8 167.6 150.6
180.5 167.4 145.7
180.9 167.5 1404
185.0 161.7 147.8
181.4 162.2 146.9
180.6 161.3 143.7
223.8 210.3 185.7
2275 207.6 183.6
228.3 211.4 182.4
224.6 203.1 179.3

EthLoggl@;IS;‘;) 10 228.1 200.4 172.9
226.2 202.7 180.8
219.5 200.5 186.0
220.1 209.2 185.2
223.9 206.8 183.7

3.5 Andlisis de varianza de comparacion de las medias para el efecto de
velocidad de agitacién sobre el tamafio de particula de los lotes de NPP
de Ethocel® std. 4
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Prueba de hipétesis:

Ho: Todas las velocidades de agitacion producen el mismo tamafio de

particula.

Hi: No todas las velocidades de agitacion producen el mismo tamafio de

particula.

Criterio de aceptacion: si la razén de varianzas (R. V.) =2 F critica se rechaza Ho,
y por lo tanto, no todas las velocidades de agitacién producen el mismo tamafio de

particula.

ANOVA para comparacion de medias de lotes de NPP de Ethocel® std. 4

Fuente de |Grados de| Sumade Cuadrado RV F critica Probabilidad
variacion libertad | cuadrados medio " | (0=0.05;2/24)
Entre 2 6667.00 | 3333.50 | 185.30 3.40 2.60 x 107°
muestras
Dentro de 24 431.70 18.00
las muestras
Total 26 7098.70

3.6 Andlisis de varianza de comparacion de las medias para el efecto de
velocidad de agitacién sobre el tamafio de particula de los lotes de NPP
de Ethocel® std. 10

Prueba de hipétesis:

Ho: Todas las velocidades de agitacion producen el mismo tamafo de

particula.
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Hi: No todas las velocidades de agitacion producen el mismo tamafio de

particula.

Criterio de aceptacion: si la razén de varianzas (R. V.) =2 F critica se rechaza Ho,

y por lo tanto, no todas las velocidades de agitacion producen el mismo tamafio de

particula.
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ANOVA para comparacion de medias de lotes de NPP de Ethocel® std. 10

Fuente de |Grados de| Sumade Cuadrado RV F critica Probabilidad
variacion libertad | cuadrados medio " | (a=0.05;2/24)

Entre 2 8157.20 | 4078.60 | 269.90 3.40 3.50 x 10"
muestras
Dentro de 24 362.60 15.10

las muestras
Total 26 8519.80
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