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L. INTRODUCCION.

La nanomedicina es la aplicaciéon de las tecnologias a nanoescala para la practica de la
medicina. Es de gran utilidad para el diagnostico, prevencion y tratamiento de las
enfermedades y para obtener una mayor comprension de los complejos mecanismos de las
enfermedades (Morrow, KJ Jr., Bawa, R., Wei, C., 2007). En la actualidad la nanomedicina
implica la deteccion de particulas, la administracion de sistemas liberadores de farmacos y
biomateriales con propiedades inusuales de fuerza, dureza, reduccion de friccion y
biocompatibilidad. Una de sus 4reas de mayor desarrollo es el uso de nanoparticulas como
vehiculos para el transporte de fArmacos que permitiria una absorcion mas rapida, liberacion
de dosis de forma controlada y mayor eficacia del fairmaco. Se han investigado nuevos
tratamientos con nanomateriales, tales como los dendrimeros, liposomas, micelas,
nanoparticulas inorganicas y nanoparticulas poliméricas. Como se afirma por diferentes
autores, existen sistemas de nanoparticulas prometedoras debido a su capacidad de liberar
farmacos, su tamafo subcelular permite relativamente una mayor captacion intracelular que
otros sistemas de particulas (Furtado, V., Legranda, P., Gulikb, A., Bourdonc, O., Gref,
R., Labarrea, D., Barratt, G., 2001), mayor estabilidad y biocompatibilidad. Las nanoparticulas
poliméricas han sido estudiadas extensamente como transportadores de farmacos en el campo
farmacéutico y diferentes autores han publicado informacion sobre los mecanismos de

formacion de estas y las técnicas para su preparacié (Mora, C.E., Fessi, H., Elaissari, A., 2009)

La investigacion en nanomateriales para la administracion de fArmacos y terapias ha tratado de
avanzar hacia un nuevo nivel tecnologico no alcanzado antes, con resultados de investigacion
innovadores orientados a satisfacer los retos que tiene la industria farmacéutica. Tales retos se
han convertido en problemas que la han afectado a ella y a sus productos por mucho tiempo
(Brewer, M., Zhang, T., Dong, W., Rutherford, M., Tian, Z., 2007). A esto se suma la
importancia de incorporar opciones terapéuticas contra enfermedades, como lo es el caso de la
Regaliz. Son notables sus propiedades terapéuticas, como planta medicinal se conoce desde
hace mucho tiempo. Es una planta conocida por estar dotada de una muy baja toxicidad.
Ocupa una de las primeras opciones como planta medicinal (Obolentseva, G.V., Litvinenko,

V.1, Ammosov, A.S., Popova, T.P., 1999). Su composicion es de suma importancia, de entre
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pectinas, polisacaridos, azucares simples, aminoacidos, entre otros, sobresale el 4acido
glicirricinico (AG) o glicirricina, la saponina triterpeno mas importante de la raiz de la
Regaliz, la cual esta presente en concentraciones que van hasta un 15% (Fenwick, G.R., 1990).
La gran importancia de este triterpeno recae en su amplia gama de propiedades
farmacoldgicas: antiinflamatorio, antiulceroso, antialérgico, antioxidante, antitumoral y
antiviral (Raffaello, P., 2009), pero su alta hidrosolubilidad no permite su facil encapsulacion.
Lograr encapsular un fArmaco con esta caracteristica por medio de un método convencional no
es facil. Para poder lograrlo se disefi6 un método que implica el uso de la técnica de
emulsificacion-difusion en conjunto con la técnica del par-ion. Esta técnica consiste en la
lipofilizacion del AG mediante la formacion de un par-idnico el cual se produce por
atracciones electrostaticas entre el farmaco y el correcto contra-ion, de esta manera se mejora
la particion del AG en solventes organicos y por lo tanto se incrementa la cantidad de AG

disponible para ser encapsulado.
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II. MARCO TEORICO.

1. Par-ion.

Con los métodos convencionales de elaboracion de NP’s se obtienen bajos niveles en la
eficiencia de encapsulacion de farmacos hidrosolubles; sin embargo, investigaciones previas
han demostrado que los fairmacos ionizados con una solubilidad alta en agua pueden ser
lipofilizados por la formaciéon de un par-ién, con el contra-ién apropiado. Este tipo de
asociacion puede resultar prometedora para varias aplicaciones biofarmacéuticas, analiticas y

tecnologicas (Quintanar, D., Allémann, E., Fessi, H., Doelker, E., 1997).

1.1. Definicién y naturaleza.

Los pares-ionicos pueden ser definidos como especies neutras formadas por atracciones
electrostaticas entre iones cargados en solucidn, los cuales son a menudo lo suficientemente

lipofilicos para disolverse en disolventes orgéanicos (H. Sadek y R.M. Fuoss., 1954).

Cabe destacar que la formacidon de un par 16n se debe tnicamente a la llamada interaccion de
esfera externa y a pesar de que esta interaccion molecular puede ser descrita de acuerdo con la
ley de accion de masas, no se forma ninglin tipo de enlace quimico. La notacion general A", B
se utiliza para describir a los productos del par-ion el cual existe como una especie estable,
termodindmicamente distinta, cambiando continuamente su asociacion. Esté claro, pues, que
cualquier molécula cargada en solucion, bajo ciertas condiciones, puede formar un par-ion,
con un i6n con carga opuesta. En el caso de los péptidos, estos presentan multiples sitios
ionizables, dependiendo de su estructura primaria y del pH de la solucion, son capaces de
interactuar in vitro o in vivo con los apropiados contra-iones. La formacion de un par-ion
peptidico resulta en el “enterramiento” de las cargas involucradas y la alteracion de

propiedades fisicas, por ejemplo, la lipofilicidad (Kraus, C.A., 1956).
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1.2.Historia.

La primera teoria satisfactoria de soluciones idnicas fue propuesta por Arrhenius en 1887. El
hizo la suposicion de que los electrolitos estan completamente disociados en sus iones cuando
la solucién esta completamente diluida. Arrhenius atribuye la disminucion de la conductancia
equivalente, con el aumento de la concentracion y con la asociacion de los iones en moléculas
neutras. Arrhenius y sus principios basicos de las soluciones electroliticas marcaron un gran
avance en el campo electrolitico y algunos de estos son todavia validos hoy en dia. Sin
embargo, la aplicacion de estos principios fue limitada para soluciones de acidos y bases

débiles en agua (Martin, A., 1993).

Antes del afio 1923 la solucién al problema de los electrolitos fue encontrada por Debye y
Hiickel. Ellos asumian que los electrdlitos fuertes se disociaban completamente en sus iones
en una solucidn acuosa y que las desviaciones de las soluciones electroliticas, expresadas en
términos de actividad, coeficientes de actividad, y fuerzas ionicas, se debian a los efectos
electrostaticos de los iones de carga opuesta. Sin embargo, la teoria de Debye-Hiickel de la
disociacion completa no explica la baja conductancia de electrolitos fuertes en soluciones no

acuosas y no se extendio para incluir a todos los disolventes (Quintanar et al., 1997).

En 1926, Bjerrum desarrollo una teoria que tenia en cuenta la interaccion de los iones a corta
distancia. El introdujo el concepto de par-ion y demostré como la constante de acciéon de
masas en equilibrio entre los iones y pares-idnicos es dependiente de la constante dieléctrica
del disolvente asi como de la temperatura y del tamafio de los iones. La teoria de Bjerrum fue
fuertemente respaldada por el trabajo de Kraus a finales de los afios treinta y cuarenta (Kraus,

C.A., 1956).

Loa autores Atherton y Weissman (1961) investigaron la existencia de los pares-ionicos,
utilizando espectroscopia electronica de resonancia spin, y demostraron la asociacion de un
cation de sodio con un anidn radical de naftaleno. La formacion del par-i6n es ahora un hecho

aceptado, al menos en medios no acuosos (Quintanar ef al., 1997).
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1.3.Formacion del par-ion.

Un par-i6n puede existir en dos formas: como un par-ién “apretado o intimo”, o como un par-
16n suelto o separado por el solvente, dependiendo de la naturaleza de la interaccion solvente-
ion (R.C. Roberts y M. Szwsarc., 1965). Los iones libres en solucion (Figura 1) estan
rodeados por moléculas de solvente polarizadas por los campos eléctricos generados por los
iones cargados. Una polarizaciéon lo suficientemente fuerte e interaccion solvente-idn resulta
de la formacion, alrededor de cada i6n, de una cubierta ajustada de solvatacion (R.C. Roberts
y M. Szwsarc., 1965). La presencia de esta cubierta ajustada de solvatacion se refleja en el
hecho de que el radio de Stokes del i6n solvatado es mayor que la del i6bn desnudo o

descubierto.

Figura 1. Solvatacion de iones. (Accedido el 01 de Agosto, 2015 desde
http://www.public.asu.edu/~laserweb/woodbury/classes/chm341/lecture_set6/1
ecture%20set6.html )

Un i6n que posee una cubierta de solvatacion ajustada puede acercarse a un contra-ién sin
obstaculos hasta que su cubierta de solvatacion contacte con la del contra-ion. A partir de
entonces, la asociacion mantiene su estructura de forma suelta, como un par-i6n separado por
el solvente, o las moléculas del solvente separadas de la asociacion estdn apretadas y se forma

una interaccion par-idon de contacto ajustado. Esto implica que la interaccion par-idn separada
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por el solvente puede existir s6lo en los medios en los que los iones libres adquieren cubiertas
de solvatacion ajustadas; de lo contrario se produce un contacto apretado en la interaccion. El
concepto original de Bjerrum de los pares-idnicos solvatados que se mantienen unidos por
atraccion coulémbica, en un solvente de una constante dieléctrica baja, sigue siendo valido a
pesar de la presencia de una cubierta de solvatacion. Por ejemplo, si los iones solvatados estan
apareados con un voluminoso contra-idn, la ganancia en energia coulombica derivada de la
proximidad de las parejas en estrecha proximidad no puede ser suficiente para llevar a cabo la
destruccion de la cubierta de solvatacion. Por lo tanto, existen tales pares so6lo en forma suelta

(Winstein, S., Clippinger, E., Fainberg, A., Robinson, G., 1954).

1.4.Solvatacion y clasificacion del par-ion.

La formacion de pares idnicos es solo posible si los iones se acercan entre si y llegan a una

distancia de separacion critica dada por la ecuacioén de Bjerrum:
d= (Z* +Z)e?/2ekT

Donde Z* y Z" son las cargas idnicas, ¢ es la carga del electron, ¢ la constante dieléctrica, k es
la constante de Boltzamann, T es la temperatura absoluta y d es la distancia de separacion. La
ecuacion muestra la importancia de la constante dieléctrica (¢) en la formacion del par-i6n: en
consecuencia un disolvente con una constante dieléctrica alta, tal como el agua (e= 78.5) sera
desfavorable para la formacion de un par 16n, pero esto no significa que sea imposible. Por
otra parte, la interaccion se vuelve cada vez mas importante en solventes con £<40. Esta regla
es aplicable para un gran niimero de sistemas de extraccion de pares ionicos, algunos autores
han mostrado que otras contribuciones no coulombicas pueden ser involucradas en la
asociacion i6nica, por ejemplo enlaces de hidrogeno y la lipofilicidad de los iones (Quintanar
et al., 1997). Los pares i6nicos pueden ser clasificados (Figura 2), de acuerdo con el grado de

accesibilidad de la carga, dentro de tres diferentes categorias:

En el primer caso, se asume que el par-idn tiene un catidn el cual es grande y lipofilico, se
espera que la pequefia superficie externa pueda llevar una carga relativamente negativa por

unidad de superficie (mostrado por la sombra externa en la figura 2). Este tipo de sistemas
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pueden ser solvatados efectivamente por moléculas lipofilicas que tengan una superficie
cargada positivamente, por ejemplo las moléculas dipolares con protones acidos tales como el

cloroformo, fenoles y alcoholes (Higuchi, T., Michaelis, A., Hurwitz, A., 1967).

Dado que las moléculas de solvatacion unidas tendrian su extremo polar enterrado junto al
anion del par-ion, el aspecto que presenta el solvente rodeante por la solvatacion del par-ion

seria la de un agregado relativamente no polar.

En el segundo caso, la situacion es al revés, el par-ion tiene su carga catidnica en gran parte
expuesta. Se puede esperar que las especies de solvatacion que contienen sitios nucledfilicos
sean particularmente eficaces para este tipo de pares idnicos, por ejemplo: los ésteres, cetonas,
amidas y ésteres de fosfatos. El tercer caso es el del par-ién con las cargas profundamente
enlazadas o enterradas. Al no tener una superficie expuesta eléctricamente desequilibrada, se
podria esperar que no se requiriera de la solvatacion para poder ser extraida facilmente por

solventes no polares (Higuchi. T, ef al., 1967).

CLASE I

Figura 2. Clasificacion del par-ion de acuerdo a Higuchi. (Quintanar et al., 1997)
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Higuchi atribuye la solubilidad del par-ion a la formaciéon de complejos que involucran la
asociacion con moléculas del solvente, que participan en la formacion del par-ion en la fase

organica. Esta solvatacion se puede escribir como un equilibrio:
A", B +nS «—> A"B *nS

Donde A" y B son iones cargados opuestamente en solucion y nS es el naimero de moléculas
de solvente que estan complejadas con el par-idon. Esta solvatacion ha sido comprobada por
medio del uso de técnicas infrarrojas, resonancia magnética nuclear y espectroscopia de

resonancia de espin electrénico (Higuchi et al., 1967).

1.5.Pares-i6nicos en sistemas acuosos.

Aunque la formacion del par-ion ha sido considerada solo para solventes con una baja
constante dieléctrica, la existencia de un par-ién en agua o en otro solvente muy estructurado
es posible donde los iones involucrados son en gran parte hidrofobicos (Lee, S. J., Kim, S. W.,
1997). En este caso, el apareamiento i6nico se debe a un efecto mediado por el solvente en
lugar de una interaccion electrostitica. Si tanto el cation como el anidon son especies
hidrofobicas largas, la estructura de agua con puentes de hidrégeno les obliga a estar juntos
para maximizar las interacciones agua-agua y para reducir al minimo la perturbacion

estructural.

1.6.Extraccion del par-ion.

La mas importante aplicacion del concepto del par-ion en el drea farmacéutica es el
aislamiento y determinacion de las moléculas de fArmacos. La extraccion del par-ion puede ser
descrita como la extraccion de un complejo de dos iones cargados opuestamente en una fase
acuosa por un solvente que no es miscible en agua (fase organica) y este equilibrio se describe

de la siguiente manera:
AJr aq + B- aq —> A+, B-org
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La extraccion de un farmaco puede ser regulada por la naturaleza y la concentracion del
contra-idn asi como por la naturaleza del solvente orgénico. Se debe de notar que el solvente
es un componente en el cual se lleva a cabo la formacion del par-ion, y que su seleccion
influird en el grado de extraccion. En la mayoria de los estudios los solventes clorados tales
como el cloroformo y el diclorometano son utilizados como fase organica. Estos solventes
exhiben una baja constante dieléctrica y son donadores de hidrégenos, lo que les hace
particularmente adecuados para la extraccion de varios pares-ionicos. Ademas, la incidencia
de reacciones secundarias tales como la disociacion y polimerizacion de los pares-idnicos es
baja. Cuando se observa una mala extraccion con solventes clorados, debido a la alta
hidrofilicidad de los componentes del par-idn, se recomienda el uso de solventes mas polares
(por ejemplo, los alcoholes) los cuales forman uniones con el par-ion en la fase organica
(Quintanar et al., 1997). En la actualidad la aplicacion principal de los pares idnicos es dentro
del andlisis farmacéutico pues mejora la particion de farmacos orgéanicos en solventes acuosos

o en mezclas de solventes, es muy utilizado dentro del analisis por HPLC.

2. Acido Glicirricinico.

2.1 Generalidades y propiedades farmacolégicas.

El Acido Glicirricinico (AG) (figura 3), es un producto natural, una saponina, conocida por
estar dotada de una toxicidad muy baja tanto in vitro como en modelos in vivo. Se trata de un
conjugado de una molécula de un triterpeno y dos moléculas de acido glucurénico. El AG es
el glucodsido triterpeno bioactivo principal del extracto de la raiz de regaliz y posee una amplia
gama de propiedades farmacoldgicas: antiinflamatorio, antiulceroso, antialérgico,
antioxidante, antitumoral, antiviral (Pompei, R., Laconi, S., Ingianni, A., 2009). El contenido
del AG dentro de la raiz de regaliz varia de 2 a 24% del peso seco. EI AG es uno de los
principales compuesto naturales utilizados en ensayos clinicos de hepatitis activa cronica viral
y las infecciones por VIH, y su sal de monoamonio se utiliza como remedio antiinflamatorio y

antialérgico (Pompei et al., 2009).
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Figura 3. Estructura del Acido Glicirricinico (Pompei
etal.,2009)

Las propiedades biologicas y farmacologicas de los compuestos contenidos en las plantas
medicinales estan relacionadas con su similitud estructural a los metabolitos y sustratos
presentes en los organismos humanos y animales. La molécula del AG comprende tanto una
parte hidrofilica (las dos moléculas de acido glucorénico) y un fragmento hidrofobico (acido
glicirricico) (Obolentseva, G. V., Litvinenko, V. 1., Ammosov, A. S., Popova, T. P., Sampiev,

A. M., 1999)

El AG presenta una actividad antiinflamatoria y antiulcerosa significativa ya que sus derivados
afectan (de forma similar a los antiinflamatorios no esteroideos) el ciclo del dacido
araquidonico, lo que inhibe la biosintesis de prostaglandinas. Los derivados del AG por lo
general no presentan un efecto ulcerégeno, que es el efecto secundario no deseado de algunos
farmacos antiinflamatorios no esteroideos ampliamente usados (tales como el acido acetil
salicilico e indometacina,) que provocan dafio en la pared estomacal (Obolentseva et al.,
1999). Es por esta razén que el AG puede ser utilizado como otra opciéon por su efecto
antiinflamatorio. Aunque en el mercado mexicano no existen medicamentos antiinflamatorios
que utilicen al AG, su efecto antiviral si, indicado en contra del virus del herpes simple (VSV1

y HSV2).

| UNAM, FES CUAUTITLAN.

10


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22G.+V.+Obolentseva%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22V.+I.+Litvinenko%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22A.+S.+Ammosov%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22T.+P.+Popova%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22A.+M.+Sampiev%22

3. Nanotecnologia.

3.1.Definicion.

La nanotecnologia es un término general utilizado para definir los productos, procesos y
propiedades en la escala de nanometrica que han resultado de la convergencia de la fisica,
quimica, y ciencias de la vida. La Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI, por sus siglas
en inglés) define la nanotecnologia como la investigacion y el desarrollo a nivel atomico,
molecular y macromolecular en la gama por debajo de los 100 nm (0.1-100 nm) para crear
estructuras, dispositivos y sistemas que tengan nuevas propiedades funcionales (Morrow, K.,
Bawa, R., Wei, C., 2007). Bawa (2005) en cambio, define a la nanotecnologia de una manera

mas practica como:

El disefo, la caracterizacion, la produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas por manipulacion controlada de tamafio y forma a la escala nanometrica (escala
atébmica, molecular y macromolecular) que produce estructuras, dispositivos y sistemas con

al menos una nueva caracteristica o propiedad" (Morrow et al., 2007).

3.2.Beneficios de la nanotecnologia.

La nanotecnologia se aplica al descubrimiento y desarrollo de farmacos o medicamentos y al
procesamiento también. El proceso de descubrimiento de fArmacos es largo y costoso (de 8-14
afios a un costo de $1 billon de dodlares). La nanotecnologia se traducira en el disefio y
desarrollo de farmacos, ademas mejorara el proceso de descubrimiento de estos a través de la
miniaturizacién, automatizacion, la velocidad y la fiabilidad de los ensayos (Bawa et al.,
2005). La nanotecnologia dard lugar a la introduccién mas répida de nuevos productos
rentables para el mercado. En el area de los nanodiagndsticos, mucha de la investigacion se ha
centrado en biochips, dispositivos que contienen numerosos sensores biologicos y sobre los
cuales la nanotecnologia ha sido propuesta para aumentar la capacidad de tales sensores y

proporcionar mecanismos de deteccion alternativos (Bawa et al., 2005).
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3.3.Nanomedicina.
3.3.1. Definicion.

La nanomedicina se define como la supervision, reparacion, construccion, y el control de
sistemas bioldgicos humanos a nivel molecular, utilizando ingenieria, nanodispositivos y
nanoestructuras. La nanomedicina adopta los conceptos de manipulacion a nanoescala y el
conjunto de las aplicaciones a nivel clinico de las ciencias médicas. En un sentido amplio, la
nanomedicina es la aplicacion de las tecnologias de nanoescala para la practica de la medicina

(Webster., 2005).

3.3.2. Usos de la nanomedicina.

La nanomedicina se utiliza para el diagnostico, prevencion y tratamiento de enfermedades y
para obtener una mayor comprension de los complejos mecanismos de estas, aunque la
nanotecnologia es una disciplina establecida, la nanomedicina comercial (con su amplia gama
de ideas, hipotesis, conceptos, y dispositivos clinicos no desarrollados) se encuentra todavia en

una etapa incipiente de desarrollo (Morrow ef al., 2005).

3.3.3. Beneficios y aplicaciones de la nanomedicina.

Las aplicaciones de la nanotecnologia a las ciencias médicas mantienen una gran cantidad de
promesas, la investigacion en nanomateriales para la administracion de farmacos y terapias ha
tratado de avanzar hacia un nuevo nivel tecnolégico no alcanzado antes, con resultados de
investigacion innovadores orientados a satisfacer los muchos retos de los productos
farmacéuticos, terapéuticos en relacion a la liberacion de farmacos (Brewer et al., 2007). La
busqueda para resolver los problemas de biodisponibilidad, solubilidad, estabilidad quimica y
la disminucion de los efectos secundarios provocados por los tratamientos farmacologicos se
persigue ferozmente y se ve prometedora por la evolucion de la investigacion en la
nanomedicina (Brewer ef al., 2007). En la actualidad, de la nanomedicina se obtienen

beneficios que implican la deteccion de particulas, la mejora en la administracion de farmacos
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y biomateriales nano fabricados con propiedades inusuales de fuerza, dureza, reduccion de
friccion, y biocompatibilidad mejorada. Un ejemplo de su aplicacion es la inversion en el
desarrollo de nanoparticulas que se ha vuelto una prioridad por su gran potencial para ser
utilizadas como transportadoras o vehiculos de entrega de farmacos que permitirian una

absorcion mas rapida y una mayor eficacia. (Morrow et al., 2005).

3.4.Nanoparticulas.
3.4.1. Definicion.

Las Nanoparticulas (NP’s) se definen como particulas so6lidas coloidales que contienen una
sustancia activa, que se producen por medios mecanicos o quimicos. El limite de tamafo
menor puede estar alrededor de 5 — 10 nm y el limite superior de aproximadamente 1000 nm
(1 um). Las NP’s incluyen tanto nanoesferas como nanocdapsulas, pero la diferencia entre estas
dos radica en su morfologia. (Quintanar, D., Allémann, E., Fessi, H., Doelker, E. 1998).

La nanoencapsulacion de farmacos incrementa su eficacia, especificidad, tolerabilidad y su
indice terapéutico (Kumari et al., 2009). Las NP’s poliméricas se han estudiado ampliamente
como vehiculos de farmacos en los campos farmacéuticos y médicos, debido a que se
muestran prometedoras como sistemas de administracion de farmacos por sus propiedades de
liberacion sostenida y controlada, tamafio nanométrico, y la biocompatibilidad con el tejido y
las células. Estas NP’s poliméricas (Figura 4) son ademds frecuentemente utilizadas para
mejorar el valor terapéutico de varios farmacos solubles o insolubles en agua, para mejorar la
biodisponibilidad, la solubilidad y el tiempo de retencion o de liberacion. Esta formulacion

farmaco-nanoparticula reduce los riesgos de toxicidad (Kumari ef al., 2010).
A pesar de que todos los métodos permiten la preparacion de nanoesferas, solo los métodos de

desplazamiento de solvente y mas recientemente el método de Emulsificacion-difusion

permiten la preparacion de nanocéapsulas (D. Quintanar et al., 1998).
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3.4.2. Nanoesferas.

3.4.2.1.Definicion.

Las nanoesferas son NP’s que estan formadas por una matriz polimérica densa, en la cual el
farmaco se encuentra entrapado en esta matriz, o se puede encontrar adsorbido en la superficie

polimérica.

3.4.2.2.M¢étodos de preparacion.
Las nanoesferas se pueden preparar a partir de polimeros preformados por medio de 4
métodos: emulsificacion-evaporacion, desplazamiento de solvente, “salting-out” vy

emulsificacion-difusion. Estos métodos son similares en que implican una fase organica que

contiene los componentes de las nanoesferas, la que funciona como una fase interna durante la
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preparacion y una solucién acuosa que contiene estabilizadores que constituyen el medio de

dispersion (Quintanar et al., 1998).

3.4.2.2.1. Emulsificacién-evaporacion.

En este método (Figura 5)el polimero preformado y el fiarmaco se disuelven
en un solvente orgéanico inmiscible en agua, que se emulsiona en una solucion acuosa. Esta
emulsion se expone entonces auna fuente de alta energia como dispositivos de
ultrasonido o se pasa a través de homogeneizadores para reducir el tamafio del globulo.
Posteriormente, se realiza la eliminacidon del solvente organico, por calor, vacio, o

ambos, dando como resultado la formacion de las nanoesferas (Quintanar et al., 1998).

N
Fase organica:
Polimero +
. N
farmaco en un
solvente no acuoso
3 s —P /O\ 6\=’
=
Fase . acuosa: O @) O Ultrasonicacién
Estabilizante  en o O
agua \ )
“ P
<

N

Figura 5. Representacion esquematica de la preparacion de

nanoesferas por el método emulsificacion-evaporacion.
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El polimero se precipita en forma de nanoesferas en las que el farmaco se dispersa finamente

en la red de la matriz polimérica. (Pinto, C., Neufeld, R., Ribeiro, A., Veiga, F., 20006).

Los solventes mas utilizados como fase organica en este método son el cloroformo y el cloruro
de metileno debido a su insolubilidad en agua, a su facil emulsificacion, a sus propiedades
solubilizantes y su bajo punto de ebullicion. Sin embargo, la desventaja de estos solventes es
su toxicidad. En cuanto al agente estabilizante el alcohol polivinilico (PVAL) y la albimina se
han utilizado preferentemente como estabilizadores. E1 PVAL ha demostrado ser un excelente
estabilizador para preparar NP’s, no so6lo por emulsificacion-evaporacion, sino también con
los métodos estudiados mas adelante. Por otra parte, es uno de los pocos estabilizadores que
evita que las NP’s se agreguen durante los pasos posteriores a su preparacion (por ejemplo, la
liofilizacién). Sin embargo, el PVAL tiene la desventaja de no ser aceptado para la
administracion intravenosa. El tipo y la concentracion de estabilizador son condiciones que

afectan el tamafio de particula y la polidispersidad para esta técnica (Quintanar et al., 1998).

El tamafio se puede controlar mediante el ajuste de la velocidad de agitacion, el tipo y cantidad
de agente de dispersion, la viscosidad de las fases organica y acuosa, y la temperatura (C.
Pinto et al., 2006). A pesar de que se pueden utilizar diferentes tipos de emulsiones, las
emulsiones aceite/agua son de mayor interés debido a que utilizan agua como la fase externa,
lo que simplifica y mejora asi la economia del proceso, ya que elimina la necesidad de
reciclaje, facilita la etapa de lavado y minimiza la aglomeracion (Pinto ef al., 2006). En cuanto
a los polimeros utilizados mas comunmente son el PLA, PLGA, etilcelulosa, ftalato de acetato
de celulosa, poli (g - caprolactona) y poli (B-hidroxibutirato), sin embargo, este método sélo

puede aplicarse a fArmacos liposolubles.

3.4.2.2.2. “Salting-Out”.

Este método (Figura 6) se basa en la separacion de un solvente miscible en agua a partir de
soluciones acuosas por medio de un efecto de desplazamiento salino. La acetona se elige
generalmente como el solvente miscible en agua debido a sus propiedades solubilizantes y su

conocida separacion de las soluciones acuosas por desplazamiento salino con electrolitos
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(Matkovich., 1973). Es por esto que el polimero y el firmaco se disuelven en acetona y esta
solucién se emulsiona con agitacion mecanica vigorosa en un gel acuoso que contiene el
agente de desplazamiento salino y un estabilizador. Esta emulsion O/W se diluye con un
volumen suficiente de agua o soluciones acuosas para mejorar la difusion de acetona a la fase
acuosa, induciendo de este modo la formacion de las nanoesferas. El disolvente y el agente de
desplazamiento salino son posteriormente eliminados por filtracion de flujo cruzado. La
difusion de la acetona a partir de los globulos durante la etapa de dilucion puede generar
turbulencia interfacial y la agregacion del polimero en nanoesferas. Las principales ventajas de
este método son la incorporacion de altas cantidades de polimero y farmaco, los excelentes
rendimientos que se obtienen, y la facil ampliacion a gran escala del proceso (Quintanar et al.,

1998).

Por otro lado, este método se limita a farmacos lipofilicos, a agentes de desplazamiento salino
que permitan la separacion de fases sin precipitaciones, y estabilizadores solubles compatibles
con soluciones acuosas saturadas y su no coacervacion en presencia del solvente. Los agentes
de desplazamiento salino para la acetona son los electrolitos del cloruro de magnesio, cloruro
de sodio, cloruro de calcio, y acetato de magnesio (Allémann, E., Gurny, R., Doelker, E.,
1992) y un no electrélito, como la sacarosa (Matkovich., 1973). La seleccion del agente de
desplazamiento salino es importante, ya que puede jugar un papel importante en la eficacia de
atrapamiento del farmaco. Con respecto a los estabilizadores, han sido utilizados con éxito el

PVAL, polivinilpirrolidona, y hidroxietilcelulosa (Quintanar ef al., 1998).
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Fase organica:
Polimero +
farmaco en
acetona
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—
Fase acuosa:
Estabilizante +
agente salting out
en agua
N———

Figura 6. Representacion esquematica de la preparacion de nanocéapsulas
por el método “salting-out”.

Cuando se incrementa la concentracion de PVAL en la fase externa de la emulsion, se observa
una disminucion en el tamafio de particula. Un aumento en la agitacion y concentracion del
polimero permite s6lo una leve reduccion del tamafio de particula. En contraste, la relacion de
fase interna-externa no parece tener influencia significativa en el tamafio (Allémann et al.,

1992).
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3.4.2.2.3. Desplazamiento de solvente.

Como se mencion6 anteriormente, por medio de los dos siguientes métodos se pueden elaborar
tanto nanocapsulas como nanoesferas. El método desplazamiento de solvente es también
conocido como nanoprecipitacion (Figura 8). En este proceso, el polimero, el farmaco, y
opcionalmente un estabilizador lipdfilico se disuelven en un solvente polar semi-miscible en
agua, tal como acetona o etanol. Esta solucion se vierte en una solucioén acuosa que contiene
un estabilizador (por ejemplo, PVAL o poloxdmero 188) bajo agitacion magnética. Las NP's
se forman instantaneamente por la rapida difusioén del solvente, que se elimina bajo presion
reducida. El mecanismo de formacion de las NP’s por este método se debe a la turbulencia
interfacial generada durante el desplazamiento del solvente organico (Figura 7).
Posteriormente se produce una difusion violenta debido a la miscibilidad entre los dos

solventes (Quintanar et al., 1998). Este mecanismo se explica a continuacion:

[ Difusién .

Globulos >

Nanoparticulas

il 1

S ur:» ° " ’

2 Nyhy

. .

> = ﬂ‘:’ ‘R/emohnos
Polimero > :
:olvente > mgﬂw . ® - ‘;:\Etz;i]izante

N it

0 1 o _ .

0 Pyly

% c-ﬁ::» @

i, ¥ " :

[ Ty Interface
Pulsaciones erraticas

Figura 7. Representacion esquematica de la formacion de nanoparticulas por desplazamiento
del disolvente basado en el mecanismo de turbulencia interfacial, donde m y y representan la
presion superficial y la tension interfacial, respectivamente propuesto por Quintanar et al.,
1998.
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Los globulos del solvente de la fase organica, probablemente de tamafio nanométrico, son
arrancados de la interfase. Estos globulos se estabilizan rapidamente por el agente
estabilizante, hasta que la difusion del solvente es completada y se produce la agregacion de

polimero (Quintanar et al., 1998).

DR

Fase organica: poliméro +
farmaco + estabilizante
lipofilico en un solvente
polar.

Fase acuosa: estabilizante
en agua. U
\

- - .

Figura 8. Representacion esquematica de la preparacion de nanocéapsulas y
nanoesferas por el método Desplazamiento de solvente.

3.4.2.2.4. Emulsificacion-difusion.
Este método (Figura 9) puede ser considerado una modificacion del procedimiento

“salting-out”, ya que evita el uso de sales y por lo tanto, pasos de purificacion. Este
método implica el uso de un solvente parcialmente soluble en agua, que es previamente

saturado en agua para asegurar el equilibrio termodindmico inicial de ambos liquidos. El
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polimero es disuelto en el solvente saturado con agua, y esta fase orgénica se emulsiona,
bajo una vigorosa agitacion, en una solucidon acuosa que contiene un estabilizador. Para
producir la precipitacion del polimero y la consiguiente formacion de NP’s, es necesario
promover la difusion del solvente orgédnico de la fase interna a la externa, esto se provoca
con la adicion de agua en el sistema, dando como resultado la formacion de las NP's
(Pinto et al., 2006). También este proceso de difusion se puede provocar por la
evaporacion constante del solvente organico, de hecho, algunos autores que utilizan esto
llaman al método como emulsificacion-evaporacion, el cual se diferencia con el método

normal solo en la manera de provocar la difusion (Pinto ef al., 2006).

r Fase orgdica: h

poliméro + farmaco
en un solvente

parcialmente S
_— ~ soluble en agua. b -
Fase acuosa:
> .
) estabilizate en L @
agua.
O O
I:I \ ) o0
OO o
N

N

Figura 9. Representacion esquematica de la preparacion de nanocapsulas y
nanoesferas por el método emulsificacion-difusion.
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El mecanismo de formacion de NP’s por el método emulsificacion-difusion describe la
difusion del solvente organico a partir de los globulos, lleva moléculas hacia la fase acuosa,
formando regiones locales de supersaturacion en la cual se forman los nuevos globulos o
polimeros agregados (no totalmente desolvatados). La estabilizacion de estas
“protonanoparticulas” por la presencia del estabilizante es muy importante para evitar su
fusion y la formacion de aglomerados. Asi, si el estabilizante se mantiene en la interfase
liquido-liquido durante el proceso de difusion y si su efecto protector es adecuado, entonces se
formaran las NP’s después de que se produzca la difusion completa del solvente. (Figura 10)

(Quintanar et al., 1998).

Difusién

Polimero +
solvente [ Agua saturada

saturado | + estabilizante

Globulo

Figura 10. Mecanismo de formacion de nanoparticulas por emulsificacion-difusion
propuesto por Quintanar et al., (1998) (a) antes del paso de difusion; (b) durante el
paso de difusion.
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Por esta técnica se han utilizado solventes como alcohol Bencilico y Acetato de etilo y con
respecto al estabilizador, este se selecciona dependiendo de su habilidad para formar
emulsiones, por ejemplo, el PVAL o el poloxamero 188. Esta técnica presenta algunas
ventajas sobre los otros métodos descritos arriba, tales como el uso de solventes organicos
aceptables farmacéuticamente, sin necesidad de pasos de homogenizacion, obteniendo
generalmente altos rendimientos y alta reproducibilidad pero tiene un gran inconveniente, pues
los farmacos hidrosolubles se fugan a la fase acuosa saturada externa durante la
emulsificacion. Como con las otras técnicas, la emulsificacion-difusion es eficiente en la

encapsulacion de farmacos lipofilicos (Quintanar et al., 1998).

3.4.3. Nanocéapsulas.
3.4.3.1.Definicion.

Las nanocapsulas pueden ser comparadas con los sistemas vesiculares en el que un farmaco es
confinado en una cavidad que consta de un nucleo liquido interno rodeado por una membrana
polimérica (Quintanar et al., 1998). Sin embargo, estas pueden ser definidas como nano-
vesiculas; sistemas que tienen una tipica estructura nicleo-corteza en la que el farmaco esta
confinado y limitado en una cavidad rodeada por una membrana polimérica. (Letchford y
Burt, 2007; Anton, N., Benoit, JP., Saulnier, P., 2008). La cavidad puede contener al farmaco
en forma liquida o s6lida o como una dispersion molecular (Mora, C.E., Fessi, H., Elaissari,
A., 2009). Igualmente, este reservorio puede ser lipofilico o hidrofilico conforme al método de
preparacion y materias primas utilizadas. Teniendo en cuenta las limitaciones operativas de los
métodos de preparacion, las nandcapsulas pueden llevar al farmaco sobre su superficie o

absorbidas en la membrana polimérica (Mora et al., 2009) (Figura 11).
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Nucleo liquido

Membrana polimérica

b)
Matriz polimérica

Membrana polimérica

Nucleo liquido
Membrana polimérica

Sustancia activa en
dispercién
molecular

Figura 11. Diferentes estructuras nanocapsulares: (a)
nucleo liquido, (b) matriz polimérica y (c¢) sustancia
activa en dispersion molecular (Mora et al., 2009).

3.4.3.2.M¢étodos de preparacion.

Hay tres métodos cléasicos para la preparacion de nanocépsulas: doble emulsificacion,
desplazamiento de solvente o nanoprecipitacion y emulsificacion-difusion, este dos ultimos ya

han sido explicados anteriormente.
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3.4.3.2.1. Nanoprecipitacion.

Este método también es conocido como desplazamiento de solvente y ya se habia descrito
anteriormente, pero algunos autores realizan una descripcidn mas especifica para su aplicacion
en nanocapsulas. Por este método las nanocapsulas se obtienen como una suspension coloidal
que se forma cuando se afiade la fase organica lentamente y con agitacion moderada a la fase
acuosa (Mora et al., 2009) (Figura 12). Las variables clave del procedimiento son las
asociadas con las condiciones de la adicion de la fase organica a la fase acuosa, tales como la
velocidad de inyeccion de la fase organica, la velocidad de agitacion de la fase acuosa, el
método de adicion de la fase organica y la relacion fase organica/fase acuosa. Del mismo
modo, las caracteristicas de las nanocdpsulas se ven influidas por la naturaleza y la

concentracion de sus componentes (Mora et al., 2009).

Fase Organica

Fase Acuosa

Difusion del

i Precxplta'aon polimeérica

Sistema de control de
dosificacion

Agitaciéon magnética peaiemte

Figura 12. Representacion esquematica de la preparacion de nanocapsulas por el
método de Nanoprecipitacion (Mora et al., 2009).

La velocidad de inyeccion determina el tamafio de particula y la fuerza motriz de estos
fendmenos es la sobresaturacion. El mecanismo de formacion de las NP’s por este método es
debido a las diferencias en la tension superficial, un liquido con una alta tension superficial
(fase acuosa) jala mas fuertemente al liquido que rodea, que uno con una tension superficial
baja (fase organica). Esta diferencia entre las tensiones superficiales provoca la turbulencia

interfacial y las desigualdades térmicas en el sistema, dando lugar a la continua formacion de
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los remolinos del solvente en la interfase de ambas fases. Por consiguiente, se observa una
difusion violenta debido a la miscibilidad mutua entre los solventes, el solvente orgéanico fluye
lejos de las regiones de baja tension superficial y el polimero tiende a agregarse y formar las
nanocapsulas. De acuerdo con esta explicacion, la formacion de nanocapsulas se debe a la

agregacion del polimero en globulos estabilizados de la emulsion (Mora et al., 2009).

3.4.3.2.2. Doble emulsion.

Las emulsiones dobles son sistemas heterodispersos complejos llamados “emulsiones de
emulsiones”, que se pueden clasificar en dos tipos principales: emulsion agua-aceite-agua
(w/o/w) y aceite-agua-aceite (o/w/0). Por lo tanto la fase dispersa es en si una emulsion y el
interior dispersa un globulo que estd separado de la fase liquida externa por una capa de otra
fase. Las emulsiones dobles se preparan normalmente, por un procedimiento de emulsion de
dos pasos, utilizando dos tensoactivos, uno hidrofobico disefiado para estabilizar la interfase
de la emulsion interna w/o y uno hidrofilico para estabilizar la interface externa de los

globulos oleosos para emulsiones w/o/w (Mora ef al., 2009).

Para la preparacion de las nanocépsulas, el principio de la formacion de la emulsion doble,
especificamente del tipo w / o / w, se asocia con los principios tanto de nanoprecipitacion y de
emulsificacion-difusion. En este caso, en la primera emulsion (w/o) el aceite se cambia por
una fase organica que contiene un disolvente que es total o parcialmente miscible en agua, el
polimero y el tensoactivo de tipo w/o. Posteriormente el agua que contiene un agente
estabilizante se afiade al sistema para obtener una emulsion w/o/w (Figura 13). Sin embargo
las nanocépsulas se obtienen a través de la difusion del solvente orgénico y precipitacion del
polimero (Bilati et al., 2005;. Khoee y Yaghoobian, 2008). El agua se anade poco a poco a la
doble emulsion con el fin de lograr la difusion completa del solvente. La encapsulacion
eficiente y el tamafo de particula se ven afectados por los cambios en el tipo y concentracion
tanto de la emulsion y del agente estabilizante. Ademas, la fase acuosa interna estd compuesta
solo por la sustancia activa y agua mientras que la fase orgénica pueden ser algunos de los

siguientes solventes: acetato de etilo, cloruro de metileno y diclorometano, en cuanto a los
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poliésteres biodegradables, han sido utilizados frecuentemente el PLA y el PLGA. Los agentes
estabilizantes mas utilizados son el PVAL vy los polisorbatos (Mora et al., 2009).

En el procedimiento tipico para preparar nanocéapsulas por este método, la primera emulsion es
formada por ultrasonido y un surfactante w/o el cual estabiliza la interfase de la emulsion
interna. La segunda emulsion también es formada por ultrasonido y es estabilizada por la
adicion de un agente estabilizante. Finalmente, el solvente es extraido por evaporacidon o

extraccion por vacio, obteniendo las nanocapsulas en un medio acuoso (Mora et al., 2009).

1. Fase
acuosai
2. Fase
orgdnica
3. Fase
acuosa 2

Fase organica
Fase acuosa1

Difusion del
Emulsificacion solvente
Emulsificacién W/O W/0

Figura 13. Método de doble emulsion para la preparacion de nanocépsulas
(Mora et al., 2009).
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4. Caracterizacion de nanoparticulas.

4.1.Tamaio de Particula y Potencial Z.
4.1.1. Dispersion dinamica de la luz.

La dispersion dinamica de la luz (a veces conocida
como espectroscopia de correlacion de fotones), es
una técnica establecida para medir el tamafio y la
distribucion del tamafio de las moléculas y las
particulas tipicamente en la regidon submicrénica, y
con la ultima tecnologia se han analizado particulas
con tamafio menor a 1 nandémetro. (Malvern

Instruments., 2006) (Ver anexo 1).

Las aplicaciones tipicas de la dispersion dinamica de
la luz son la caracterizacion de particulas,
emulsiones o moléculas, que han sido dispersas o
disueltas en un liquido. Estas aplicaciones se

realizan mediante el Zetasier Nano (Figura 14).

Figura 14. Zetasizer Nano ZS que utiliza la
técnica DLS para la medicion del tamafio de
particula (Accedido el 01 de agosto de 2015,

desde http://www.cas-
instrumental.com.ar/zetasizer-nano-zs/ )

El movimiento browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se

disperse en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene

la velocidad del movimiento browniano y, por tanto, el tamafio de particula utilizando la

relacion de Stokes-Einstein (Malvern Instruments., 2006).

4.1.1.1.Movimiento Browniano.

El movimiento browniano se relaciona con el tamafio de las particulas. Es el movimiento

aleatorio de particulas debido al bombardeo realizado por las moléculas del solvente que las
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rodean. Cuanto mas larga sea la particula, mas lento sera el movimiento browniano. Las
particulas mas pequefias son "expulsadas" ain mas por las moléculas del solvente y se mueven
mas rapidamente. Conocer la temperatura con exactitud es necesario pues se requiere tener
conocimiento de la viscosidad (debido a que la viscosidad esta relacionada con las fuerzas de
cohesion moleculares que se pueden presentar entre las moléculas del solvente y las particulas

y tal viscosidad depende de la temperatura) (Malvern Instruments., 2006).

4.1.1.2.Estructura Superficial.

Cualquier cambio en la superficie de una particula afecta a la velocidad de difusion. Una capa
de polimero adsorbido que sobresale en el medio reducird de mayor forma la velocidad de
difusion mas que si el polimero tiene una superficie plana. La naturaleza de la superficie y el
polimero, asi como la concentracion idnica del medio puede afectar la conformacion del
polimero, que a su vez puede cambiar el tamafio aparente por varios nandémetros (Malvern

Instruments., 2006).

4.1.1.3.El potencial Z y la doble capa eléctrica.

El desarrollo de una carga en la superficie de la particula afecta a la distribucion de los iones
en la region interfacial que rodea, lo que resulta en un aumento de la concentracion de iones
contrarios (iones de carga opuesta a la de la particula) cerca de la superficie. Por lo tanto existe

una doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Malvern Instruments., 2006).

Esta doble capa del liquido que rodea la particula estd compuesta por dos partes; una zona
interior, llamada capa de Stern, donde los iones estan fuertemente atados o unidos y una
exterior, llamada capa difusa, una region en la que los iones no estdn tan firmemente unidos
(Figura 15). Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones
dentro del limite se mueven con ella, pero cualquier ion més alld del limite no viaja con la

particula (Malvern Instruments., 2006).
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El potencial que existe en el limite de entre la capa de Stern y la capa difusa se conoce como el
potencial Z. La magnitud del potencial Z da una indicacion de la estabilidad del sistema

coloidal. (Malvern Instruments., 2006).

Si todas las particulas en suspension tienen un gran potencial Z negativo o positivo, entonces
tienden a repelerse entre si y no hay tendencia a flocular. Sin embargo, si las particulas tienen
valores de potencial Z bajos, entonces no hay fuerza para impedir que las particulas se unan y
floculen. La linea divisoria general entre suspensiones estables e inestables generalmente se da
en cualquiera de 30 mV o -30 mV. Las particulas con potenciales Z mas positivos que 30 mV
0 mas negativos que -30 mV normalmente se consideran estables (Malvern Instruments.,

2006).

Contra-lon Positvo ——MM —
Co-lon Negativo

Coloide Altamente
Negativo

Capa de Stern

Capa Difusa

lones en Equilibrio W Q
con Solucién —-[ 9 9 9 )

Figura 15. Doble capa vista de dos maneras diferentes. Del lado izquierdo se observan los
cambios en la densidad de la carga alrededor del coloide, del lado derecho la distribucién
de los iones positivos y negativos. (Accedido el 01 de agosto de 2015, desde
http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/dyna/rt/printerFriendly/1715/11607 ).
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El factor mas importante que afecta el potencial Z es el pH. Por ejemplo, si tuviéramos una
particula en suspensién con un potencial Z negativo, si se afiade una base para alcalinizar la
suspension, las particulas tienden a adquirir una carga mas negativa. Si se afiade un acido a
esta suspension se alcanzard un punto en el que se neutraliza la carga negativa. Cualquier otra
adicion de acido puede causar una acumulacion de carga positiva. Por lo tanto un potencial Z

sera positivo a pH's bajos y negativo a pH's altos (Figura 16).
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Figura 16. Comportamiento tipico del potencial Z con respecto
al pH (Accedido el 01 de Agosto de 2015, desde
http://www.biophysics.bioc.cam.ac.uk/files/Zetasizer Nano_us
er_manual Man0317-1.1.pdf).

El punto en el que el diagrama pasa por el potencial Z cero se denomina punto isoeléctrico.

Normalmente es el punto en el que el sistema coloidal es menos estable
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II1.

HIPOTESIS.

Si se incluye el par-ion TBC-AG en la elaboracién de NP’s por el método de emulsificacion-

difusion, entonces se incrementard la eficiencia de encapsulamiento de un farmaco

hidrosoluble (AG).

IV.

OBJETIVO GENERAL.

Encapsular un firmaco hidrosoluble modelo (Acido Glicirricinico) en nanoparticulas

poliméricas por medio del método emulsificacion-difusion en conjunto con la interaccion par-

i6nico para mejorar la eficiencia de encapsulamiento de este farmaco.

V.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Elaborar NP’s por el método de emulsificacion-difusion con la inclusion de la
interaccion par-ionico utilizando el TBC como contra-ion del AG para mejorar la
particion de este farmaco en un medio no acuoso (acetato de etilo) e identificar como
esta interaccion puede modificar las caracteristicas de las NPs.

Incluir la interaccion par-iénico a 3 relaciones equimolares TBC-AG (1:1, 2:1 y 3:1)
dentro del método emulsificacion-difusion como una nueva variable para incrementar
la eficiencia de encapsulacion de un farmaco hidrosoluble (AG).

Caracterizar las nanoparticulas mediante la determinacion del tamafio de particula y su
potencial Z por medio de la DLS y Movilidad electroforética, respectivamente, su
morfologia por Microscopia electronica de barrido, las interacciones polimero-
componentes de la formulacion por DSC y el porcentaje de encapsulacion por HPLC

para determinar las ventajas o desventajas de la interaccion par-idnico.
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PARTE EXPERIMENTAL.

Polimeros y Surfactantes

>
>

Alcohol Polivinilico (PVAL); Sigma-Aldrich, EUA.
Acido  poli  (lactico  co-glicolico)  (PLGA)  50:50;  Lakeshore

Biomaterials®;Brookwood Pharmaceuticals, EUA.

Reactivos

>
>
>

Cloruro de tetrabuil amonio (TBC); Sigma-Aldrich, EUA.
Biftalato de potasio; Fermont, México.

Hidréxido de sodio; Fermont, México.

Activos

Solventes

>
>
>

Acetato de Etilo; J.T. Baker, México.
Acido Acético Glacial; J.T. Baker, México.
Metanol HPLC; J.T. Baker, México.

Equipos e instrumentos

>

VvV V.V V V V VYV V VY

Parrilla Eléctrica con Agitacion; Cimarec®, Thermoline, EUA.
Balanza analitica; Boeco®, Alemania.

Ultracentrifuga; Optima® LE-80K, Beckman, EUA.
Centrifuga; Hettich® EBA 12, EUA.

Agitador Mecénico; Ultraturrax T18%, IKA, EUA.

Horno Mecéanico; Thelco GCA® 18, EUA.

Rotaevaporador; Polyscience®, EUA.

pHmetro; Corning® 430, EUA.

Ultrasonicador; Branson® 5210, EUA.

Liofilizadora; Labcono®, EUA.
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» HPLC; Varian Prostar® 400, EUA.

> DSC, TA Instruments® Q10; EUA.

» Medidor de Tamafio de particula, Potencial Z; Zetasizer Nano ZS®, EUA.
> Milli-Q®, Francia.
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El siguiente diagrama muestra el resumen de la metodologia experimental de este trabajo.

Figura 17. Diagrama de flujo experimental.
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1. Formacion del Par-I6n Cloruro de tetrabutilamonio-Acido Glicirricinico (AG-TBC).

Para la formacion del par-ion (Figura 19) se utilizéo el TBC (Sigma-Aldrich, EUA) como
contra-idon, siendo el AG (Sigma-Aldrich, EUA) el anién. Se probaron 3 relaciones
equimolares entre el AG y el TBC, las cuales fueron 1:1, 2:1 y 3:1, siendo constante la
cantidad de AG y la variante el TBC. El procedimiento siguiente se realizo a estas 3 relaciones

equimolares.

Fase acuosa: En 40 ml de una solucion bufer de Biftalatos pH= 5.4 previamente saturada con
22 ml de Acetato de etilo se disolvio el PVAL al 5%, que actiia como agente estabilizante de
la emulsion y evita la agregacion de particulas. Una vez disuelto se agregaron 157.89 mg de
AG reactivo comercial con agitacion constante hasta disolver y el TBC de la misma manera,

hasta disolver.

Tabla 1. Componentes y cantidades utilizadas para la elaboracion de las NP’s.

FASE ORGANICA FASE ACUOSA (Sol. Bufer
COMPONENTE (Acetato de etilo) de Biftalatos pH=5.4)

1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1

Acido Glicirricinico (mg) N/A N/A N/A 150 150 150
Cloruro de tetrabutilamonio | 227.1 454.2 681.3 227.1 454.2 681.3

(mg)

PVAL (% p/v) N/A N/A N/A 5% 5% 5%
PLGA 50/50(mg) 200 200 200 N/A N/A N/A

Fase organica: Se tomaron los 20 ml del mismo Acetato de etilo que se utilizé en la saturacion
de la fase acuosa, en €l se colocod y disolvid la misma cantidad de TBC disuelta en la fase

acuosa para mantener el equilibrio de esta sal (Figura 18).
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R=H

Figura 18. A) Cation del TBC (Accedido el 15 de agosto de 2015, desde
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tetrabutylammonium_chloride ) ; B) Estructura
molecular del AG (Pompei et al., 2009).

Posteriormente, se tomaron las dos fases y se colocaron en un embudo de separacion para
realizar la particion del par-i6n de la fase acuosa a la fase orgénica agitando y dejando reposar
por 30 minutos (tiempo al cual se observa la separacion total de las fases). Una vez realizado
esto se recuperaron las fases para posteriormente realizar la elaboracion de las NP’s. En la

tabla 1 se muestran los componentes de la fase orgénica y acuosa a cada relacion equimolar

que se estudio.

Bufer de  Biftalatos
pH=5.4 saturada en
Acetato de etilo (Fase
acuosa), PVAL 5%, AG,
TBC.

Agitacion
y  1eposo
de 30 min.

Acetato de etilo (Fase
organica)

Figura 19. Formacion del par-ion AG-TBC.
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2. Elaboracion de las NP's por el método de emulsificacion-difusion con la inclusion de
la interaccion Par-Idnico.

Se elaboraron NP’s de PLGA 50:50 por el método de emulsificacion-difusion (Figura 20). Se
tomaron 20 ml de la fase orgénica del procedimiento anterior y en esta se disolvieron 200 mg
PLGA 50:50 con agitacion constante aproximadamente durante 40 min. Una vez disuelto el
polimero se emulsiond esta fase orgdnica en la fase acuosa, con un agitador mecanico
(Ultraturrax T 18®, IKA, EUA) a 16,000 rpm/5 min. Esta se estabilizd6 con PVAL al 5%.
Posteriormente se llevo al rotaecvaporador para realizar la formacion de las NP’s por el arrastre

de la fase organica a 30°C y 90 rpm/15 min.

Una vez formadas las NP’s se lavaron tres veces con agua destilada, centrifugandolas a 36,000
rpm / 20 min utilizando una ultracentrifuga (Optima® LE-80K, Beckman, EUA). Estas NP’s
se suspendieron en la minima cantidad de agua destilada, se congelaron a -20 °C y se
liofilizaron durante 24 horas, para posteriormente determinar las interacciones entre los
componentes de la formulacion y el AG por medio de DSC. Otras muestras de NP’s sin
liofilizar fueron almacenadas en viales de vidrio para su caracterizacion. Solo en el caso de la
determinacion del porcentaje de encapsulacion por HPLC se realizé un solo lavado con agua
destilada. Para las demas pruebas (tamafio de particula, potencial Z y morfologia) se realizaron
tres lavados, se re-suspendieron con agua destilada y se realizaron las pruebas de

caracterizacion.

Fase organica:
Acetato de etilo,
PLGA 50:50,
Par-Io6n.

Fase acuosa: >
Bufer Biftalatos
pH=5.4, PVA
5%, Cloruro de
tetrabutilamonio

16,000 rpm/5 min. 30°C, 90 rpm/15 min NP’s de PLGA
50:50/AG

Figura 20. Esquematizacion del proceso de elaboracion de las NP’s por el método emulsificacion-
difusion.
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3. Caracterizacion.

a. Tamafio de particula.

La determinacion del tamafio de las NP’s se realizo6 empleando un medidor del tamafio de
particula y potencial Z (Zetasizer Nano ZS®, EUA). Las NP’s se lavaron tres veces para
eliminar el exceso de PVAL a 36,000 rpm/20 min con agua destilada y posteriormente se
analizaron. Se realizaron mediciones por triplicado a tres lotes diferentes de cada relacion
equimolar estudiada (1:1, 2:1 y 3:1) para calcular el tamano de particula promedio en cada

Caso.

b. Potencial Z

La determinacion del potencial Z se realizd empleando un medidor del tamafo de particula y
potencial Z (Zetasizer Nano ZS®, EUA). Las NP’s se lavaron tres veces para eliminar el
exceso de PVAL a 36,000 rpm/20 min con agua destilada y posteriormente se analizaron. Se
realizaron mediciones por triplicado a 3 lotes diferentes de cada relacion equimolar estudiada

(1:1, 2:1 y 3:1) para calcular el potencial Z promedio en cada caso.

c. Morfologia.

Se observd la morfologia de las NP’s por medio de Microscopia Electronica de Barrido
utilizando un microscopio electrénico de barrido de bajo vacio LV-SEM JSM 5600
(resolucion de 5 nm), con un voltaje de 20 kV y 12-20 Pa de presion de camara. Las NP’s se
lavaron 3 veces previamente para eliminar el exceso de PVAL a 36,000 rpm/20 min con agua
destilada, se re-suspendieron con la minima cantidad de agua destilada y se almacenaron en

viales para su analisis.

d. Interacciones farmaco-excipiente.

Se identificaron las interacciones AG-PLGA 50:50, AG-PVAL y AG-Cloruro de

tetrabutilamonio que presentan las NP’s por medio de Calorimetria Diferencial de Barrido
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utilizando un DSC (TA Instruments® Q10; EUA). Para esta prueba una vez recuperadas las
NP’s de cada relacion equimolar estudiada (1:1, 2:1 y 3:1) se suspendieron en la minima
cantidad de agua destilada, se congelaron a -20 °C y se liofilizaron durante 24 horas, se
almacenaron en viales de vidrio con papel parafilm y se llevaron al DSC. Los componentes de

la formulacion se analizaron de forma individual (PLGA 50/50, PVAL, AG y TBC)

4. Efecto de la proporcion del TBC sobre la encapsulacion del AG.

Esta prueba se realizd por medio de la determinacion del % de encapsulacion obtenido por la
inclusion de la interaccion par-ionico. La prueba se realizo por triplicado a tres lotes diferentes
de cada relacién equimolar estudiada (1:1, 2:1 y 3:1) para calcular el % de encapsulacion

promedio en cada caso utilizando la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC).

a. Preparacion de la muestra.

Los sistemas coloidales se centrifugaron a 36,000 rpm/50 min en una ultracentrifuga
(Optima® LE-80K, Beckman, EUA) de los cuales se obtuvo una pastilla por cada sistema, las
cuales se expusieron a calor dentro de un horno mecanico (Thelco GCA® 18, EUA) a una
temperatura de 35°C/ 24 hrs. Las pastillas secas se colocaron en agitacion constante con agua

destilada durante 5 dias.

Posteriormente se centrifugaron a 15,000 rpm/20 min y el sobrenadante se analizd6 por HPLC

(Varian Prostar® 400, EUA) a las siguientes condiciones:

Fase Movil: Metanol — Agua — Acido Acético (57:37:6).
Velocidad de flujo: 1.5ml/min.

Volumen de inyeccion: 100pul.

Columna de fase reversa: C18 (Dimetiloctadecil) 25X4.6mm.
Deteccion: 254nm.

Concentracion de la muestra: 1 ml de la muestra aforado en 10 ml de agua destilada.
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Para este analisis se recupera una pastilla de NP’s por cada sistema, estas se exponen a calor
dentro de un horno mecanico para eliminar el exceso de agua a una temperatura de 35°C/ 24
hrs. Las pastillas secas se colocaron en agitacion constante con agua destilada durante 5 dias

para romper la pelicula formada por el polimero y provocar la migracion del AG.

Posteriormente, se centrifugo este sistema separar el polimero. Se toma 1 ml del sobrenadante

y se lleva a un volumen de aforo de 10 ml con agua destilada. Este sistema se inyecta en el

HPLC.

Para obtener el porcentaje de encapsulacion primero se calculd la cantidad tedrica de AG

correspondiente al peso de la muestra si se lograra encapsular el 100% del AG:

PESO DE LA MUESTRA(mg) X 150 mg AG

AG TEORICO ENCAPSULADO =
200 mg de PLGA 50/50

Una vez calculado este valor, se realizd la siguiente operacion para determinar el % de

encapsulacion, considerando al valor calculado arriba como el 100%:

mg DE AG ENCAPSULADO EN LA MUESTRA x 100

% DE ENCAPSULACION = _
° AG TEORICO ENCAPSULADO

b. Curva de calibracion.

Para la curva de calibracion (Tabla 2) se pesaron exactamente 50 mg de AG con una pureza de
95.0%. Esta cantidad se disolvi6 y se llevd a un volumen de aforo de 10 ml con agua destilada

en un matraz volumétrico. De este se tomaron 2 ml y se llevaron a un volumen de aforo de 100
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ml con agua destilada para tener una concentraciéon de 100 mcg/ml (STD). A partir de estos

estandares se realizaron 5 sistemas. Cada sistema fue leido por triplicado a 254 nm.

Tabla 2. Curva de Calibracion de AG.

SISTEMAS
REACTIVO
BCO 1 2 3 4 5
STD de AG 0 ml 4ml | 6ml | 7ml | 9ml | 10 ml
Agua destilada 10 ml 6ml | 4ml | 3ml Iml | Oml

Para considerar adecuada esta curva de calibracion se determind el coeficiente de variacion

(C.V.), el cual debe ser < 2 %, asi como un coeficiente de correlacion (R?)> 0.99 (CIPAM.,

2006).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Formacion del par-ién (TBC-AG).

La formacion del par-i6n se realiza para mejorar la solubilidad del AG en un medio en el cual
no es soluble, es decir, en la fase orgénica y el uso de tres relaciones equimolares se debid al
interés de conocer como este afecta o mejora la particion del AG. El AG fue disuelto en un
Bufer de Biftalatos pH= 5.4 (saturado previamente con la fase organica) para permitir que se
mantuviera en su forma mas ionizada, de acuerdo a sus tres pka’s (Figura 21). De esta manera
se permite tener disponible la molécula del AG para formar un par-ion. El uso de una sal de
amonio como lo es el TBC tiene que ver con el hecho de que estas sales cuando se encuentran
en solucion producen iones que se mantienen cargados positivamente sin importar el pH de la
solucion (también llamados cationes de sales cuaternarias de amonio) pues tienen una
estructura NR4" en donde los radicales son grupos alquilo.
(http://ec.europa.eu/health/opinions/en/biocides-antibiotic-resistance/glossary/pqrs/quaternary-

ammonium-cation.htm). Estos cationes serdn los encargados de formar el Par-I6n con el AG.

pH

/' oM

H* H:GA H:GA HGA-
| v ¢

| i
1]

Figura 21. Constantes de disociacion del AG.

I

I
471
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La formacion de este par-idon se da cuando la molécula del AG mantiene una interaccion
intima con el TBC debido a que tienen cargas opuestas, pero sin formar un enlace. Esta
interaccion puede ser afectada por dos situaciones, la primera provocada por un desequilibrio
en la concentracion del TBC en ambas fases, es por eso que se adiciono ese contra-ion tanto en

la fase acuosa como en la fase organica en cantidades iguales para evitar que una vez que se
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encuentre en la fase organica no migre a la fase acuosa, disminuyendo la cantidad de AG
disponible, y la segunda, debido a que una parte de la fase organica parte hacia la fase acuosa,
lo que provocaria que el AG que se encuentra en ella no esté disponible para ser encapsulado,

es por esto que la saturacion de fases se realiza previamente a la formacion del par-ion.

2. Caracterizacion.

2.1.  Tamafo de particula.
La determinacion del tamafio de las NP’s se realizo utilizando la técnica de la dispersion
dindmica de la luz. Una vez lavadas las NP’s (para evitar que la presencia del PVAL genere
resultados falsos) se realizaron mediciones por triplicado a tres lotes diferentes de cada
relacion equimolar estudiada (1:1, 2:1 y 3:1). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

3.

Tabla 3. Evaluacion de tamafio de particula para las NP’s obtenidas.

TAMANO DE PARTICULA (nm)
SISTEMA (TBC-AG)

LOTE 1:1 2:1 3:1
A 149.8 162.5 129.4
B 149.1 134.4 152.1
C 148 1385 136.7
PROMEDIO 148.9 145.1 139.4
DESV. STD 0.90 15.17 11.58

Nota: cada lote fue analizado por triplicado y los valores presentados son
un promedio de esos 3 valores

Como se puede observar en la Figura 22, se lograron obtener NP’s con tamafo promedio de
1489 nm, 145.1 nm y 1394 nm para las relaciones equimolares 1:1, 2:1 y 3:1
respectivamente. Estos resultados verifican tanto que el método utilizado permite obtener
particulas de tamafio nanométrico, las cuales se deben encontrar dentro un limite de tamafio,

desde 5 nm hasta 1000 nm (1 um) (Quintanar et al., 1998) asi como la formacion de las NP's
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no se ve afectada por la inclusion de la interaccion par-ionico pues estas cumplen con el
tamafio y también, como mas adelante veremos, con la morfologia. De acuerdo a esto, el
sistema mas conveniente por tener un tamafio mas pequefio es el 3:1. Ademas podemos
observar en la figura 22, que el aumento en la proporcion del TBC provoca una reduccion en
el tamano de particula, de esta manera el aumento del tamafio de particula es directamente
proporcional a la disminucion del TBC, al ser el tnico factor variable. Sin embargo, las
diferencias de tamafio entre los sistemas no son tan notables y estadisticamente no existe una

diferencia significativa entre ellos de acuerdo al andlisis de varianza simple (ver anexo 2).

El tamano de particula se ve afectado al disminuir la presencia del contra-ién ya que éste
mejora la estabilidad de las NP’s, evitando que estas aglomeren mas rapidamente, esta

caracteristica se analizara con el potencial Z en la siguiente seccion.

x=148.96
150 6=0.90

148

x=145.13

146

m1l:1

144

142 m2:1

140 w31

138

Tamaiio de particula promedio
(nm)

136

134

Figura 22. Tamafios de particula obtenidos a las
diferentes relaciones equimolares estudiadas.

| UNAM, FES CUAUTITLAN.

45

N



2.2. Potencial Z

Tabla 4. Evaluacion del Potencial Z para las NP’s obtenidas.

POTENCIAL Z (mV)

SISTEMA (TBC-AG)

LOTE

SEMANA

PROMEDIO

DESV. STD.

Nota: cada lote fue analizado por triplicado y los valores presentados son
un promedio de esos 3 valores.

Como se puede observar en la Figura 23, se obtuvieron NP’s con un potencial Z promedio de
-8.28, -9.40 y -11.0 mV para las relaciones equimolares 1:1, 2:1. y 3:1 respectivamente. Se
puede observar que el potencial Z se ve modificado como el tamafio de particula, por la

presencia del TBC.

El incremento de esta sal favorece al sistema coloidal pues incrementa la estabilidad al
incrementar el potencial. Se puede decir entonces que el aumento del potencial Z es
directamente proporcional al aumento del TBC. Sin embargo, de acuerdo al analisis de

varianza, no existe diferencia significativa entre cada relacién equimolar (ver anexo 2).
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ml1
m2:1
m3:1

Potencial Z (mV)

x=-11.0

-12

0=2.69

Figura 23. Potenciales Z de las NP’s obtenidos a las diferentes relaciones
equimolares estudiadas. Nota: Estos valores corresponden a los obtenidos al inicio
del analisis.

De acuerdo al andlisis de varianza no hay diferencias significativas entre los valores de
potencial y tamafios de particula, pero se resalta como la inclusiéon del contra-ion TBC reduce
el tamafo e incrementa la estabilidad de las NP’s de PLGA 50/50 con AG. En los 3 sistemas
el potencial se mantuvo constante durante 30 dias en los cuales se monitored, en muestras
almacenadas a condiciones de temperatura y presion ambiente (Tabla 4) pero el sistema mas

estable es el correspondiente a la relacion 3:1 con un potencial Z=-11 mV.

De acuerdo al potencial Z la carga que presentan las NP’s que se elaboraron es negativa, esto
se debe a que se utilizd como fase acuosa para la elaboracion de las NP’s una solucion bufer
de Biftalatos a un pH de 5.4 y debido a que el potencial Z de un sistema coloidal se ve
afectado por la presencia de iones (ya sea cationes o aniones) este pH provoca que se tenga
un potencial negativo y bajo pues a valores de pH por debajo del punto isoeléctrico se
presentan potenciales altos y con carga positiva, por encima de este se tienen potenciales bajos
y negativos, dependiendo de la concentracion de iones H™ sera el la carga y el potencial.
Aunque el tipo de carga no es un indicativo de la estabilidad de los coloides, no asi el valor de
la carga, en nuestro caso los potenciales de las tres relaciones estudiadas son menores a -30
mV lo que representa que nuestro sistema coloidal es poco estable debido a que la linea

general entre suspensiones estables e inestables se toma como -30 mV o + 30 mV
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considerando que las particulas que tienen potenciales Z fuera de estos limites son
considerados sistemas estables, si todas las particulas en suspension tienen un alto potencial Z
negativo o positivo, entonces estas se repelen entre si y no floculan, pero si existen fuerzas de
repulsion bajas o potenciales Z bajos (sin importar si son positivos o negativos), estas tenderan
a flocular unas con otras pues su fuerza de repulsion no es tal para lograr mantenerse

separadas entre ellas y por lo tanto, estables (Larsson et al., 2012)

La eleccion del pH de la fase acuosa se baso en la compatibilidad que presentaron los
componentes de la formulacion y principalmente a que se pretendia provocar que el AG se
encontrara en forma de anién, a un pH mas alto que su ultimo pKa. Aunque el uso de este
valor de pH propicio la formacion del par-idn también generd un potencial Z bajo y un sistema

coloidal poco estable.

El TBC al ser una sal cuaternaria de amonio, genera un catiéon de amonio cuaternario, que a
diferencia de los primarios, secundarios o terciarios, este mantiene su carga positiva
permanentemente sin importar el pH de la solucidén, pues al ser una amina cuaternaria no
presenta electrones libres, manteniendo una carga positiva en todo momento, razon por la cual

se utiliza como contra-ion.

Este cation del TBC se encuentra “apareado” al AG, por la interaccion par-ion y se une a la
superficie del PLGA 50/50 debido a que este polimero tiene un grupo carboxilo final (COOH)
en su estructura, lo que puede facilitar la retencion del contra-idn en la superficie del polimero

y por ende del AG.

Asi como se ve afectado el tamafio de particula y el potencial Z por el contra-i6n, también el

porcentaje de encapsulacion se puede ver afectado.
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2.3. Morfologia.

Se observo la morfologia de las NP’s por medio de Microscopia Electrénica de Barrido. Las

imagenes se observan en la Figura 24.

25kl X18.808 1 mm
L]

Figura 24. Micrografias que muestran la morfologia de las NP’s sintetizadas. A 'y
B) NP’s cargadas con AG, C) NP’s Placebo.

El objetivo principal de observar las NP’s por microscopia diferencial de barrido es el de
identificar la morfologia que presentan, también se puede utilizar esta prueba para verificar
que el tamafio de particula medido es el correcto. En la Figura 25 se puede observar que se

obtienen NP’s con una morfologia de tipo esférica. En estas muestras, la presencia del AG y
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del TBC generan una modificacion en el potencial Z del PLGA 50/50 puesto que se puede
observar que existen aglomeraciones de NP’s en las muestras que fueron cargadas con AG
(Figura 25 A y B), mientras que en la muestra de NP’s placebo (Figura 25 C) no existen estas
aglomeraciones, pues estas NP’s de PLGA 50/50 son estables y tienen un potencial Z igual a -
30mV. Al incluir dentro de la formacion al AG y al TBC provocan cambios de potencial y

generan las aglomeraciones.

Hasta esta prueba, no se puede determinar si la presencia del TBC es la responsable de
provocar estos cambios, tanto en la morfologia y el tamafio como en el potencial Z, o si el
responsable es el AG, esto se determinard una vez analizados los termogramas de los 3
sistemas de NP’s estudiados y su comparacion con el correspondiente al del AG y PLGA

50/50 y también al determinar y analizar el porcentaje de encapsulacion obtenido.

2.4. Interacciones farmaco (AG)-polimero (PLGA, PVAL).

El andlisis de las muestras por DSC ayuda a determinar la interaccion del fairmaco con el
polimero en el que se encuentra, ademas, nos da informacion util sobre la morfologia del
polimero (que ya se conoce) y el estado de dispersion solido del farmaco asociado al sistema
polimérico. Las interacciones entre fairmaco y los excipientes a menudo resultan en cambio,
apariciéon o desaparicion de picos endotérmicos o exotérmicos (Ceschel et al., 2003). En

nuestro caso los termogramas obtenidos se pueden observar a continuacion en la Figura 25.
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Figura 25. Termogramas de las muestras analizadas. Nota: Los valores de temperatura
sefalados en el termograma corresponden al inicio de los eventos térmicos.

Podemos observar el termograma correspondiente al PLGA 50/50 (en negro) muestra como
este polimero tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) que comienza a los 32.80°C, este
resultado se aproxima al rango de temperatura que se describe en la bibliografia el cual
comienza a los 42°C y termina a los 55°C (Khan et al., 2012). E1 PLGA 50/50, es un polimero
con estructura amorfa que no presenta por lo tanto, un proceso de cristalizacion, de ahi que no
se observe en el termograma la presencia de un evento térmico correspondiente a la fusion de

un cristal.

Debido a que el PLGA 50/50 sufre una hidrdlisis formando acido lactico y glicdlico (los
cuales son metabolitos naturales) es de gran utilidad pues es un polimero seguro para el

organismo. El 4cido lactico se degrada en dioxido de carbono y acido citrico y el acido
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glicdlico se excreta con la orina o se oxida en acido glioxilixo (Pirooznia ef al., 2012). Esta es
la razén de que se utilice como el componente principal de las NP’s ademas de su aplicacion,

como ya sabemos, de transportador de farmacos.

En el termograma correspondiente al AG (en verde) se pueden observar dos eventos térmicos
importantes: el primero la deshidratacion a los 64.45 °C y el segundo evento correspondiente
al punto de fusion a los 174.27 °C aunque también ha sido reportado como la descomposicion

de la fraccion del 4cido glucurénico convirtiéndose en acido glicirretinico (Sui et al., 2012).

En el caso del PVAL (en rojo) se observan tres endotermas: el primero a los 30.1 °C
correspondiente a la temperatura de transicion vitrea, el segundo a los 62.70 °‘C que

corresponde a la deshidratacion y el ultimo a los 170.19 °C perteneciente al punto de fusion.

Los 3 termogramas restantes son los correspondientes a las NP’s elaboradas con la interaccion
par-ion TBC-AG. Al comparar el termograma de la interaccion 1:1 (TBC-AG) (en café) con
los demas se logra identificar el evento térmico que corresponde a la Tg del PLGA 50/50, a los
46.80 °C y el segundo evento identificado es a los 167.60 °C el cual corresponde al punto de
fusion del PVAL. En cuanto a los eventos que se observan al principio del termograma estan
relacionados con impurezas o contaminacion de la muestra analizada, puesto que no se

presentan en los otros dos.

En el termograma correspondiente a la relacion 2:1 (TBC-AG) (en azul marino) se observa el
primer evento térmico relacionado con la Tg del PLGA 50:50 a los 38.80 °C y el segundo a los
175.8 °C que corresponde al punto de fusion del PVAL (el cual no se observa tan claramente

como en el primer sistema).

En las NP’s correspondientes a la relacion 3:1(TBC-AG) el evento relacionado con la Tg del
PLGA 50:50 se observa a los 40.05 °C y un segundo evento se observa a los 140.31 °C el cual
siendo el endoterma mas cercano a la temperatura de fusion del PVAL se determina que hay

relacidn entre ambos eventos.

En los 3 casos, la Tg del PLGA 50:50 es diferente, esto se debe a la presencia del contra-i6n
TBC, el cual tiene la caracteristica de ser higroscopico y su punto de fusion se encuentra en un

intervalo de 47 a 50 ° C. Al ser su punto de fusion cercano a la Tg del PLGA 50/50 éste
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modifica esta Tg, como se puede observar en los tres casos (1:1, 2:1 y 3:1) se observa que
cada evento térmico tiene un diferente valor de temperatura en comparacion con el del PLGA

50:50 solo.

Al ser el PLGA el componente principal de las NP’s los termogramas de los sistemas
coloidales que contienen a éste polimero deben presentar las mismas transiciones de calor que
el del polimero solo. Es por esto que la aparicion de algun cambio sugerird la presencia de
interacciones entre los componentes de la formulacion y que serdn representadas por la
aparicion de picos o ausencia de estos. Esto se observa en los 3 termogramas de los sistemas
de NP’s analizados en los cuales se identificd que el segundo evento térmico corresponde al
punto de fusion del PVAL, puesto que la temperatura a la cual se observa el endoterma del
punto de fusion del PVAL es mas cercana al correspondiente a la descomposicion del AG,
ademds se debe de considerar que éste estabilizante se encuentra en mayor cantidad en la

formulacion que el AG.

La ausencia de cambios muy significativos en el termograma de las NP’s es importante pues
se descarta que se vea afectada alguna de las caracteristicas especificas del PLGA 50:50, como

lo es el tiempo de degradacion.

2.5.  Efecto de la proporcion del TBC sobre la encapsulacion del AG.

Esta prueba se realizé por medio de la determinacion del porcentaje de encapsulacion obtenido
por la inclusion de la interaccidon par-idnico. La prueba se realizd por triplicado a tres lotes
diferentes de cada relacion equimolar estudiada (1:1, 2:1 y 3:1) para calcular el porcentaje de
encapsulacion promedio en cada caso por medio de HPLC.

a. Curva de calibracion

Los resultados se muestran en la Tabla 5 en la que se determino el C.V.
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Tabla 5. Curva de calibracion de AG.

MUESTRA | CONCENTRACION AREA AREA/CONCENTRACION
(w/ml)

1A 1698165 42454.1
1B 40 1761959 44048.9
1C 1742555 43563.8
2A 2657880 44298.0
2B 60 2495468 41591.1
2C 2571431 42857.1
3A 2945089 42072.7
3B 70 2971431 42449.0
3C 2971614 42451.6
4A 3845609 42728.9
4B 90 3840265 42669.6
4C 3844730 42719.2
5 4385930 43859.3
5B 100 4221870 42218.7
5C 4233631 42336.3

PROMEDIO 42821.2

DESV. STD 776.5

C.V. (%) 1.81

Cada punto fue preparado por triplicado. Se determinaron los parametros estadisticos como la

desviacion estandar, el promedio y con ello el C.V., el cual es de 1.813 % lo cual es menor a

2% (CIPAM, 2006), por lo tanto, es factible el uso de esta curva de calibracion para la

cuantificacion del AG en las muestras.

La Figura 26 muestra la representacion grafica de las lecturas obtenidas en area vs

concentracion, del cual se obtuvo la ecuacion de la linea recta y el coeficiente de correlacion

que es > 99%. Este criterio, junto con el C.V. que es < a 2% son parametros suficientes para

considerar util esta curva de calibracion.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion del AG en las NP’s.
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Figura 26. Curva de calibracion para cuantificacion del AG mediante HPLC y
sus parametros de regresion.
Tabla 6. Cuantificacion del AG encapsulado en las NP’s.
PESO DE , PROI:?EDIO
LA ‘ CONCENTRACION % DE
SISTEMA | LOTE | \iiypsTRA AREA (mg/ml) ENCAPSULACION ENC A]?,];UL A
(mg) CION
A 98.3 1,088,782 0.62907 1.5188 1.6046
1:1 B 95.5 1,154,264 0.66761 1.6591
(TBC-AG) | C 101.1 1,204,098 0.69694 1.6360
A 109.8 1,426,278 0.82770 1.7890 1.9805
2:1 B 114.4 1,979,883 1.15352 2.3930
(TBC-AG) ¢ 94.5 1,210,414 0.70066 1.7596
A 115.9 4,087,134 2.39372 4.9017 4.6525
3:1 B 113.8 3,460,265 2.02478 4.2227
CECCCNNG 115.8 4,026,797 235821 4.8331
A 99.2
*X B 1025 | *Sin lectura N/A N/A N/A
C 105.4

*Sistema sin la inclusion de la interaccion par-idnico. La cantidad encapsulada esta por
debajo del limite de cuantificacion, por lo que no se obtuvo lectura.
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De acuerdo a estos resultados, el uso de la interaccion par-idnico entre el AG y el TBC
provoca un incremento en la encapsulacion del AG en las NP’s, pues al realizar la elaboracion
de las NP’s sin la inclusion previa de la interaccion par-idnico no se obtuvo lectura en el
cromatograma correspondiente, debido a que la cantidad de AG no sobrepaso el limite de
deteccion y por ende el limite de cuantificacion. Como ya fue revisado en el marco teorico el
AG es hidrosoluble, lo que significa que es una molécula poco encapsulable en NP’s por los
métodos ya vistos, sin embargo, al incluir al TBC y provocar la formacion de la interaccion
par-idnico se provoca un incremento de la encapsulacion del AG al aumentar la presencia de
este contra-idn, pues mejora la particion del AG en el acetato de etilo; lo que permitio realizar

la facil extraccion del AG de la fase acuosa o de la solucidon bufer al acetato de etilo.

El TBC mejora la particion del AG porque existe un apareamiento idnico en el cual tanto el
AG (anidn) como el TBC (catidon) forman por atracciones coulombicas un par-ion. Tal par-ion
tiene la caracteristica de ser, de acuerdo a la clasificacion vista en el marco teodrico, del
segundo tipo, en el cual la parte positiva se encuentra mayormente expuesta y libre para ser
solvatada, o en nuestro caso, disponible para poder interactuar a nivel idnico con la superficie
del PLGA 50/50, que por tener un grupo carboxilico final, puede ser atraido hacia ella,

obteniéndose asi la adsorcion del AG en su superficie.

De acuerdo a estos resultados, los porcentajes de encapsulacion de los sistemas 1:1 y 2:1 son
muy bajos (1.60 y 1.98% respectivamente) y el sistema que presenta una mejor encapsulacion
es el de la relacion TBC-AG 3:1 con un 4.65% de los 150 mg de AG que contiene la
formulacion; entre los primeros dos sistemas no se encuentra una gran diferencia, esto se

verifico mediante el analisis de varianza (ver anexo 2).

A pesar de presentar un incremento del porcentaje de encapsulacion en relacion al incremento
del contra-i6n, la cantidad encapsulada en los tres casos es muy baja. El porcentaje de
encapsulacion se puede ver afectado por dos razones, la primera debido a que al momento de
realizar la emulsion de las fases, el AG que se extrajo de la fase acuosa por la interaccion par-
16nico al encontrarse de nuevo en contacto con esa fase tiende a regresar a ella y la segunda
debido a que la cantidad utilizada de PLGA 50/50 en la formulacion y el cual es el principal

componente de las NP’s no fue la suficiente, al no existir el suficiente polimero, el AG que se
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encuentra disponible al momento de la precipitacion del PLGA 50/50 en NP’s no se

encapsula en su totalidad, quedando un aproximadamente un 95 % de este fuera de las NP’s.

Zheng et al (2011) realizo la encapsulacion del AG mediante el método de gelificacion idnica
utilizando iones de calcio y como base derivados de carboximetil quitosano, obteniendo
porcentajes de encapsulacion entre 61.9 y 62.7 %. La cuantificacion se realizo de igual manera
por HPLC pero se cuantifico la cantidad fuera del sistema y por diferencia de concentraciones

se obtuvo la cantidad encapsulada.

El método de gelificacion idnica tiene la caracteristica en comparacion con el de
emulsificacion-difusion de no presentar los puntos criticos que puedan representar perdida del
farmaco AG inicial, como son tiempos largos de disolucion de excipientes o emulsificantes, el
uso de solventes orgénicos y puntos donde exista contacto entre el farmaco hidrosoluble y una
fase acuosa, contrario al método utilizado en el cual una vez formado el par-i6n, esta
interaccion se ve afectada por el contacto del AG con la fase acuosa tanto al momento de

realizar la emulsion como al realizar la difusion.

Mientras que Aguilar et al (2014), reportan que utilizando el método desplazamiento de
solvente elaboraron NP’s de Poli (metil vinil éter-co-anhidrido maleico) PVM/MA con una
cantidad de AG encapsulado de 15.07 pg por cada mg de NP’s. Esto es més aproximado a
nuestro resultado en comparacidn con el primer autor, ya que por el método de emulsificacion-
difusion con la inclusion del par-ién se logran encapsular 11.29 pg de AG por cada mg de

NP’s.
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VIII. CONCLUSIONES.

Se replico el método de emulsificacion-difusion incluyendo la interaccion par-iénico y
se identifico que la inclusion de una sal de amonio como contra-i6n (TBC) dentro de la
formulacion mejora el tamafio de particula disminuyéndolo y el potencial Z,
aumentandolo.

El incremento en el porcentaje de encapsulacion del método emulsificacion-difusion se
debe a que el apareamiento i6nico entre el TBC y el AG mejora la afinidad de este
farmaco hidrosoluble a un medio no acuoso (acetato de etilo) aumentando su
disponibilidad para ser encapsulado ademas el porcentaje de encapsulacion es
directamente proporcional al incremento del TBC, siendo el sistema 3:1 (TBC-AG) el
que presenta el mayor porcentaje de encapsulacion (4.65%).

El método emulsificacion-difusion con la inclusion de la interaccion par-ionico (TBC-
AG) tiene la desventaja en los 3 caso estudiados (1:1, 2:1, 3:1) de presentar una baja
estabilidad por tener valores de potencial Z por debajo del valor sobre el cual se
consideran estables (= 30 mV), en relacién a su tamafio estas cumplen con esta
caracteristica al estar dentro del rango establecido (desde 5 nm hasta aproximadamente
1000 nm) y su morfologia es de tipo esférica sin embargo, de los 3 casos el sistema 3:1
(TBC-AQG) es el que presenta el tamafio de particula mas pequefio (139.4 nm) y la
mejor estabilidad (potencial Z igual a -11 mV) y su analisis calorimétrico no muestra la
aparicion de eventos no relacionados con los componentes de la formulacion, solo se
resalta la ausencia de eventos térmicos del AG debido a la baja encapsulacion

obtenida.
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IX.  PERSPECTIVAS.

Dentro de las perspectivas para este trabajo esta el estudio de otras variables en la elaboracion
que influyen principalmente en la eficiencia de encapsulacion del método sobre un farmaco
hidrosoluble, como lo es el aumentar el porcentaje del polimero utilizado en la formulacion,
encontrar una interaccion par-ion mas afin al medio organico o un contra-ién que provoque
una mejora en €l porcentaje de farmaco extraido de la fase acuosa y por lo tanto que mejore la

afinidad de este al solvente organico.

Realizar la validacion del método analitico que se utilizo, de tal manera que los resultados

obtenidos sean mas exactos y se demuestre la reproducibilidad del método.

Acortar los tiempos del método en general, de tal manera que se agilice el proceso de

elaboracion de las NP's.

Realizar un estudio de liberacion del AG encapsulado en las NP’s que permita tener un

panorama general de su comportamiento.
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ANEXO 1: Como trabaja la DLS

En la dispersion dindmica de la luz, se mide la velocidad a la cual las particulas estan
difundiendo debido al movimiento browniano. Esto se hace mediante la medicion de la

velocidad a la que la intensidad de la luz dispersada fluctia (Malvern Instruments., 2006).

Imaginemos una celda, que contiene particulas las cuales son estacionarias, es iluminada por
un laser y una pantalla se utiliza para ver la celda de la muestra (Figura 1). Entonces se puede
observar que los espacios oscuros es en donde las adiciones de fase de la luz dispersada son
mutuamente destructivas y se anulan entre si (figura 2-A) mientras que las manchas brillantes
de luz son donde la luz dispersada por las particulas llega con la misma fase e interfiere
constructivamente para formar una mancha brillante (Figura 2-B) (Malvern Instruments.,

2006).

Haz
ncidente

Laser

Figura 1. Representacion
esquematica de la  dispersion
dinamica de la luz.

Para un sistema de particulas sometidas a movimiento browniano, estas se encuentran
formando nuevos patrones pues se observa como la posicion de cada mancha esta en constante
movimiento. La velocidad a la que se producen las fluctuaciones de intensidad dependera del
tamafio de las particulas (Malvern Instruments., 2006). En la Figura 3 se ilustran

esquematicamente las fluctuaciones de intensidad tipicas que surgen de una dispersion de
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particulas grandes y de una dispersion de particulas pequefias. Las particulas pequefias son

causa de que la intensidad varie més rapidamente que las grandes.

S,

Las particulas provocan
cambios en la fase de la luz

Figura 2. Adiciones de la fase de la luz dispersada. La sefial observada
depende de la fase de la luz dispersada que llega al detector.

Particulas largas

Tiempo

Particulas pequenas

Tiempo

Figura 3. Fluctuaciones de intensidad
tipicas por particulas grandes y pequenas.
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Un sistema de dispersion dindmica de la luz tipico consta de seis componentes principales
(Figura 4). En primer lugar, un laser (1) que proporciona una fuente de luz para iluminar la
muestra contenida en una celda (2) para concentraciones diluidas, la mayor parte del haz de
laser pasa a través de la muestra, pero en algunos casos es dispersada por las particulas dentro
de la muestra en todos los dngulos. Un detector (3) se utiliza para medir esta luz dispersada.
En la serie Zetasizer Nano, la posicion del detector serd en cualquiera de 173° o 90 °,
dependiendo del modelo. La intensidad de la luz dispersada debe estar dentro de un rango
especifico para que el detector la mida con éxito. Si se detecta un exceso de luz, entonces el
detector se saturara. Para superar esto, un atenuador (4) se utiliza para reducir la intensidad de
la fuente del laser y por lo tanto reducir la intensidad de la dispersion. Para las muestras que
no dispersan mucha luz, tales como particulas muy pequefias o muestras de baja
concentracion, la cantidad de luz dispersada se debe aumentar. En esta situacion, el atenuador
permitira pasar mas luz laser a través de la muestra. Para las muestras que dispersan mas luz,
como las particulas grandes o muestras con mayor concentracion, la intensidad de la luz

dispersada se debe disminuir (Malvern Instruments., 2006).

Laser Zetasier
Nano S 173° [A)
o Nano ZS 173 @
Nano S90 90* f6)
Nano ZS90 90° 5]

Atenuador D ' o
: @D tect:
© 2 etector
L.
& . Detector
e an
‘Celda

@ ) | Procesador digital
N .
P 5

Iy
v

Figura 4. Configuraciones Opticas de la serie Zetasizer Nano para las

mediciones de dispersion dinamica de la luz. ‘ -
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> Movilidad electroforética.

El Zetasizer Nano calcula el potencial Z mediante la determinacion de la movilidad
electroforética y posteriormente la aplicacion de la ecuacion de Henry. La movilidad
electroforética se obtiene mediante la realizacion de un experimento de electroforesis en la
muestra y la medicion de la velocidad de las particulas utilizando Laser Doppler Velocimetry
(LDV) (Malvern Instruments., 2006). La movilidad electroforética se mide mediante un
sistema de micro-electroforesis clasico (Figura 5), este sistema consta de una celda con
electrodos en cada extremo al que se aplica un potencial. Las particulas se mueven hacia el

electrodo de carga opuesta (Malvern Instruments., 2006).

» Laser Doppler Velocimetry

Laser Doppler Velocimetria (LDV) es una técnica utilizada para medir la velocidad de las
particulas pequefias dentro de las corrientes de un fluido que se mueven a la velocidad del

fluido que se esta midiendo en la electroforesis.

Electrodo (d_@

Capilar

Figura 5. Sistema de micro-electroforesis utilizado
en el Zetazasier Nano series de Malvern.
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La luz dispersada en un angulo de 17 © se combina con el haz de referencia (Figura 6). Esto
produce una sefial de intensidad fluctuante donde la tasa de fluctuacion es proporcional a la
velocidad de las particulas. Un procesador de sefial digital se utiliza para extraer las

frecuencias caracteristicas de la luz dispersada.

&

L

Figura 6. Las particulas dispersan la luz provocando fluctuaciones

que son proporcionales a su velocidad.

Para evitar mediciones equivocas se realiza un refinamiento del sistema que implica la
modulacion de uno de los haces de laser con un espejo oscilante. Esto da una medida
inequivoca de la sefal del potencial Z. Un segundo beneficio del modulador es que las
particulas de baja o de movilidad cero dan una igualmente buena seiial, por lo que la medicion

es tan exacta como para las particulas con una alta movilidad (Malvern Instruments., 2006).

» Medicion del potencial Z.

El sistema de medicion de potencial Z se compone de seis componentes principales (Figura 7).
En primer lugar se utiliza un laser (1) para proporcionar una fuente de luz para iluminar las
particulas dentro de la muestra; para las mediciones de potencial Z se divide esta fuente de luz

para proporcionar un incidente y el haz de referencia.
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El haz de laser pasa a través del centro de la celda de la muestra (2), y se detecta la dispersion
en un angulo de 17 °. Al insertar la celda, las terminales de la celda permiten que el sistema
reconozca el tipo de celda, y se configura el software para utilizar la secuencia de medicion

correcta (Malvern Instruments., 2006).

Cuando un campo eléctrico es aplicado a la celda, las particulas se mueven lo que hara que la
intensidad de la luz detectada fluctue con una frecuencia proporcional a la velocidad de las

particulas.

Un detector envia esta informacion a un procesador de sefial digital. Esta informacion luego
se pasa a un ordenador, donde el software Zetasizer Nano produce un espectro de frecuencia

de la que se calcula la movilidad electroforética y la informacion del potencial Z.

La intensidad de la luz dispersada dentro de la celda debe estar dentro de un rango especifico
para que el detector mida con éxito. Si se detecta un exceso de luz, entonces el detector estara
sobrecargado. Para superar esto un atenuador se utiliza para reducir la intensidad del laser y
por lo tanto reducir la intensidad de la dispersion. Para muestras que no dispersan la cantidad
de luz necesaria, tales como particulas muy pequefias o muestras de baja concentracion, la
cantidad de luz dispersada se debe aumentar. El atenuador automaticamente pasara mas luz a

través de la muestra.

Para las muestras que dispersan mas luz, como las particulas grandes o muestras de mayor
concentracion, la cantidad de luz dispersada se debe disminuir. El atenuador reducird
automaticamente la cantidad de luz que pasa a través de la muestra (Malvern Instruments.,

2006).
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ANEXO 2: ANOVA para las pruebas de caracterizacion.

» Tamaio de particula.

Tabla 1. ANOVA para tamaiio de particula por relacion equimolar (TBC-AQG)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 139.087 2 69.5433 0.57 0.5930
Intra grupos 731.033 6 121.839
Total (Corr.) 870.12 8

La tabla ANOVA descompone la varianza de tamafo de particula en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es
igual a 0.570781, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del tamafio de particula entre un nivel de relacion

quimolar (TBC-AGQG) y otro, con un nivel del 95.0% de confianza (Figura 22).

Relacion

equimolar
(?BC— 4 A 2 P = 0.5030

AG)

I N O = O ™ = I T SR = W SR = B
-11 -6 -1 4 9 14 19

Figura 7. ANOVA para el tamafio de particula.
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> Potencial Z.

Tabla 2. ANOVA para potencial Z por relacion equimolar (TBC-AG)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razo6n-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 4.54709 2 2.27354 0.27 0.7750
Intra grupos 51.2743 6 8.54571
Total (Corr.) 55.8214 8

La tabla ANOVA descompone la varianza de potencial Z en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
1.15185, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto
que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de potencial Z entre un nivel de relacion

equimolar (TBC-AG) y otro, con un nivel del 95.0% de confianza (Figura 25).

Relacion
equimolar 2 & & P=03773
(TBC-
AG)
.. oo . . 0O 0,0 00 . . oo,
-31 -2 141 -0.1 0.9 19 29

Figura 8. ANOVA para el potencial Z.
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» Porcentaje de encapsulacion.

Tabla 3. ANOVA para porcentaje de encapsulacion por relacion equimolar (TBC-AG)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|16.5701 2 |8.28507 90.98 0.0000

Intra grupos |0.546395 6 [0.0910659

Total (Corr.)|17.1165 8

La tabla ANOVA descompone la varianza del porcentaje de encapsulacion en dos

componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F,

que en este caso es igual a 90.9788, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado

dentro-de-grupos.

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media del porcentaje de encapsulacion entre

un nivel de relacion equimolar (TBC-AG) y otro, con un nivel del 95.0% de confianza (Figura

30).

Relacion
equimolar
(TBC-
AG)

P = 0.0000

0805H g

-2.5

-0.5

15

3.5

5.5

Figura 9. ANOVA para él porcentaje de encapsulacion
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ANEXO 3: Informacion de andlisis por HPLC y Zetasizer Nano ZS®

Title : Muestra 1:1

Run File : d:\tesistas\luis\pruebas\sal 2\1 en 5\1.1 1.5.run
Method File : D:\Tesistas\Luis\Metodo AG.mth

Sample ID : 1.1 L.5

Injection Date: 18/08/2007 05:13 a.m. Calculation Date: 18/08/2007
05:33 a.m.

Operator : Luis Detector Type: ProStar/Dynamax (2
Volts)

Workstation : DATOS Bus Address : 24

Instrument : Varian Star #1 Sample Rate : 5.00 Hz

Channel : 1 = INTGR 1 Run Time : 20.003 min

** LC Workstation Version 6.41 ** 03169-2690-AE7-0761 **

Run Mode : Analysis

Peak Measurement: Peak Area
Calculation Type: Percent

Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1/2
Status
No. Name () (min) (min) (counts) Code (sec)
Codes
5.0648 1.229 0.000 219228 BV 9.4
66.9714 1.367 0.000 2898854 VB 4.7
27.9639 10.557 0.000 1204098 BB 33.8
Totals: 100.0001 0.000 4328496
Total Unidentified Counts : 4328497 counts
Detected Peaks: 3 Rejected Peaks: 0 Identified Peaks: O
Multiplier: 1 Divisor: 1 Unidentified Peak Factor: O
Baseline Offset: 50192 microVolts LSB: 1 microVolts
Noise (used): 1688 microVolts - monitored before this run
Vial: 2 Injection Number: 1 Injection Volume: 100 ul
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Title : Muestra 2:1

Run File : d:\tesistas\luis\pruebas\2.1 1.2.run

Method File : D:\Tesistas\Luis\Metodo AG.mth

Sample ID : Sob L.2 S.2 2.1

Injection Date: 06/05/2007 07:05 a.m. Calculation Date: 06/05/2007
07:25 a.m.

Operator : Luis Detector Type: ProStar/Dynamax (2
Volts)

Workstation : DATOS Bus Address : 24

Instrument : Varian Star #1 Sample Rate : 5.00 Hz

Channel : 1 = INTGR 1 Run Time : 20.003 min

** LC Workstation Version 6.41 ** 03169-2690-AE7-0761 **

Run Mode : Analysis

Peak Measurement: Peak Area
Calculation Type: Percent

Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1/2
Status
No. Name () (min) (min) (counts) Code (sec)
Codes
35.4862 1.323 0.000 1131804 BB 7.9
2.4372 2.354 0.000 77732 BB 5.1
62.0766 8.751 0.000 1979883 BB 39.1
Totals: 100.0000 0.000 3189419
Total Unidentified Counts : 3189419 counts
Detected Peaks: 3 Rejected Peaks: 0 Identified Peaks: O
Multiplier: 1 Divisor: 1 Unidentified Peak Factor: O
Baseline Offset: 84683 microVolts LSB: 1 microVolts

Noise (used): 2695 microVolts - monitored before this run
Vial: 4 Injection Number: 1 Injection Volume: 100 ul
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Title : Muestra 3:1

Run File : d:\tesistas\luis\pruebas\datos 2\3.1.run

Method File : D:\Tesistas\Luis\Metodo AG.mth

Sample ID : 4B

Injection Date: 05/02/2007 07:51 a.m. Calculation Date: 05/02/2007
08:03 a.m.

Operator : Luis Detector Type: ProStar/Dynamax (2
Volts)

Workstation : DATOS Bus Address : 24

Instrument : Varian Star #1 Sample Rate : 5.00 Hz

Channel : 1 = INTGR 1 Run Time : 12.003 min

** LC Workstation Version 6.41 ** 03169-2690-AE7-0761 **

Run Mode : Analysis

Peak Measurement: Peak Area
Calculation Type: Percent

Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1/2
Status
No. Name () (min) (min) (counts) Code (sec)
Codes
2.3672 1.219 0.000 83896 BB 0.0
97.6328 8.804 0.000 3460265 BB 40.8
Totals: 100.0000 0.000 3544161
Total Unidentified Counts : 3544160 counts
Detected Peaks: 2 Rejected Peaks: 0 Identified Peaks: O
Multiplier: 1 Divisor: 1 Unidentified Peak Factor: O
Baseline Offset: 10602 microVolts LSB: 1 microVolts

Noise (used): 1352 microVolts - monitored before this run

Vial: 81 Injection Number: 1 Injection Volume: 100 ul
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Size Distribution Modal Analysis

va.1

Sample Details
Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

Lote 2 1:1 Sal21
TP SAL 2.s0p

Malvern

File Name: LuisMa.dts Dispersant Name: Water

Record Number: 49 Dispersant RI: 1.330

Material Rl: 1.59 Viscosity (cP): 0.8872

Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de 2...
System
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 50
Count Rate (kcps): 239.5 Measurement Position (mm): 5.50

Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11

Results

Z-Average (d.nm):
Pdl:
Intercept:

Result quality :

Size (d.nm... Width (d.nm... % Intensity : Volume : Number

149.1 Peak 1: 171.8 77.25 97.9
0.207 Peak 2: 4722 767.2 2.1
0.707 Peak 3: 0.000 0.000 0.0
Good

69.7 100.0
30.3 0.0
0.0 0.0

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

" Record 49: Lote 2 1:1 Sa
Record 51: Lote 2 1:1 Sal23

121

Record 50: Lote 2 1:1 Sal22
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Zeta Diagnostics Report

v2.3

Maivern Instruments Ltd - © Copyright 2008

Malvern

Sample Details

Sample Name: L.21.18al23
SOP Name: NP-ZUMpotZ.sop
File Name: LuisMa.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 54 DispersantRl:  1.330
Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de ... Viscosity (cP): 0.8872
System B
Temperature (°C): 25.0 Zeta Runs: 20
Count Rate (kcps): 62.3 Measurement Position (mm): 2.00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 8
Results Result quality: Good
Zeta Potential (mV): -5.49
Zeta SD (mV): 9.49 Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Mobility (umem/Vs):  -0.4302 Peak 1: -5.49 100.0 9.49
Mobility SD (umem/Vs): 0.7443 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Wall Zeta Potential (mV): -10.2 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Effective Voltage (V): 148
Conductivity (mS/cm): 0.244
Zeta Potential Distribution Electrophoretic Mobility Distribution
£ 200000 £ 20000071y
= 3
Q Q
O 100000 © 1000007*
5 2 '
e o4 — i i 2 0 bt
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV) Mobility (umem/Vs)
Frequency Shift Phase Plot
.'é’ 200000 : g :
3 : & .
© 100000 ! 2 :
8 : s .
;9 0+ r - i + n o 1 + t + i
0 100 200 300 400 500 0.0 1.0 20 3.0
Frequency (Hz) Time (s)
Zeta Potential Voltage and Current Statistics Graph (3 measurements)
> 5
o 798 @ 2000007t
8 g §1soooot --------- R IREE
g 2 30 © 1000007 -
Voltage (Record 52: L.2 1,1 Sal 2 1) ® 50000? . :
Voltage (Record 53: 1.2 1.1 Sal 2 2) R oF B o
Voltage (Record 54: L.2 1.1 Sal 2 3) 100 0 e
Current (Record 52: 1.2 1.1 Sal 2 1) - 100
———— Current (Record 53: L..2 1.1 Sal 2 2) Apparent Zeta Potential (mv)
Current (Record 54: 1.2 1.1 Sal 2 3)
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Size Distribution Modal Analysis

v2.1

| Malvern |

Sample Details
Sample Name:

SOP Name:

General Notes:

Lote 2 2.1 Sal 21
NP-LUISMA-TP.sop

File Name: LuisMa.dts Dispersant Name: Water

Record Number: 73 Dispersant Rl: 1.330

Material Rl: 1.59 Viscosity (cP): 0.8872

Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de 2...
System
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 50
Count Rate (kcps): 177.6 Measurement Position (mm): 5.50

Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11

Results

Z-Average (d.nm):
Pdl:
Intercept:

Result quality :

Size (d.nm... Width (d.nm... % Intensity : Volume : Number

134.4 Peak 1: 157.8
0.197 Peak 2: 4390
0.698 Peak 3: 0.000
Good

74.71 97.9
923.9 21
0.000 0.0

77.8 100.0
22.2 0.0
0.0 0.0

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 73: Lote 22.1 Sal 2 1
Record 75: Lote 2 2.1 Sal 2 3

Record 74: Lote 2 2.1 Sal 2 2
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Zeta Diagnostics Report

v2.3

Maivern instruments Ltd - © Copyright 2008

Sample Details
Sample Name: Lote 32.1Sal21
SOP Name: NP-ZUMpotZ.sop
File Name: LuisMa.dts
Record Number: 76

Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de ...

Malvern

Dispersant Name: Water
DispersantRl: 1.330
Viscosity (cP): 0.8872

System
Temperature (°C): 25.0
Count Rate (kcps): 199.1
Cell Description: Clear disposable zeta cell
Results Result quality: (ood

Zeta Potential (mV): -9.08
Zeta SD (mV): 6.94
Mobility (umem/Vs): -0.7117
Mobility SD (umcm/Vs): 0.5437
Wall Zeta Potential (mV): -4.54
Effective Voltage (V): 148
Conductivity (mS/cm): 0.0431

Zeta Runs: 20

Measurement Position (mm): 2.00

Attenuator: 10

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
-9.08 100.0 6.94
0.00 0.0 0.00
0.00 0.0 0.00
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Size Distribution Modal Analysis

v2.1

Malvern

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

Lote 33:1 Sal23
NP-LUISMA-TP.sop

File Name: LuisMa.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 100 Dispersant Rl: 1.330
Material Rl: 1.59 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de 2...
System
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 50
Count Rate (kcps): 151.7 Measurement Position (mm): 5.50

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 11

Results

Size (d.nm... Width (d.nm...
Peak 1: 168.5 87.65

Z-Average (d.nm): 136.7
Pdl: 0.206 Peak 2: 4573 838.3
Intercept: 0.712 Peak 3: 0.000 0.000
Result quality : Good

% Intensity : Volume : Number

98.8 84.8 100.0
1.2 15.2 0.0
0.0 0.0 0.0

Intensity (Percent)
o a o
N S (=2 (e o N REs

Size Distribution by Intensity

o

Size (d.nm)

Record 98: Lote 3 3:1 Sal2 1
Record 100: Lote 33:11 Sal23

Record 99: Lote 3 3:1 Sal 2 fJ
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Zeta Diagnostics Report

v2.3

Malvern Instruments Ltd - © Copyright 2008

Sample Details

Sample Name: L.33.18al23
SOP Name: NP-ZUMpotZ.sop
File Name: LuisMa.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 103 Dispersant RIl:  1.330
Measurement Date and Time: miércoles, 09 de octubre de ... Viscosity (cP): 0.8872
System
Temperature (°C): 25.0 Zeta Runs: 20
Count Rate (kcps): 273.0 Measurement Position (mm): 2.00

Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 9

Results Result quality: Refer to quality report

Zeta Potential (mV): -5.32
Zeta 8D (mV): 9.55
Mobility (umemiVs): -0.4167
Mobility SD (umcm/Vs): 0.7487
Wall Zeta Potential (mV): -17.5
Effective Voltage (V): 149
Conductivity (mS/cm): 0.423

Peak 1:
Peak 2:
Peak 3:

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
-5.32 100.0 9.65
0.00 0.0 0.00
0.00 0.0 0.00

Zeta Potential Distribution Electrophoretic Mobility Distribution
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S 2000001+ rrire e ey © 2000001 - i
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