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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las infecciones ginecolégicas es un problema recurrente en la poblacion mexicana. La
administracion de farmacos empleando nanoparticulas poliméricas biodegradables como
vehiculos prometedores con la capacidad de controlar la liberacién de la molécula activa
en el sitio de accion puede ser el tratamiento mas eficaz para el combate de infecciones

vaginales que afectan la salud de las mujeres como las infecciones causadas por hongos.

En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) tan sélo en 2007 otorgd 153,642
consultas en primer nivel de atencion con diagndstico de vulvovaginitis
(http://www.saludbc.gob.mx). La vulvovaginitis es cualquier proceso inflamatorio de la
vagina y la vulva. Puede producirse por causas infecciosas o no infecciosas. La vaginosis
bacteriana y la candidiasis vulvovaginal son consideradas como las infecciones
ginecoldgicas mas comunes. Existen varios factores asociados con el crecimiento de estos
padecimientos como: los cambios hormonales relacionados con la menstruacion, el
empleo de anticonceptivos orales, la administracion de antibiéticos, duchas

intravaginales, ropa interior ajustada, entre otros (Cu, 2011).

La administracidon de imidazoles es considerado como el tratamiento de eleccién para
combatir la vulvovaginitis causada por Candida albicans, Gardnerella vaginalis y
Trichomonas vaginalis. De los antifungicos locales el mas utilizado sigue siendo el
clotrimazol, su eficacia terapéutica sobrepasa el 85% y ha sido el patrén de referencia de
nuevos imidazoles (Cararach, 2013). El clotrimazol altera la permeabilidad de la
membrana celular del hongo por la unién con fosfolipidos. Tras su administracion tépica

es minimamente absorbido, su accién es local (Carrillo, 2013).

Con este trabajo se pretende desarrollar nanoparticulas biodegradables a base poli (e-
caprolactona) cargadas con clotrimazol por el método desplazamiento de solvente bajo
accion de ultrasonido para que puedan ser una alternativa en el tratamiento eficaz de

infecciones vaginales.



OBJETIVOS

2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo General:

Obtener nanoparticulas poliméricas biodegradables cargadas con clotrimazol aplicando el
método modificado de desplazamiento de solvente bajo accién de ultrasonido para que

puedan ser usadas en el tratamiento de vulvovaginitis.

2.2. Objetivos Particulares:

e Obtener nanoesferas cargadas con clotrimazol como principio activo a partir del
método desplazamiento de solvente bajo accidon de ultrasonido para el posible
tratamiento de candidiasis vulvovaginal.

e Determinar las condiciones 6ptimas de ultrasonido para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas a partir de la adecuacion del método desplazamiento
de solvente considerando como variables de respuesta el tamafio de particula e
indice de polidispersién para mejorar el proceso de elaboracién.

e Obtener informacién sobre el comportamiento de las nanoparticulas a partir de la
caracterizaciéon de las mismas para conocer su morfologia, tamafio de particula,
indice de polidispersion, potencial z, eficiencia de encapsulamiento, exceso de

estabilizante y cristalinidad.

® Evaluacién de los perfiles de liberacidn in vitro del clotrimazol (principio activo) a
partir de las nanoparticulas poliméricas, usando bolsas de didlisis para analizar y

describir el mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacién.



MARCO TEORICO

3. MARCO TEORICO
3.1. Generalidades de la vagina

La vagina es un drgano que pertenece al sistema reproductor femenino. Este sistema se

clasifica de la siguiente manera (Garcia, 2011):
1. Genitales internos: Ovarios, Utero, Trompas de Falopio y Vagina (Figura 1).
2. Genitales externos: Vulva y Glandulas mamarias.

La vagina consiste en un tubo plegable fibromuscular en forma de S de ente 6 y 10 cm de
longitud, se extiende desde el cuello del utero hacia el exterior y, se encuentra entre la
vejiga y el recto. Tiene funciones relacionadas con la descarga de fluido vaginal, la
descarga de menstruacion, la concepcién y las relaciones sexuales (das Neves, 2006 y

Hussain, 2005).

VISTA FRONTAL VISTA LATERAL
Trompa uterina (de Falopio)

Utero 1l il : ' Vejiga urinaria
Endometrio

Conducto
endocervical

Uretra

Hueso
pubis

Clitoris
uterino

Labio

Vagina

Figura 1. Sistema reproductor femenino (American Academy of Orthopaedic Surgeons, 2011).

La pared vaginal presenta una abundante red de vasos sanguineos y vasos linfaticos, lo
gue hace que sea una excelente via para la administracién de medicamentos tanto para
efectos locales como sistémicos (Yoo, 2011). La pared vaginal estd compuesta por tres

capas y la ubicacion de estas se ilustra en la Figura 2.
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e (Capa adventicia o tunica fibrosa: consta de tejido conjuntivo eldstico muy

vascularizado.

e Capa muscular o tunica muscular: consta de dos capas de fibras musculares lisas. (1)

Externa: fibras longitudinales e (2) Interna: fibras circulares

e Tunica mucosa o capa epitelial: De color rosado, tiene pliegues transversales llamados
rugosidades que aumentan drasticamente su area superficial (Hussain, 2005 y Ross,
2008). El espesor del epitelio es de 200 a 300 um aproximadamente (das Neves,

2006).

Epitelio

Mucosa  Submucosa Capa Muscular Capa Adventicia

Figura 2. Representacion esquemdtica de la histologia de la vagina. (Rodriguez-Antolin, 2012).

3.1.1. Flujo vaginal

Aunque la vagina no posee ninguna glandula, secreta gran cantidad de liquido llamado
flujo vaginal. Este flujo esta constituido principalmente por secreciones del Utero, cérvix,
trasudacién de los vasos sanguineos y secreciones menstruales. El flujo vaginal es
expulsado a través del orificio vaginal, por la presién y movimientos abdominales que
contraen las paredes de la vagina. Este flujo tiene la funcién de barrera, no permite el
paso de moléculas de gran tamafio y atrapa moléculas que contienen una carga superficial

(Cu, 2011, Hussain, 2005 y Lai, 2009).
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La cantidad y composicidon del flujo vaginal cambia durante el ciclo menstrual. Las mujeres
en edad reproductiva producen aproximadamente 3.4 g de secreciones en un lapso de 4
horas, mientras que la descarga producida en mujeres posmenopausicas se reduce al 50
%, la excitacion sexual puede afectar el volumen y la composicién del flujo vaginal. El
espesor del flujo vaginal y el tiempo de eliminacién son factores importantes para el
desarrollo de particulas destinadas a penetrar y superar estd barrera (Hussain, 2005 y Lai,

2009).

Debido a la cantidad limitada de fluido vaginal humano y su rapida degradacidn, ha hecho
que una gran cantidad de investigadores desarrollaran un fluido vaginal simulado (FVS)
compuesto esencialmente por NaCl, KOH, Ca(OH),, acido lactico, acido acético, glicerol,
urea y glucosa a un pH de 4.5, éste FVS es utilizado principalmente para pruebas in vitro

(Aka-Any-Graha, 2010).

3.1.2. pHvaginal

El pH varia en los distintos ciclos de la vida de una mujer. En la fase menstrual, el pH es de
6.8 a 7.2, en la fase premenstrual el pH es de 3.8 a 4.2 y durante el resto del ciclo el pH
varia entre 4.0 y 5.0 como se representa en la Figura 3 (http://salud.bayer.es). En general,
el pH de las secreciones vaginales varia entre 3.5 y 4.5 (Lai, 2009). Esto depende de la

cantidad de glucégeno en la superficie de la capa epitelial (Hussain, 2005).

El epitelio sufre cambios que coinciden con el ciclo menstrual. La cantidad de glucégeno
almacenado en las células epiteliales aumenta por la accidén de los estrégenos mientras
qgue el ritmo de exfoliaciéon aumenta por la accidon de la progesterona. El glucégeno
liberado por las células exfoliadas es fermentado por los lactobacilos vaginales, con lo que,
se forma &acido lactico que acidifica la superficie mucosa de la vagina e inhibe la

colonizacidn por levaduras y bacterias potencialmente dafinas (Ross, 2008).
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HIGIENE
INTIMA
DIARIA
—)
i )
v PremF:rs':trual Bs-428 | 7 .
Fase menstrual "8 -7,20
Resto del ciclo 4,0-500
| Embarazo F(4'2‘ |
Menopausia . - '7’6 -
7 -> pH
+ acido pH vaginal normal neutro 4+ pasico

Figura 3. pH vaginal en los distintos ciclos de la vida de una mujer (Modificado de
http://salud.bayer.es).

3.2. Epidemiologia de infecciones ginecoldgicas en el tracto reproductivo inferior

Las infecciones del tracto reproductor femenino son causadas por microorganismos que
normalmente estdn presentes o que son inducidos desde el exterior hacia el tracto vagina.
Las infecciones ginecoldgicas se pueden originar en el tracto reproductivo inferior y

superior las mas comunes son: (Martin-Aragén, 2009)

e En el tracto reproductivo inferior: Vulvovaginitis

e En el tracto reproductivo superior: Cervicitis y enfermedad pélvica inflamatoria

producidas por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrheae.

En el afio 2007, el Instituto Mexicano del Seguro Social otorgé 153,642 consultas en
Primer Nivel de Atencién con diagndstico de vulvovaginitis (http://www.saludbc. gob.mx).
La vulvovaginitis es un sindrome clinico caracterizado por un proceso inflamatorio de la
vagina y/o la vulva que se manifiesta con leucorrea, prurito, escozor, disuria y/o
dispareunia. Puede producirse por causas infecciosas o no infecciosas. Entre las causas
infecciosas destacan las causadas por Candida allbicans (Candidiasis vulvovaginal),
Gardnerella vaginalis (Vaginosis bacteriana) y Trichomonas vaginalis (Tricomoniasis)

(Martin-Aragén, 2009).
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La vaginosis bacteriana es considerada como una de las infecciones ginecoldgicas mas
comunes, es producida por diversas bacterias anaerobias entre las que destaca
Gardnerella vaginalis. La vaginosis bacteriana es la causa mas frecuente de flujo vaginal y
mal olor. Hasta el 50% de las mujeres que padecen vaginosis bacteriana pueden no

manifestar sintomatologia (Cu, 2011 y Perea, 2010)

La candidiasis vulvovaginal es el segundo padecimiento mas frecuente, estimandose que
del 50 al 75% de las mujeres sufren al menos un episodio a lo largo de su vida y el 65% de
ellas desarrollan candidiasis vulvovaginal recidivante, con mas de cuatro episodios al afo,
es decir, que pasaran de una colonizacién asintomadtica a una colonizacién sintomatica,
cuando haya una pérdida del equilibrio en la flora lactobacilar normal, principalmente por
variaciones del nivel de estrégenos. El 90% de los episodios de candidiasis vulvovaginal
son causados por Candida albicans y el 10% restante se debe a otras especies menos

frecuentes (Gonzales-Pedraza, 2007 y http://www.cadime.es)

La tricomoniasis es una enfermedad producida por el pardsito Trichomonas vaginalis. Las
mujeres con esta enfermedad presentan un rango amplio de manifestaciones clinicas
como: prurito y una secrecion vaginal profusa, blancuzca, verdosa o amarillenta y de olor

fétido, aunque también el 40 % de los casos son asintomaticos (Martin-Aragdn, 2009).

Otras enfermedades frecuentes a nivel vaginal son las enfermedades de transmision
sexual, estas enfermedades son adquiridas por la exposicién de la mucosa vaginal al virus
(por ejemplo el virus del herpes y del papiloma humano) durante el contacto sexual (Yoo,
2011). Por ello, la terapia antiviral pretende entregar los agentes directamente en la

superficie de la mucosa vulnerable (Cu, 2011).

3.3. Tratamiento de infecciones ginecoldgicas en el tracto reproductivo inferior

Como se menciond anteriormente, uno de los padecimientos ginecoldgicos mds comunes
en el tracto reproductivo inferior es la vulvovaginitis, causada principalmente por Candida

albicans, Gardnerella vaginalis y Trichomonas vaginalis.
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La administracion de imidazoles es considerado el tratamiento de eleccidon para combatir
este padecimiento. Entre los principales medicamentos administrados por via vaginal,
para el tratamiento de vulvovaginitis se encuentran los siguientes: clotrimazol,

clindamicina y metronidazol. Los tratamientos se describen en la Tabla 1 (Martin-Aragon,

2009).

Tabla 1. Farmacos utilizados para el tratamiento de vulvovaginitis de acuerdo al agente causal.

Contenido de

Agente Causal Tratamiento Presentacion o .
principio activo
Comprimido vaginal 500 mg
Candida spp Clotrimazol Ovulos 100 mg
Crema vaginal 2%
Gardnerella Clindamicina Crema vaginal 2%
vaginalis Metronidazol gel 0.75%
Tr/cho.mo?as Clotrimazol Comprimido vaginal 100 mg
vaginalis

3.3.1. Clotrimazol

La mayoria de los farmacos antifingicos utilizados en la actualidad son derivados
imidazélicos. Estos farmacos tienen la desventaja de ser fungistaticos y no fungicidas, es
decir, inhiben el crecimiento del hongo y no lo destruyen. Sin embargo, hay evidencia que
el clotrimazol actia como fungicida cuando es administrado de forma tdpica a nivel
vaginal en dosis mayores de 10 a 20 mg/L (Cararach, 2013 vy

http://mx.prvademecum.com/producto.php?producto=11245).
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El clotrimazol es un farmaco que pertenece al grupo de los antifungicos imidazélicos. El
clotrimazol es una base débil practicamente insoluble en agua, su solubilidad depende del
pH. Al disminuir el pH, la solubilidad del fdrmaco aumenta, debido a la presencia de los
atomos de nitrégeno en el anillo azol de su estructura quimica (Figura 4), es decir, los
atomos de nitrégeno se encuentran protonados en pH acido y le imparten naturaleza

polar (Borhade, 2012).

De los antifungicos locales el mdas utilizado sigue siendo el clotrimazol. Su eficacia
terapéutica sobrepasa el 85% vy es el patrén de referencia de los derivados de imidazol que
han ido apareciendo en el mercado (Cararach, 2013). Sus propiedades fisicoquimicas se

muestran en el anexo, seccién 9.1.

Figura 4. Estructura quimica del clotrimazol (Vista 3D obtenida en ACD/ 3D Viewer).

3.3.1.1. Farmacodinamia

Como derivado imidazdlico inhibe la enzima lanosterol-14-desmetilasa, necesaria para la
biosintesis del ergosterol, componente fundamental de la membrana celular fungica. Al
inhibir la sintesis del ergosterol, se produce una deficiencia que provoca la alteracion de la
permeabilidad de la pared celular del hongo y finalmente la lisis celular (Martin-Aragén,

2009). El mecanismo de accion se representa en la Figura 5.
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Caspofungina

1,3)-p-D-glucano
sintetasa

Pared celular fungica

V —

Membranacelular
del hongo

(Inhibe)

(Inhibe)
(1,3)-B-D- anosterol-14
glucano desmetilasa Ergosterol
l (Inhibe) // »
24-metileno
dihidrolanosterol

Clotrimazol demetilasa
Voriconazol

Figura 5. Mecanismo de accion de los diferentes antiftingicos (Modificado de Bidart, 2004).

3.3.1.2. Farmacocinética

El clotrimazol no se administra sistémicamente y después de la aplicacidon tépica sobre la
piel o vaginalmente las concentraciones plasmaticas son minimas. Por via vaginal, se
absorbe entre el 5y 10% de la dosis, la pequefa cantidad que se absorbe es metabolizada

en el higado y excretada en la bilis (http://www.igb.es/).

3.4. Sistemas farmacéuticos de aplicacion vaginal

En los ultimos afios, se ha estudiado a la vagina humana como una ruta alternativa para la
administracion de diversas clases de farmacos, tales como antimicéticos, microbicidas,
hormonas sexuales, entre otros (Yoo, 2011). Los farmacos administrados por via vaginal
no sufren el efecto de primer paso del metabolismo hepatico y pueden tener un efecto

local o sistémico (Hussain, 2005).
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3.4.1. Formas farmacéuticas convencionales

Actualmente, existen en el mercado mexicano diferentes formas farmacéuticas de
aplicacion vaginal, para el tratamiento de infecciones ginecoldgicas. Entre las formas
farmacéuticas convencionales se encuentran los évulos, geles, cremas y comprimidos
vaginales. Estas formas farmacéuticas se caracterizan por residir corto tiempo en el sitio

de accidn, debido a la produccion y desecho de las secreciones del cérvix.

Por otro lado, el uso de sistemas de liberacién convencional y la distribucién de los
pliegues vaginales hacen que el fdrmaco no acceda a la superficie de estos pliegues, como

se ilustra en la Figura 6 (Ensing, 2012).

También existen otros sistemas utilizados en la administraciéon de farmacos de aplicacién
vaginal, como los sistemas bioadhesivos, principalmente tabletas y geles. Estos sistemas
pueden adherirse a la capa de moco que recubre el epitelio, esperando permanecer el
tiempo suficiente para ejercer un efecto terapéutico (Abruzoo, 2013). Sin embargo, para
prevenir la expulsidon del farmaco también se han estudiado nuevas formas farmacéuticas
como pellets, microparticulas y nanoparticulas con el fin de que el farmaco entre en
contacto con toda la superficie del epitelio y pueda permanecer un periodo de tiempo

mas largo (Rodriguez, 2000).

3.4.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas han sido consideradas como vehiculos prometedores para la liberacién
de farmacos (Santos, 2014). En general, estos sistemas tienen la capacidad de: (Irache,
2008) Proteger el farmaco ante la degradacion desde la administracidon hasta su lugar de
accién, atravesar barreras bioldgicas, alcanzar las células diana donde ejercera su accion,
alcanzar compartimentos intracelulares y controlar la liberacién de la molécula activa en

su lugar de accién.

11
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Figura 6. Representacion esquemadtica de la administracion de farmacos de aplicacién vaginal

3.4.2.1.

Definicion

(Modificado de Ensing, 2012)

De acuerdo con la definicién de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM),

son particulas con longitudes que van de 1 a 100 nandmetros (Lewinski, 2007). En el

ambito farmacéutico y médico se definen como “Particulas coloidales sdélidas que varian

en tamano de 10 a 1000 nm compuestas de materiales macromoleculares en el que se

disuelve el principio activo (sustancia biolédgicamente activa), quedando atrapado,

encapsulado, adsorbido y/o unido”. Esta definicion fue adoptada por la enciclopedia de

Tecnologia Farmacéutica y la Enciclopedia de Nanotecnologia. (Kreuter 2007).
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3.4.2.2. Tamaiio de particula

Como se menciond anteriormente las nanoparticulas son particulas de tamafio
nanométrico. Un nandmetro presenta una longitud extremadamente pequeiia
correspondiente a la milésima parte de 1 um. Por ejemplo como se muestra en la Figura 7,
si un cubo con una longitud lateral de 1 cm se divide en cubos de 1 um y posteriormente
en cubos de 10 nm, el numero de particulas aumenta y la fraccién de dtomos o moléculas
situado en la superficie de las particulas son mas activas que las que estan dentro de las

particulas sélidas, lo que conduce a la facil union al ponerse en contacto con otros

materiales (Yokoyama, 2012).

/\\\‘j lcm

Figura 7. Cambio del drea de superficie especifica de un cubo sdlido (Modificado de Yokoyama,
2012)
A medida que se reduce el tamafio de particula de una sustancia se afecta el
comportamiento de los dtomos y/o moléculas, presentando diferentes propiedades fisicas

comparadas con las propiedades del material macromolecular.

Por lo tanto, el tamafio de particula influye en las caracteristicas y propiedades de las
nanoparticulas por lo que es esencial conocer el tamafio exacto de éstas (Yokoyama,

2012).

13
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3.4.2.3. Caracteristicas de las nanoparticulas

Los materiales tienen diferentes propiedades fisicas cuando se encuentra en tamafios
mayores al nivel nanométrico. Por lo tanto, el tamafio de particula influye de manera

importante en las caracteristicas de las nanoparticulas.
Las caracteristicas pueden variar conforme a lo siguiente:
I.  Aumento de la superficie

El incremento del drea superficial especifica influye en la reaccion de las particulas y

en la velocidad de disolucién (Yokoyama, 2012).
[I.  Activacion de la superficie de la particula

Al reducir el tamaiio de la particula de una sustancia se aumenta la superficie de
contacto. Los dtomos o moléculas situadas en la superficie seran mas activos que
aquellos atomos o moléculas situados dentro de la particula. Se facilita la unién con
otros materiales y provocan diversos cambios en las propiedades de la particula

(Yokoyama, 2012).

La activacién de superficie de una particula sera proporcional al aumento de la superficie,

es decir, ambas caracteristicas dependeran del tamafio de particula (Bensebaa, 2013).
3.4.3. Nanoparticulas poliméricas

El término nanoparticulas poliméricas (NPP) es un término colectivo dado a cualquier tipo
de nanoparticulas a base de polimero (Rao, 2011). Una caracteristica importante de este
tipo de nanoparticulas es que pueden encapsular farmacos de manera simple y el material

base utilizado para la preparacion puede ser un polimero biodegradables (Romero, 2012).
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Las nanoparticulas poliméricas (NPP) pueden distinguirse en dos subtipos de
nanoestructuras como se muestra en la Figura 8 (Santos, 2014). De acuerdo con el
proceso empleado en la preparacion pueden obtenerse nanocdpsulas o nanoesferas

(Saez, 2004).

Nanocapsulas Nanoesferas

Figura 8. Representacion esquemdtica de nanocdpsulas y nanoesferas poliméricas: a) fdrmaco
disuelto en el ntcleo oleoso o acuoso; d) fdrmaco atrapado, disperso, adsorbido y/o unido en la
matriz polimérica.

Los términos de nanocdpsulas y nanoesferas son usados especificamente para definir
estos dos subtipos de nanoestructuras poliméricas (Rao, 2011). Las nanocapsulas difieren
de las nanoesferas porque en su interior contienen un depdsito, es decir, un nucleo
liguido o semisdlido a temperatura ambiente (15-25 °C) este nucleo se encuentra rodeado
por un material sélido (polimero). El nucleo de las nanocdpsulas puede ser un nucleo
acuoso o un nucleo oleoso, por tanto, permite encapsular compuestos solubles en agua o
farmacos liposolubles (Vauthier, 2008). Por otro lado, las nanoesferas son particulas cuya
masa es solida, el farmaco puede quedar atrapado, disperso, adsorbido y/o unido en la

esfera (Rao, 2011).
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3.4.4. Métodos de preparacidon de nanoparticulas a base de polimeros.

Se han utilizado diferentes técnicas para preparar NPP. Las propiedades deben ser
optimizadas dependiendo de la aplicacidn. Con este fin, el modo de preparacion juega un

papel fundamental (Rao, 2011).

Existen dos procesos para la preparacidon de nanoparticulas poliméricas:
1. A partir de mondmeros, que se polimerizan durante la preparacion
2. A partir de polimeros preformados.

Los métodos a partir de mondmeros y polimeros preformados se esquematizan en la

Figura 9 y a continuacién se describiran los métodos mas relevantes.

Polimero Mondémero

L ° Polimerizacién
— NPP |
! e e
o ®

Dispersion

Figura 9. Representacion esquemdtica de las diversas técnicas para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas (Modificado de Rao, 2011)
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Hoy en dia, para preparar nanoparticulas poliméricas se da prioridad al uso de polimeros
preformados en lugar de mondmeros (Wachsmann, 2012). Los métodos desplazamiento
de solvente y emulsién-difusién son los mas utilizados, los procedimientos esquematicos
se representan en las Figuras 10 y 11. Ademads, se caracterizan por la sencillez del
procedimiento, alta eficiencia de encapsulamiento, alta reproducibilidad, bajo contenido
de contaminantes y bajo costo. (Mora-Huertas, 2011). Ambos métodos requieren la
mezcla de dos fases, organica y acuosa. La migracién del solvente orgdnico en agua
conduce a la formacién de particulas submicrénicas instantdneamente. (Mora-Huertas,

2011).

Los dos métodos permiten obtener eficiencias de encapsulamiento superior al 70% vy
carga del farmaco mayor a 10%; sin embargo, la técnica desplazamiento de solvente
presenta ventajas en comparacién con el método emulsién-difusiéon, debido a que

requiere menor energia, tiempo y cantidad de agua (Mora-Huertas, 2011).

a) Método Emulsidn-difusion

El método evaporacidon de solvente fue el primer método desarrollado a partir de
polimeros preformados (Rao, 2011). En el campo farmacéutico encuentra su principal
desarrollo gracias al trabajo pionero de Gurny et al.,, quien lo aplicé para producir

vehiculos biodegradables para el transporte del farmacos (Vauthier, 2008).

En 1995 Leroux et al. desarrollaron un nuevo método llamado emulsion-difusion,
obtuvieron nanoparticulas utilizando alcohol polivinilico como estabilizante y alcohol
bencilico como solvente, pero encontrd inconvenientes tales como la no
biodegradabilidad del alcohol polivinilico, el requerir altas concentraciones de

estabilizante y obtener un bajo rendimiento (Lee, 2013).

En 1996, Quintanar-Guerrero introdujo una modificacion en la metodologia (Romero,
2012). El método emulsidon-difusidon para preparar nanoparticulas consistia en tres fases:
organica, acuosa y de dilucidn. La fase organica es la solucién del polimero y el farmaco en

un disolvente orgdnico parcialmente miscible en agua, que ha sido previamente saturado.
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La fase acuosa es la solucién de un agente estabilizante, mientras que la fase de dilucién
es normalmente agua. La fase orgdnica se afade rapidamente a la fase acuosa (en maximo
5 segundos) (Mora-Huertas, 2011). Las fases se emulsionan por agitacion vigorosa.
Posteriormente, se diluye con exceso de agua para provocar la difusion del disolvente
hacia la fase externa, provocando la formacién de nanoparticulas (Noriega, 2011). El

disolvente organico se puede eliminar por destilacion (Romero, 2012).

El tamafio y la forma de las nanocdpsulas dependera de: La velocidad de cizallamiento de

emulsificacion, la concentracién del polimero y la relacién de dilucidn (Romero, 2012). Las
desventajas de este método es el uso de gran cantidad de agua, necesaria para eliminar el
solvente orgdnico y la fuga de farmaco soluble en agua durante la emulsificacion (Xiao-Yun

Lu, 2011).

b) Método desplazamiento de solvente

El método desplazamiento de solvente fue descrito y patentado por Fessi et al. El método
involucra una fase organica y una fase acuosa. La fase orgdnica consiste en disolver el
polimero y el farmaco en un solvente polar miscible en agua (la acetona se elige
generalmente como el solvente debido a su propiedad solubilizante), esta solucion (fase
organica) se adiciona por inyeccion a la fase acuosa bajo agitacion magnética.
Generalmente, la fase acuosa esta constituida por un agente estabilizante (por ejemplo
alcohol polivinilico). A medida que se adiciona la fase organica a la fase acuosa, las
nanoparticulas se forman instantdaneamente por la difusién del solvente al medio acuoso
provocando la insolubilidad del polimero el cual precipita. El solvente es eliminado de la
suspension a presidon reducida (Mora-Huertas, 2011). Muchos investigadores han
demostrado que el método desplazamiento de solvente es util para preparar
nanoparticulas. Sin embargo, Boom et al. (2015) menciona que en la actualidad las
investigaciones se centran en la adecuacion del método desplazamiento de solvente para
mejorar la carga de farmaco y la eficiencia de encapsulamiento, sin que ninguno muestre

interés en el efecto sobre el tamafio de particula e indice de polidispersidn.
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Fase organica
Polimero
(Solvente inmiscible en agua)
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Figura 10. Procedimiento esquemadtico y variables para la preparacion de nanoparticulas por el método emulsion-difusion (Modificado de Mora-
Huertas, 2011).
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Variables del proceso
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Figura 11. Procedimiento esquemadtico y variables para la preparacion de nanoparticulas por el método desplazamiento de solvente (Modificado
de Mora-Huertas, 2011).
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En el estudio reportado por Quintanar-Guerrero, et al., demostraron que el tamafio de
particula estd influenciado por la velocidad de agitacidn, es decir, que al aumentar la
velocidad de agitacidon se producen particulas de menor tamaio. El estudio se realizo
utilizando como estabilizante poloxdmero 188 a 1000, 1480, 2000 y 2460 rpm. Otras
variables son el tiempo de agitacidn, lo que sugiere que la formaciéon también depende del
tiempo, es decir, el tamano de particula puede variar si el tiempo de difusién es

insuficiente debido a la velocidad de inyeccion de la fase orgdnica.

Aubry y colaboradores también determinaron que el tamafo de particula puede ser
influenciado por el método de adicién, es decir, el orden en el que se adicionan las fases:
fase organica en la fase acuosa o viceversa (Mora-Huertas, 2011). Otros factores que
influyen en el tamafio de particula son la velocidad de agitacién del sistema, la
temperatura del sistema, el tiempo de agitacién final y la relacién de la fase orgdnica y

acuosa.

3.4.5. Caracterizacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas deben ser caracterizadas, para obtener informacion sobre el
comportamiento de las particulas, ya que pequeiias modificaciones en las caracteristicas y
superficie pueden ocasionar cambios drasticos sobre el comportamiento in vivo. Entre las

principales pruebas se encuentran:

» Tamano de particula

El tamafo de particula es un parametro critico, ya que esta directamente relacionado con
la estabilidad y la liberacion del fdrmaco (Mora-Huertas, 2011). Los métodos para medir el
tamafio de particula son: microscopia electrénica de barrido, difraccion de rayos X,
espectroscopia de correlacidén cruzada de fotones, espectrometria de difraccidn por rayos

laser.
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> Indice de polidispersién

La distribucion del tamafio de particula estd representada por el indice de polidispersion
(PDI), en el que se desea el valor mas cercano a 0 porque representa una distribucién
estrecha, mientras que un valor cercano a 1 representa una muestra polidispersa (Boon,

2015).
> Potencial Z

Un punto de particular interés es el potencial donde se une la capa difusa (Una atmosfera
cargada rodeando al coloide) y de la capa de Stern (capa de contra-iones alrededor de la

superficie del coloide).

El potencial Z es determinado por la técnica de Laser Doppler Micro-electrophoresis,
donde un campo eléctrico se aplica a una solucién o dispersion de particulas que se
mueve con una velocidad relacionada con su potencial Z. Esta velocidad se mide usando
una técnica patentada llamada movilidad electroforética. Esto permite el calculo de la
movilidad electroforética, y desde este, el potencial zeta para la medicidén precisa de una

amplia gama de tipos de muestras y medios de dispersién (http://www.malvern.com/).

» Porcentaje de farmaco encapsulado en la matriz polimérica (%EE), porcentaje de
farmaco cargado (%DL, por sus siglas en inglés) y porcentaje de eficiencia del

proceso (%EP).

El %EE mide la cantidad de farmaco encapsulado en la matriz polimérica con respecto a la
cantidad inicial. Por tanto, es un indicador de las pérdidas de farmaco durante el proceso.
Es muy importante disefiar procesos en los cuales se pierda el minimo de farmaco, esto

significa valores cercanos a 100% para la eficiencia de encapsulacion.
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EL %DL indica la proporcion de farmaco respecto a la masa total de nanoparticulas, por
otra parte, el %EP mide la eficiencia del procesd considerando la cantidad de materia
prima empleada durante la elaboracién de nanoparticulas y la cantidad de nanoparticulas

que es posible recuperar una vez que éstas han sido elaboradas.

> Estado cristalino

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica experimental dinamica que nos
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es
mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es
calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas

(Surinach, 1992)

Los estudios de calorimetria diferencial de barrido son atiles para evaluar y determinar la
forma en que se encuentra el farmaco dentro de las nanoparticulas y, de esta manera,
saber si este esta disperso molecularmente o en forma de cristales. Cuando el farmaco se
encuentra disperso en el sistema, no se detecta el pico endotérmico caracteristico de la

fusién del farmaco en el termograma.

» Morfologia

El uso de microscopia electrénica de barrido es una técnica utilizada para demostrar que
las nanoparticulas presentan una estructura de matriz sélida homogénea (Pifién-Segundo,

2005).

> Cinética de liberacidn in vitro

Un ensayo de disolucién consiste en medir el porcentaje de farmaco liberado después de
un determinado tiempo. En el caso de las formas farmacéuticas de liberacion prolongada,
el ensayo implica la medicion del porcentaje de farmaco disuelto en el medio de
disolucidn en intervalos sucesivos de tiempo, lo que permite obtener el perfil de liberacidn

del farmaco (http://www.argos-tsp.com/).
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La ley de Noyes-Whitney ofrece un sencillo modelo para describir la velocidad de

disolucion de una forma farmacéutica:

dM/dt = - k.A [Cs — C(t)]
Dénde:

e dM/dt = velocidad de disolucién

e k= constante de disolucion

e A =adreade la forma farmacéutica expuesta al medio de disolucién

e (Cs = concentraciéon de saturacion (solubilidad)

e ((t) = concentracion del farmaco en el medio de disolucion en el tiempo t

En consecuencia, para realizar un ensayo de disolucién valido, es muy importante
mantener una concentracién C(t) muy baja con respecto a la concentracidn de saturacién
Cs y esta situacion es precisamente la que describe el término sink conditions. La manera
mas facil de garantizar estas condiciones consiste en utilizar un exceso de medio de
disolucidn, por lo que, en la practica, sink conditions se refiere simplemente al volumen de
medio de disolucidn que se utilizara para llevar a cabo el ensayo. Este volumen tiene que
ser suficiente para mantener una concentracién C(t) muy alejada de la concentracion de
saturacion, a pesar de la cantidad de farmaco que se va disolviendo en el medio durante el

ensayo (http://www.argos-tsp.com/).

El proceso de liberacion de un farmaco ocluido dentro de un sistema de liberacién puede
llevarse a cabo mediante diversos mecanismos: difusidn y relajacion o hinchamiento de las
cadenas poliméricas. La difusién ocurre cuando un farmaco atraviesa el polimero que
forma el sistema de liberaciéon, estimulado por el gradiente de concentracién que existe
entre el sistema de liberacion compuesto y el medio circundante (Aragdn Fernandez,
2010). Entre los modelos matematicos mas utilizados para analizar y describir el
mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacidn se encuentran los propuestos
por Higuchi en 1963 y Korsmeyer y Peppas en 1983 (Suvakanta, 2010). En 1961, Higuchi
fue el primer en proponer un modelo matematico para describir la liberacién de un

farmaco a partir de un sistema matricial (Saéz, 2004).
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4. MATERIALES

Principio activo:

e Clotrimazol (CLOT)
Polimero:
e Poli (e-caprolactona) (PCL)
Estabilizante:
e Alcohol polivinilico (PVAL)
Tensoactivos:
e Gelucire® 44/14 (Lauroyl Polyoxylglycerides)
e Kolliphor® HS 15 (Polyethylene glycol-15-hydroxystearate)
Crioprotector:
e Manitol

Reactivos en general:

e Cloruro de sodio

e Hidrdxido de potasio
e Hidréxido de calcio
e Acido lactico

e Acido acético

e Glicerina

e Urea

e Glucosa

e Acido clorhidrico

e Yoduro de potasio
e Yodo metdlico

e Acetona

e Acetato de etilo

25



MATERIALES

Membrana:

Membranas de dialisis SPECTRA/POR" (6-8000)

Aparatos y equipos:

Homogeneizador ultrasénico portatil UP200Ht, Hielscher
Rotavapor R-210, Biichi

Zetasiser ZS90, Malvern”

Liofilizador de Mesa, Labconco”

Espectrofotémetro UV-Vis Génesis 10S, Thermo Fisher Scientific_
Calorimetro diferencial de barrido DSC Q10, TA Instruments”
Balanza analitica VE-204, VELAB'

Multimetro pH mV/°C HI 211, Hanna Instruments

Parrilla multiplaza con agitacién mecanica RO 15, IKA®
Centrifuga universal 320, Hettich®

Bafio Dubnoff, QUIMIS"
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5. METODOLOGIA
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5.1. Determinaciones previas

5.1.1. Estudio de solubilidad de CLOT
El estudio de solubilidad de clotrimazol (CLOT) se realizd en solucion de fluido vaginal
simulado a pH de 4.5 (FVS) con dos diferentes tensoactivos a diferentes concentraciones.
Los tensoactivos utilizados fueron Gelucire” 44/14 (Lauroyl Polyoxylglycerides) y Kolliphor”
HS 15 (Polyethylene glycol-15-hydroxystearate) y las concentraciones fueron 1, 3,5y 10 %

p/v. Para esta prueba se prepararon 8 sistemas de acuerdo a la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para el estudio de solubilidad.

Tensoactivo

Concentracién (% p/v)

Gelucire® 44/14 Kolliphor® HS 15
1 Sistema 1 Sistema 5
3 Sistema 2 Sistema 6
5 Sistema 3 Sistema 7
10 Sistema 4 Sistema 8

Los sistemas se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito a continuacion. Se
disolvieron 0.0095 g de CLOT en 10 mL de solucidén de FVS con tensoactivos (ver Tabla 2)
mediante sonicacion durante 20 min. Posteriormente, los sistemas se colocaron en un
Bafio Dubnoff con agitacién a 37 °C por 48 horas, transcurrido el tiempo, cada sistema se
filtré a través de una membrana Millipore” de 0.22 um vy el filtrado se llevé a un volumen
final de 10 mL. Las muestras y los blancos se trataron bajo las mismas condiciones. Los
sistemas se leyeron en el espectrofotometro a una A = 260 nm (longitud de onda de
maxima absorcién del clotrimazol, reportado en el libro “Clarke’s Analysis of Drugs and

III

Poisons: in pharmaceuticals, body fluids and postmortem material”). Con este estudio se
selecciond el tensoactivo y la concentracion donde el CLOT tuvo su maxima solubilidad

para preparar las soluciones necesarias en los ensayos posteriores.
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5.1.2. Espectros de absorciéon de CLOT y solucién de tensoactivo

Se hicieron barridos espectrofotométricos de CLOT en solucidn de FVS con Gelucire” 44/14
al 3 % p/v (Tensoactivo y concentracion seleccionada de acuerdo al estudio anterior) y de
los componentes del medio de disolucién, como se describe en la Tabla 3. Estos barridos
se realizaron con la finalidad de determinar la longitud de maxima absorbancia del CLOT y
para descartar interferencias entre el farmaco y los componentes del medio de disolucién.

Los barridos se leyeron en un espectrofotémetro en la regién UV de 200 a 400 nm.

Tabla 3. Barridos espectrofotométricos UV.

No.
Solucion Blanco
Solucion
1 Soluciéon de FVS Agua
2 Solucién de FVS con Gelucire” 44/14 al 3 % p/v Solucién de FVS
Solucién de CLOT en FVS con Gelucire 44/14 al Solucion de FVS con

3 ®

3% p/v Gelucire 44/14al3 % p/v

5.1.3. Espectro de absorcion del complejo PVAL-H3;BOs-KI-I,

Para cuantificar el estabilizante residual (alcohol polivinilico, PVAL) en las nanoparticulas
poliméricas (NPP) se establecid la longitud de onda de maxima absorcion del complejo
colorido formado por PVAL-H3BOs-Kl-I,. El complejo se formd tomando 1 mL a partir de
una solucion acuosa de PVAL [560 pg/mL] y llevandolo a un volumen de 5 mL con agua
desionizada en un tubo de ensayo. Al tubo se le adicionaron 2 mL de H3BO30.65 My 1 mL
de KI 0.15 M y I, 0.05 M, finalizando asi la formacion del complejo. El sistema se leyd en el
espectrofotémetro a una a longitud de onda de 400 a 800 nm. Como blanco se utilizd un
sistema conformado por 5 mL de agua desionizada con 2 mL de H3BO5 0.65 M y 1 mL de Ki

0.15My,0.05 M.
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5.1.4. Cuantificacion de CLOT

Para cuantificar el CLOT presente en las NPP se prepard una curva de calibracién a partir
de una solucién stock de CLOT [436 pg/mL] en solucién de FVS con Gelucire” 44/14 al 3%
p/v. De la solucién anterior se prepararon 5 sistemas a diferente concentracion, por
triplicado, utilizando alicuotas de 1, 2, 3,4y 5 mL y llevandolo a un volumen de 10 mL con
solucién de FVS con Gelucire” 44/14 al 3% p/v. Los sistemas se leyeron con un
espectrofotémetro a una A = 260 nm, como blanco se utilizé solucién de FVS con Gelucire”
44/14 al 3% p/v. Se realizd la validacion parcial del método analitico y se evalud la
selectividad, linealidad del sistema, precision del sistema, exactitud, repetibilidad, limites

de deteccidn y cuantificacion.
5.1.5. Cuantificacién del complejo PVAL-H;BOs-KI-I,

La curva de calibracién del complejo PVAL- H3BOs- KlI-I, se preparé a partir de una solucién
stock de PVAL [700 pg/mL] en solucion acuosa. De la solucidn anterior se prepararon 5
sistemas a diferente concentracion utilizando alicuotas de 1, 2, 4, 6 y 8 mL y llevandolo a
un volumen de 10 mL con agua desionizada. Una vez preparados los sistemas, se tomé 1
mL de cada sistema y se formd el complejo colorido (PVAL- H3BOs- Kl-I;) como se describe
en la metodologia, seccion 5.1.3. Los sistemas se leyeron en el espectrofotémetro a una A
= 644nm (longitud de maxima absorcién del complejo colorido). Como blanco se utilizé un

sistema conformado por PVAL- H3BO3- Kl-I,.

5.2. Preparacion de NPP

5.2.1. Método desplazamiento de solvente convencional

Se prepararon NPP a base de poli (e-caprolactona) (PCL) cargadas con CLOT por el método
desplazamiento de solvente convencional. Primero, se prepararon la fase orgdnica y la
fase acuosa. La fase orgdnica consistio en disolver 40 mg de PCLy 13 mg de CLOT en 10 mL
de acetona y la fase acuosa consistié en 25 mL de solucidn acuosa de PVAL al 0.5 % p/v
como estabilizante. Posteriormente, la fase organica se adiciono por goteo con el uso de

una jeringa de plastico desechable de 0.8 mm de didmetro a la fase acuosa, la cual se
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mantuvo en agitacion magnética durante la adicion. La suspensidon de NPP obtenida se
concentrd en un rotavapor para eliminar la mayor cantidad de solvente (acetona) y agua

presentes. La preparacién se hizo por triplicado.
5.2.2. Método desplazamiento de solvente modificado

El método desplazamiento de solvente convencional es un método sencillo para elaborar
NPP y fue descrito y patentado por Fessi et al. Sin embargo, existen reportes por hielsher
(Ultrasound Technology) de que el implemento de ultrasonido permite obtener particulas
mas homogéneas y de menor tamafno. La modificacidén del proceso consistid en sustituir
la agitacién magnética por ultrasonido seleccionando las condiciones de amplitud de onda
(%) y potencia (W). En este estudio se utilizé un homogeneizador ultrasénico portatil, el

cual se muestra en la Figura 12.

i

() | "m 1 e )

Figura 12. Homogeneizador ultrasonico portatil UP200Ht, Hielscher®

5.2.2.1. Evaluacion del efecto de ultrasonido

Para seleccionar las condiciones éptimas de ultrasonido primero se evalué el efecto de
ultrasonido sobre el tamafio de particula (TP) e indice de polidispersion (PDI, por sus siglas
en inglés). Para ello, se prepararon 12 lotes bajo acciéon de ultrasonido a diferentes
amplitudes de onda (70, 75, 80 y 85 %) y potencias (100, 150 y 200 W) durante 3 minutos,

como se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones para evaluar el efecto de ultrasonido en la preparacion de NPP por el método

desplazamiento de solvente.

AMPLITUD DE ONDA (%)

70 75 85

POTENCIA (W) 100 Lote 1 Lote 4 Lote 7 Lote 10
150 Lote 2 Lote 5 Lote 8 Lote 11
200 Lote 3 Lote 6 Lote 9 Lote 12

Los lotes se prepararon como se describe en la metodologia, seccion 5.2.1., utilizando las
mismas cantidad de polimero y farmaco, asi como los mismos volimenes de solvente y
fase, sustituyendo el uso de agitacion magnética por accién de ultrasonido. La suspension
de NPP obtenida se centrifugd a 16,000 rpm durante 20 minutos para eliminar el exceso
de estabilizante residual (PVAL), el sobrenadante fue desechado y la pastilla formada se
resuspendié en agua desionizada mediante agitacion. Se realizé el andlisis de TP antes y
después de eliminar el estabilizante residual en las condiciones descritas en la

metodologia, seccién 5.3.1.

5.2.2.2. Preparacion bajo condiciones dptimas seleccionadas

Una vez seleccionadas las condiciones optimas de ultrasonido, se prepararon 2 lotes
siguiendo los pasos en la metodologia, seccidn 5.2.2. Para la preparacion se utilizaron 150
mg de PCL, 50 mg de CLOT, 40 mL de acetona y 100 mL de solucion acuosa de PVAL al
0.5%, bajo accion de ultrasonido a 70% de amplitud de onda y 150 w de potencia durante
12 minutos. La suspensién de NPP obtenida se centrifugé a 20,000 rpm durante 20
minutos a una temperatura de 25°C, el sobrenadante fue desechado vy la pastilla formada
se resuspendié en agua desionizada mediante agitacion, nuevamente, se centrifugo a las
mismas condiciones vy la pastilla formada se resuspendié con agua desionizada en menos
de 5 mL. Enseguida, solo a uno de los dos lotes se le adiciond manitol (crioprotector) al
15 % p/p con relacién al peso del farmaco y polimero. Posteriormente, ambos lotes se
dejaron en congelacién a -10°C y se liofilizaron por 72 horas. El procedimiento descrito

anteriormente se representa en la Figura 13.
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Amplitud de onda del 70%
Potencia de 150 W

alcohol polivinilicoal 0.5% p/v

dias bt 7 ilirasonido Evaporacion del solvente Sliminacion del exceso
100 mL de solucion acuosa de P de estabilizante

~ 20,000 rpm por 25 min
FASE ORGANICA :

50 mg de CLOT + 150 mg de PCL
+ 40 mL de acetona

Adicion por goteo

12 minutos

. . Liofilizacion Congelacion
Caracterizacion de _ & Adicion del

de la suspension
Durante 72 hrs. P Crioprotector

nanoparticulas de NPP a -10 °C
(Manitol)

Analisis del tamafio Cuantificacion del
de particula, PDI y estabilizante %EE, %DL y %EP
potencial Z residual

Estado cristalino de
las nanoparticulas

Morfologia

Figura 13. Representacion esquemdtica de la preparacion de NPP bajo condiciones dptimas seleccionadas.
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5.3. Caracterizacion de las NPP

5.3.1. Analisis del TP, PDI y potencial Z

El TP, PDI y potencial Z se leyeron directamente en el equipo Zetasizer ZS90, Malvern®. El
analisis se realizd a todos lotes. Primero, se tomd una muestra de cada uno y se dispersé
en agua desionizada, hasta lograr la concentraciéon de particula adecuada para ser
analizada. Las lecturas se realizaron por triplicado a 25°C a un dngulo de incidencia de 90°
y el tiempo entre cada lectura fue de 1 minuto. En este estudio, se utilizaron dos tipos de
celdas, para el andlisis de TP y PDI se utilizd una celda de vidrio cuadrada con apertura y
tapa, para el andlisis del potencial Z se utilizé una celda capilar desechable, como se ilustra

en la Figura 14.

Figura 14. Zetasiser ZS90, Malvern’. Equipo empleado para la determinacion del TP, PDI 'y
potencial Z.
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5.3.2. Cuantificacion del estabilizante residual.

Se cuantificd la cantidad de estabilizante residual Gnicamente en los lotes preparados bajo
condiciones Optimas seleccionadas (ver metodologia, seccién 5.2.2.2.). Primero, se
disolvieron 19 mg de NPP liofilizadas con 5 ml de NaOH 0.1 M (para romper las particulas)
con agitacion magnética durante 48 horas. Pasado el tiempo, las muestras se
neutralizaron con HCl 1 N y se filtraron a través de membranas Millipore® de 0.22 um,
cada filtrado se llevd a un volumen de 10 mL con agua desionizada. Del sistema anterior se
tomaron 1 mLy se formd el complejo colorido (PVAL- H3BOs- KI-l;) como se describe en la
metodologia, seccién 5.1.3. El sistema se prepard por triplicado para cada lote. Una vez
obtenidos los sistemas se leyeron en el espectrofotometro a una A = 644nm vy la
absorbancia obtenida se interpold en la curva de calibracidn para obtener la

concentracion del sistema.

5.3.3. Porcentaje de farmaco encapsulado en la matriz polimérica (%EE), porcentaje

de farmaco cargado (%DL) y porcentaje de eficiencia del proceso (%EP).

Se pesaron 9 mg de NPP liofilizadas en un matraz Erlenmeyer con boca esmerilada, y se le
afadieron 10 mL de acetato de etilo para disolver el polimero y permitir la salida del
farmaco. Posteriormente, las muestras se taparon y agitaron magnéticamente durante 4
horas en bafio de agua a 50 °C. Después, las muestras se destaparon y se llevaron a la
campana de extraccion, donde se colocaron en una parrilla multiplaza manteniéndose en
agitacion magnética hasta la evaporacién del solvente. Una vez evaporado el solvente, se
les adicionaron 10 mL de solucién de Gelucire® 44/14 al 3% p/v, en el cual el CLOT es
soluble, mientras que el polimero es insoluble y se agitaron magnéticamente durante 20
horas. Transcurrido el tiempo, las muestras se filtraron por gravedad con papel filtro con
la finalidad de separar el polimero de la solucién, el filtrado se colocé en un matraz
volumétrico de 10 mL y se llevd a la marca de aforo con Gelucire® 44/14 al 3% p/v. Las
muestras se leyeron directamente en un espectrofotémetro a una A = 260 nm. Las

absorbancias se interpolaron en la curva de calibracion.
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Los porcentajes de farmaco encapsulado en la matriz polimérica (%EE), porcentaje de
farmaco cargado (%DL) y porcentaje de eficiencia del proceso (%EP) de los lotes
preparados bajo condiciones éptimas seleccionadas fueron determinados de acuerdo con

Pifdn-Segundo et al. 2005, utilizando las siguientes ecuaciones:

e FEcuacion1l

% DL peso de farmaco en las nanoparticulas 100
= ~ X
° peso recuperado de las nanoparticulas

e Ecuacion 2

Cantidad de farmaco cargado en las nanoparticulas (%)

100
Porcentaje inicial de farmaco x (1 — fraccion de PVAL residual) x

% EE =

e Ecuacion3

peso recuperado de nanoparticulas

100
peso del farmaco + peso del polimero — peso del PVAL residual x

% EP =

En la ecuacién 2, se introduce un factor de correccién (1-% de PVAL residual) para evitar
una subestimaciéon, debido a la adsorcidon de una cierta cantidad de PVAL sobre la
superficie de las particulas durante el proceso de obtencién. La eficiencia del proceso se

calcula a partir de la ecuacidn 3. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
5.3.4. Estado cristalino de las NPP

Para evaluar la cristalinidad del CLOT, PCL, manitol, PVAL y de las NPP de los lotes
preparados bajo condiciones dptimas seleccionadas, se tomaron muestras secas de 3-5
mg y se analizaron a través de la técnica de calorimetria diferencial de barrido en el
equipo DSC Q10, TA Intstrument, USA. Las muestras se analizaran de 0 a 400 °C, con una

velocidad de calentamiento de 10°C/min con flujo de nitrégeno de 50 ml/min.
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5.3.5. Morfologia.

La morfologia de las NPP presentes en los lotes preparados bajo las condiciones éptimas
seleccionadas fue observada por microscopia electrénica de barrido. Primero, se preparé
una dispersion de NPP liofilizadas en 3 mL de agua desionizada, de esta se tomé una gota
y se colocé en un cubreobjetos, posteriormente se recubrié con una pelicula fina de oro
en un evaporador catddico y finalmente se observaron en un microscopio electrénico de

barrido JMS-25SlIl, JEOL®.

5.3.6. Ensayo de liberacion in vitro de CLOT
Se evalud la cinética de liberacion del farmaco a partir de NPP, preparadas bajo las
condiciones 6ptimas seleccionadas. El estudio se realizé por el método de difusion con el
uso de membranas de didlisis (previamente hidratadas), bajo condiciones sink, usando
como medio solucién de FVS con Gelucire” 44/14 al 3% p/v. Primero, se pesaron 15 mg de
NPP liofilizadas y se dispersaron en 3 mL de agua desionizada bajo acciéon de ultrasonido
durante 2 minutos. Cada muestra se deposité dentro de una membrana de dialisis
SPECTRA/POR’ (6-8000) y se colocd en 30 mL de solucién de FVS con Gelucire” 44/14 al 3%
p/v. Las muestras se mantuvieron en agitacion en un bafio Dubnoff a 37°C + 0.5 °C
durante 8 horas. Durante el estudio, se tomaron alicuotas de 3 mL a diferentes tiempos,

reponiendo el mismo volumen con solucién de Gelucire” 44/14 al 3% p/v en FVS.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1. Determinaciones previas

6.1.1. Estudio de solubilidad de CLOT

Se realizo el estudio de solubilidad de clotrimazol (CLOT) en solucion de fluido vaginal
simulado a pH de 4.5 (FVS) con dos diferentes tensoactivos, para promover la solubilidad
del farmaco, ya que el CLOT es una base débil y se dice que es practicamente insoluble en
agua, aunque tiene buena solubilidad en codisolventes tales como etanol y transcutol, al

mezclarse con agua se vuelve inmediatamente turbia (Borhade, 2012).

Para aumentar la solubilidad del fdrmaco en este estudio se utiliz6 como tensoactivos
Gelucire” 44/14 y KoIIiphor® HS 15 en solucion de FVS. Estos tensoactivos no idnicos son
menos irritantes y citotdxicos, comparados con los tensoactivos anicénicos y catidnicos
(Borhade, 2012). La seleccidn de los tensoactivos se apoyd en el trabajo de investigacidon
reportado por Borharde, et al., 2012, el cual identificé la solubilidad de CLOT en diversos
tensoactivos y cotensoactivos, encontrando que el CLOT exhibid una solubilidad en el

orden siguiente: Gelucire” 44/14> KoIIiphor® HS 15> Tween 20> Cremophor®

La solubilidad del CLOT se determind en solucién de FVS con tensoactivos (Gelucire® 44/14
y KoIIiphor® HS 15) a las siguientes concentraciones: 1, 3, 5y 10% p/v como se describe en
la metodologia, seccién 5.1.1. Las muestras se leyeron a 260 nm (longitud de onda de
maxima absorcién del clotrimazol) para cuantificar el farmaco disuelto. Las muestras de
CLOT disueltas en Gelucire” 44/14 presentaron mayor solubilidad comparadas con las
muestras de Kolliphor™ HS 15. Los resultados se representan en el Grafico 1. La cantidad
maxima disuelta del farmaco en Gelucire” 44/14 fue a la concentracién de 5 % p/v. Sin
embargo, al aumentar la concentracién del tensoactivo, aumenta la formacién de micelas
lo que provoca la formaciéon de una emulsién. Por lo anterior, se decidid trabajar a la
concentracion de 3 % p/v, ya que existe una diferencia minima de farmaco disuelto en

comparacion con la cantidad disuelta al 5% p/v, como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Cantidad de CLOT disuelto en solucion de FVS con Gelucire® 44/14 y Kolliphor® HS 15.

Porcentaje de tensoactivo Cantidad de farmaco disuelto

en solucién con FVS Gelucire® 44/14 Kolliphor® HS 15

(%p/v) (a)* (9)*
1 0.0030 0.0012
3 0.0091 0.0033
5 0.0093 0.0049
10 0.0078 0.0069

* en 10 mL de en solucién de fluido vaginal simulado a pH de 4.5 (FVS) con Gelucire® 44/14

12

[any
o

=@—Kolliphor® SH 15
={—Gelucire® 44/14

Cantidad de farmaco disuelto (mg)
[e)}

0 2 4 6 8 10 12
Concentracion de tensoactivo (%)

Grdfico 1. Solubilidad de CLOT en solucién de FVS con Gelucire” 44/14 y Kolliphor™ HS 15.
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6.1.2. Espectros de absorcion

Dado que la absorcion de luz es caracteristica de cada sustancia se determindé la longitud
de onda de mdxima absorcion de CLOT en el medio de disolucién (soluciéon de FVS con
Gelucire® 44/14 al 3 % p/v, tensoactivo y concentracion seleccionados de acuerdo a los
resultados obtenidos en el estudio anterior). Los espectros de absorcion de CLOT y del

medio de disolucién se muestran en el anexo, seccion 9.2.

Los espectros de absorcion también se realizaron con la finalidad de descartar
interferencias que pudieran afectar la respuesta del método, como resultado de esto se
observd que la presencia del tensoactivo Gelucire® 44/14 en la solucion de FVS dio una
sefial menor a 0.302 nm a la longitud de onda de 250 a 400 nm, sin embargo, al realizar el
espectro de absorcién de CLOT la sefial fue eliminada utilizando esta solucién como

blanco.

La longitud de onda seleccionada para cuantificar CLOT de acuerdo al espectro de
absorcion fue a una A= 260 nm (ver anexo, seccién 9.2.), ya que esta es la longitud de
onda de maxima absorcién del fdrmaco. Este dato coincide con lo reportado en el libro
“Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons: in pharmaceuticals, body fluids and postmortem

material”.

6.1.3. Cuantificacién de CLOT y del complejo PVAL-H3BOs-KI-I,

Se preparé una curva de calibracidn y se cuantifico el CLOT por espectrofotometria UV a
una A= 260 nm. En el anexo, seccion 9.3., se incluyen las concentraciones y las
correspondientes absorbancias, asi como la representaciéon grafica de la curva de
calibracion y el analisis estadistico. La curva de calibracidon se validd parcialmente y los
parametros fueron evaluados de acuerdo a la Guia de Validacién de Métodos Analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos México. Como se observa en la
Tabla 6, todos los pardmetros evaluados cumplieron conforme a la especificacién

establecida en la guia de validacion.

40



RESULTADOS Y ANALISIS

Tabla 6. Parametros de validacion de la curva de calibracion.

Resultado __ Conclusién |

Selectividad La respuesta del La respuesta del método = Conforme ala
método solo se debera es proporcionada especificacion
al analito Unicamente al analito
de interés
Linealidad del r>0.98 r>0.99998 Conforme a la
Sistema r’>0.98 r’>0.99997 especificacion
CV.22% 0.86 %
Precision del S 0.003162 Conforme ala
sistema CV.<15% 0.63 % especificacion
Exactitud C.V. del porcentaje de 0.64 % Conforme ala
recobro<3 % especificacion
% de recobro 97-103 100.29 % Conforme a la
método especificacion
espectrofotométrico
Repetibilidad CV.22% Dial 0.96 % Conforme a la
Dia 2 0.86 % especificacion
Limites de L.D.=2.054 mg/mL Conforme ala
deteccion (LD) y r’ 20.98 L.C.=0.661 mg/mL especificacion
cuantificacién (LC) r’>0.99997

De acuerdo a los resultados de los pardmetros de validacién para la linealidad del sistema,
se obtuvo un coeficiente de determinacién (rz) de 0.99997 y un coeficiente de variacién
(C.V.) de 0.86 %, estos valores se ajustan a una linea recta e indican que la dispersion
entre los datos es baja, también se demostro la selectividad, es decir, que la respuesta del
método es proporcionada Unicamente por el CLOT (analito de interés), para la precision
del sistema y exactitud se obtuvo un C.V. menor a 1.5 %, lo que indica que existe poca
variacion entre las muestras, en cuanto a la repetibilidad se realizé en dos dias obteniendo
un C.V. menor a 2 %, el limites de deteccidon fue de 2.054 mg/mL vy el limite de
cuantificacion fue de 0.661 mg/mL. De la misma forma, se determiné la longitud de onda
de maxima absorciéon del complejo colorido PVA-H3BO3KI-I, formado de acuerdo a la
metodologia en la seccidn 5.1.3., y se cuantificé el alcohol polivinilico (PVAL) residual a

una longitud de onda de 644 nm.
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6.2. Preparacion de NPP

Las nanoparticulas poliméricas (NPP) se prepararon a base de Poli (e-caprolactona) (PCL)
con CLOT (farmaco) por el método desplazamiento de solvente, al cual, llamaremos de
aqui en adelante método convencional. Este método se caracteriza por el uso de agitacién
magnética durante la preparacion de NPP y es considerado un método de baja energia ya
que impide la generacion de un minimo de energia, lo que impide la pérdida o

degradacion del farmaco sobre todo si es sensible al calor (Boon, 2015).

En general, el desplazamiento de solvente es un método muy simple de dos pasos que
implica la mezcla de una fase organica (polimero y el farmaco en un solvente polar
miscible en agua, generalmente acetona debido a su propiedad solubilizante) con una fase
acuosa (constituida por un agente estabilizante como PVAL al 0.5 % p/v) con agitacién
magnética seguida de la evaporacién del solvente a presién reducida. Es importante
mencionar que a medida que se adiciona la fase organica a la fase acuosa, se provoca la

insolubilidad del polimero el cual precipita formando las NPP (Pifidon-Segundo, 2006).

El mecanismo de formacién de las NPP ha sido explicado por la turbulencia interacial
generada durante el desplazamiento de la acetona a la solucién acuosa de PVAL. La
miscibilidad entre el solvente de la fase orgdnica y la fase acuosos provoca una violenta
separacion del mismo presente en las minusculas gotas durante el proceso de difusion y
las particulas son rapidamente estabilizadas por el PVAL. El proceso de estabilizacidn se
debe a la afinidad del PVAL hacia la superficie de las NPP uniéndose fuertemente y
formando una capa estable. Posteriormente, el estabilizante residual, es decir, la cantidad
de PVAL que no se unid a la superficie de las particulas es eliminado de la suspensién de

NPP por centrifugacién (Quintanar-Guerrero, 2005).
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En la mayoria de los estudios relacionados con la preparacién de nanodispersiones por el
método desplazamiento de solvente se emplea principalmente PVAL como estabilizante
(Boon, 2015). Quintanar-Guerrero, et al., (1996) realizaron un estudio para la adaptaciény
optimizacidn de la técnica de emulsificacidon-difusién en la preparacién de nanoesferas
lipidicas, donde utilizé6 como estabilizantes polivinilpirrolidona, poloxamer 188, poloxamer
407, polisorbato 80, albumina de suero bovino, PVAL y gelatina, encontrando que sélo el
PVAL fue capaz de preservar la estabilidad fisica de la dispersion durante periodos
prolongados después de la preparaciéon (Quintanar-Guerrero, 2005). Por otro lado, la
concentracion de PVAL determina la forma, caracteristicas de la superficie y uniformidad

en el tamafio de las NPP (Boon, 2015).

La mayoria de los estudios revisados estdn centrados en la adecuacion del método
desplazamiento de solvente para obtener mejores eficiencias de encapsulamiento, y no en
el estudio de las variables del proceso que pueden afectar la distribucién y tamafios de las
NPP. Por ello, con este estudio, se pretende comparar el efecto del método de baja
energia (método convencional) en la preparacién de NPP considerando como variables de
respuesta el TP y PDI, con el mismo método pero sustituyendo el enfoque de baja energia
por un enfoque de alta energia, es decir, sustituyendo la agitacién magnética por
ultrasonido, el cual, es capaz de generar grandes cantidades de energia necesaria para

romper las particulas (método modificado).

Este trabajo se basd en la investigacion realizada por Pifdn, et al. (2006), y se propone el
empleo de ultrasonido para disminuir el TP promedio y la dispersién entre los tamano

para obtener asi lotes mas homogéneos.
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6.2.1. Método desplazamiento de solvente convencional

Se prepararon NPP de CLOT por el método convencional como se describié en la
metodologia, seccidn 5.2.1., para evaluar el TP y PDI de las particulas. El analisis de TP y
PDI se realizdé inmediatamente después de la preparacion, es decir, antes de eliminar el
estabilizante residual. Como ya se explicé anteriormente, se utilizd PVAL al 0.5 % p/v
como estabilizante para prevenir la agregacién de las particulas. Estos parametros se
determinaron para cada lote en el equipo Zetasiser ZS90, Malvern® a las condiciones
descritas en la metodologia, seccién 5.3.1. Los resultados se muestran en la Tabla 7y en la

Figura 15 la representacién grafica de la distribucidn de los tamafios de particula.

Tabla 7. NPP preparadas por el método desplazamiento de solvente convencional

Lote Promedio (::‘) PDI POt(er::;')al z
728.2 0.226 21
917.3 0.27 -1.56
' 731.4 0.245 -1.17
x 792.3 0.247 -1.61
C.V. 13.6 8.9 -29.0
550.8 0.178 -2.53
686.2 0.229 -2.74
2 656.2 0.244 3.76
x 631.1 0.217 3.01
C.V. 11.2 15.9 21.8
560.9 0.161 -3.75
662.2 0.238 -1.84
3 561.7 0.181 231
X 594.9 0.193 -2.63
C.V. 9.7 20.6 37.7

En la Tabla 7, se observa el efecto del uso de agitacion magnética (Método convencional)
sobre el TP y PDI de las NPP de CLOT. Los TP promedio fueron de 594.9 a 792.3 nm, lo cual
indica que el tiempo de difusidon y la velocidad de agitacién fueron insuficientes para

generar particulas de menor tamaio.
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Por otra parte, la distribucién del TP estd representada por el PDI en el que se desean
valores cercanos a 0, ya que representaria una distribucidon estrecha, mientras que un
valor mads cercano a 1 representa una muestra polidispersa (Boon, 2015), y de acuerdo a
nuestros resultados podemos decir que los tres lotes preparados presentan una amplia
distribucién del TP, ya que se obtuvieron valores de PDI de 0.193 a 0.247. Esto se puede
comprobar en el Figura 15, en el cual, se observar que la campana de gauss amplia, lo que
indica una amplia distribucién, también se observa que una fraccién del grafico sobrepasa

los 1000 nm, es decir, que una parte de la poblacién de NPP tiene tamafos superiores a

los 1000 nm.
Antes
de eliminar el exceso de estabilizante
Size Distribution by Intensity
Lote 1 5
£
Size (d.nm)
Size Distribution by Intensity
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2
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Figura 15. Distribucion del TP de NPP preparadas por el método desplazamiento de solvente
convencional (n=3).
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6.2.2. Método desplazamiento de solvente modificado

Como se menciond anteriormente se empleé el método desplazamiento de solvente
sustituyendo el uso de agitacion magnética (método convencional) por ultrasonido
(método modificado) para obtener TP menores y una distribuciéon estrecha. Aunque el
método de desplazamiento de solvente convencional es sencillo y no necesita de equipos
sofisticados para la elaboracién de NPP, requiere de tiempos prolongados y altas
velocidades de agitacién, lo que hace que sea un procedimiento lento y con poca

posibilidad de ser escalable.

Se empled ultrasonido, debido a que la cavitacion permite la formacién de particulas de
menor tamafio. Este método es muy efectivo, no solo para reducir el TP, sino también
para homogeneizar su tamafio, es de facil manejo y ampliamente utilizado en la

elaboracién de NPP (Garzdn, 2008).

6.2.2.1. Evaluacion del efecto de ultrasonido

Para evaluar el efecto de ultrasonido en la preparacion de NPP, se eligieron diferentes
amplitudes de onda (70, 75, 80 y 85 %) y potencias (100, 150 y 200 W) (ver metodologia,
seccidn 5.2.2.1.) considerando como variables de respuesta: el TP y PDI. Estos pardmetros
se determinaron de acuerdo a la metodologia en la seccién 5.3.1., y fueron evaluados
antes y después de eliminar el exceso de estabilizante. Es importante recordar, que en la
preparacién se utilizé como estabilizante, PVAL al 0.5 % p/v para prevenir la agregacién de

las particulas.

Los resultados de TP y PDI obtenidos en este estudio se encuentran en las Tablas 8y 9y
se ilustra la distribucion de los TP en la Figura 16, antes y después de eliminar el

estabilizante residual, sin liofilizar las muestras.
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Tabla 8. Evaluacion del efecto de ultrasonido: Andlisis de TP promedio, PDI y potencial Z (antes de eliminar el exceso de estabilizante).

70 75 80 85
Potencia TP PDI PotencialZ | TP PDI PotencialZ | TP PDI PotencialZ | TP PDI Potencial Z
(W) (nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
385.2 0.066 -1.83 382.6 0.138 -3.34 383.8  0.099 -2.53 328.6  0.053 -2.39
421.7 0.126 -2.01 376.8 | 0.089 -3.28 401.1 | 0.139 -2.67 328.6  0.031 -2.51
100 443.4 0.157 -2 373.6  0.016 -3.56 391.8 0.107 -2.74 345 | 0.067 -2.49
x |416.8 0.116 -1.95 377.7 1 0.081 -3.39 392.2 0.115 -2.65 3341 0.05 -2.46
CV. | 7.06 39.88 -5.19 1.21  75.79 -4.35 221 1841 -4.03 2.83 | 36.30 -2.61
409.1 0.083 -2.37 429.1 | 0.115 -2.28 394.6 | 0.117 -2.19 328.7 | 0.06 -3.28
418.7 0.163 -2.56 414.3 | 0.065 -3.43 379 | 0.018 -1.81 333.4 | 0.002 -3.2
150 409.4 0.082 -2.96 423.7 | 0.113 -3.42 383.6 | 0.094 -2.06 344.3 | 0.002 -3.59
X | 4124 0.109 -2.63 422.4 1 0.098 -3.04 385.7 0.076 -2.02 335.5 0.021 -3.36
CV. | 132 4264 -11.45 1.77  28.89 -21.75 2.08 68.17 -9.56 2.39 | 159.46 -6.13
387.1 0.047 -2.23 408.8  0.103 -3.38 410.7 | 0.133 -1.79 343.9  0.086 -2.59
416.6 0.112 -2.29 412.7  0.109 -3.11 402.8 | 0.088 -1.49 3334 0.311 -2.83
200 454.8 0.171 -2.14 408.7 | 0.121 -3.58 425.4 1 0.145 -1.81 337.1 | 0.125 -2.34
X | 4195 0.110 -2.22 410.1 0.111 -3.36 413 | 0.122 -1.7 338.1 0.174 -2.59
CVv. | 8.09 56.39 -3.40 0.56 | 8.26 -7.02 2.78  24.63 -10.54 1.58 69.10 -9.46
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Tabla 9. Evaluacion del efecto de ultrasonido: Andlisis de TP promedio, PDI y potencial Z (después de eliminar el exceso de estabilizante).

70 75 80 85
Potencia P Potencial TP Potencial TP Potencial TP Potencial
(W) (nm) PDI Z (nm) PDI Z (nm) PDI Z (nm) PDI Z

(mV) (mV) (mV) (mV)

387.2 | 0.115 -1.59 309.2 | 0.155 -1.37 400.6 | 0.162 -5.52 294 |0.193 -4.11

413.8 | 0.171 -1.36 292.8 | 0.118 -1.9 397.5 | 0.168 -5.07 277 |0.172 -4.34

100 394.2 | 0.123 -1.39 301.7 | 0.111 -1.95 404.8 | 0.171 -5.33 294 | 0.185 -4.09
X |398.40.136 -1.45 301.2 | 0.128 -1.74 401 | 0.167 -5.31 288 | 0.183 -4.18

C.V. | 3.46 |22.27 -8.62 2.73 | 18.47 -18.47 091 | 2.74 -4.25 3.41 | 5.79 -3.32

340.1 | 0.018 -5.08 321.2 | 0.147 -2.92 283 | 0.073 -4.54 357 |0.216 -2.43

336.6 | 0.004 -5.22 320.5 | 0.16 -2.84 302.7 | 0.116 -3.95 362 | 0.24 -1.8

150 336.1 | 0.03 -5.13 305.6 | 0.104 -2.52 293.6 | 0.119 -4.3 369 | 0.21 -1.96
X | 337.60.017 -5.14 315.77 | 0.137 -2.76 293.1 | 0.103 -4.26 363 |0.222 -2.06
C.V. | 0.65 | 76.55 -1.38 2.79 | 21.39 -7.67 3.36 | 24.99 -6.96 1.66 | 7.15 -15.90

434.4 | 0.175 -3.91 328.1 | 0.179 -2.27 280.3 | 0.14 -2.11 466 | 0.257 -2.59

415 | 0.147 -3.92 401.2 | 0.201 -2.56 291.8 | 0.143 -1.93 367 | 0.209 -2.83

200 398.8 | 0.16 -3.7 407.1 | 0.205 -2.3 311.5 | 0.193 -2.03 388 | 0.265 -2.34
x | 416.1 0.161 -3.84 378.8 | 0.195 -2.38 294.5 | 0.159 -2.02 407 | 0.244 -2.59

CV. | 428 | 8.70 -3.24 11.62 | 7.18 -6.70 5.36 | 18.72 -4.46 12.82 | 12.41 -9.46
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Figura 16. Distribucion del TP de lotes obtenidos por ultrasonido, antes y después de eliminar el estabilizante residual (n=3).
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Figura 16. (Continuacion) Distribucion del TP de lotes obtenidos por ultrasonido antes y después de eliminar el estabilizante residual (n=3).
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Figura 16. (Continuacion) Distribucion del TP de lotes obtenidos por ultrasonido, antes y después de eliminar el estabilizante residual (n=3).
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Figura 16. (Continuacion) Distribucion del TP de lotes obtenidos por ultrasonido, antes y después de eliminar el estabilizante residual (n=3).
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Como se observa en la Tabla 8 y 9, con la modificacién del método desplazamiento de
solvente, se lograron obtener TP promedio (n=3) menores a 423 nm y un PDI menor a
0.244, esto antes y después de eliminar el exceso de estabilizante. También se puede
observar que los valores de PDI aumentaron después de eliminar el estabilizante residual,
lo cual, indica una mayor variacién en la distribucion del TP, ya que como se menciond
anteriormente valores mas cercano a 1 representa una muestra polidispersa (Boon, 2015).
Este comportamiento podria esperarse ya que el PVAL es el encargado de prevenir la

agregacion de las particulas.

A partir de los resultados obtenidos de TP y PDI (posterior a la preparacion, es decir, antes
de eliminar el estabilizante residual) se realizé el andlisis de varianza de dos factores, para
determinar los efectos de ultrasonido, amplitud de onda y potencia, (factores), sobre el TP
y PDI (variables de respuesta). El andlisis se hizo por separado para cada una de las

variables de respuesta como se observa en la Figura 17.

Usaremos el analisis de la varianza de dos factores para contrastar las hipdtesis nulas
asociadas a cada factor. Las hipdtesis planteadas para TP y PDI se muestran a

continuacion:

e Ho;: El factor amplitud de onda no influye sobre las variables de respuesta.
e Hg,: El factor potencia no influye sobre las variables de respuesta.

e Hos: No hay interaccidn entre ambos factores.

El criterio de aceptacidn fue el siguiente:
Si F calculada > F critica se rechazan las hipdtesis nulas.

Si F calculada < F critica se aceptan las hipdtesis nulas.

El andlisis de varianza se realizd utilizando el programa estadistico Statgraphics®
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ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de

Origendelas Sumade  Gradosde los Valor critico

variaciones cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad  paraF

Amplitudde

onda 34458.7031 3 11486.2344 53.3847556 9.0733E-11 3.00878657
Tamanio de partl'cula Potencia 1360.87056 2 680.435278 3.16246995 0.0603859 3.40282611

Interaccion  3154.60278 6 525.76713 2.44361632 0.05491051 2.50818882

Dentrodel

grupo 5163.82667 24 215.159444

Total 44138.0031 35

ANALISIS DE VARIANZA

Promediode

Origendelas Sumade  Gradosde los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad  paraF

Amplitud de
. o ., onda 0.00444742 3 0.00148247 0.54327887 0.65735235 3.00878657
Indice de polidispersion Potencia 0.01806706 2 0.00903353 3.31050033 0.05374058 3.40282611

Interaccion  0.02644917 6 0.00440815 1.61546292 0.18613066 2.50818882

Dentrodel

grupo 0.06549 24 0.00272875

Total 0.11445364 35

Figura 17. Andlisis de varianza con dos factores (amplitud de onda y potencia) con tres muestras por grupo para los resultados de TP e PDI
obtenidos de NPP preparadas por ultrasonido.
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En la Figura 17, podemos observar que el valor critico para F (F critica) estd asociado a
cada factor (Amplitud de onda y potencia). En el caso del analisis de varianza para los
resultados obtenidos de TP, se observa que Unicamente él % de amplitud de onda es
determinante sobre el TP esperado, ya que el valor de F calculada es mayor al valor de F
critica, 53.3847556 > 3.00878657. Esto también se puede comprobar observando las
graficas de Tukey en la Figura 18, donde se observa que en la gréfica de amplitud de onda
para esta variable de respuesta, que no existe interseccidon entre todos los valores de % de
amplitud de onda, por lo que existe diferencia estadisticamente significativa entre los %

de amplitud de onda sobre el TP, con amplitudes al 85%.

En relaciéon al PDI, los valores de F critica son mayores a los valores de F calculada, por lo
gue se aceptan las hipdtesis nulas, lo que indica que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las condiciones de ultrasonido, es decir, los datos demuestran que tanto
la amplitud de onda como la potencia son factores que no influyen decisivamente sobre el

PDI durante la preparaciéon de las NPP, lo cual, se puede comprobar en la Figura 18.

Por otra parte, el método desplazamiento de solvente modificado (NPP por ultrasonido)
permitid formar particulas de tamafios menores y mas homogéneos en comparacion con
las NPP preparadas por el método convencional, ya que en este ultimo, se obtuvieron
tamafios mayores a 500 nm (ver resultados, seccién 6.2.1.). En el caso del PDI y de
acuerdo a la comparacién de los graficos de distribucidén de TP que se llevd a cabo entre la
Figuras 15 (Método convencional) y Figura 16 (Método modificado), se observa que los
lotes preparados por ultrasonido presentaron una distribucién mas estrecha, es decir,
tenian menor variacién en la distribucién del TP y debido a esto, entre mas estrecha sea

la distribucidon de TP, mayor sera la reproducibilidad del método (Boon, 2015).

56



RESULTADOS Y ANALISIS

6.2.2.2. Preparacion bajo condiciones 6ptimas seleccionadas

Las condiciones dptimas de ultrasonido seleccionadas para preparar NPP bajo accion de
ultrasonido fueron 70 % de amplitud de onda y 150 W de potencia. La seleccién se basd
en la estrecha distribucion de TP y la obtencién de tamafos de menores a 413 nm. Una
vez seleccionadas las condiciones éptimas de ultrasonido (amplitud de onda y potencia),
se prepararon dos lotes de NPP en mayor cantidad. La preparacion y la representacion
esquematica del proceso se describen y encuentran en la metodologia, seccidon 5.2.2.2.
Una vez obtenida la suspensién de NPP esta se centrifugd para eliminar el exceso de
estabilizante y después se adiciond un agente crioprotector (manitol al 15% p/v)
Unicamente a uno de los dos lotes. Posteriormente, ambos lotes se liofilizaron para hacer

mas facil su manejo.

El proceso de liofilizacién puede afectar de manera decisiva el TP, debido a la posible
agregacion y retencién adicional de otros componentes, como el exceso de PVAL por lo
cual fue importante el uso de un agente crioproctector. En esta experimentacién, se
utilizé como agente crioprotector manitol al 15 % p/v, el cual es un sacarido. El uso de
estos agentes mejora la velocidad de liofilizacién y previene el crecimiento ocasionado por

la presidn que ejerce el agua congelada en el interior de las particulas (Garzén, 2008).

Las NPP fueron caracterizadas para obtener informacidon sobre su comportamiento, ya
gue el cambio en su tamafio puede ocasionar cambios drasticos sobre sus caracteristicas.
Para ello, se determind la morfologia, cristalinidad, TP, PDI y potencial Z, estos ultimos se
evaluaron antes de eliminar el exceso de estabilizante y después del proceso de
liofilizacion. También se cuantificd del estabilizante residual (PVAL residual), se obtuvieron
los valores del porcentaje de farmaco encapsulado en la matriz polimérica (% EE),
porcentaje de farmaco cargado (% DL, por sus siglas en inglés), porcentaje de eficiencia

del proceso (% EP) y se realizaron los perfiles de liberacién in vitro.
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6.3. Caracterizacion de las NPP

6.3.1. Anadlisis del TP, PDI y potencial Z

El andlisis del TP, PDI y potencial Z que se describe en esta seccidn se llevd a cabo para los
dos lotes de NPP preparados bajo condiciones éptimas seleccionadas de ultrasonido (70 %
de amplitud de onda y 150 W de potencia) y liofilizados, también es importante recordar

que se adiciono un agente crioprotector a uno de los dos lotes.

El andlisis se llevd a cabo en un equipo Zetasizer por la técnica de dispersion de la luz
dinamica. Esta técnica mide la difusion de las particulas que se mueven bajo el
movimiento browniano, y la convierte a la medida y una distribuciéon de tamafio utilizando
la relacion de Stokes-Einstein, la cual determina la constante de difusidon de una particula

(www.malvern.com).

Las mediciones de TP y PDI de las NPP se determinaron a las condiciones que se describe
en la metodologia, seccién 5.3.1, y los parametros fueron evaluados antes de eliminar el
exceso de estabilizante y después del proceso de liofilizacién. Los resultados se muestran
en la Tabla 10 y la distribucién del TP se ilustra en la Figura 19, antes del proceso de

liofilizacidn y después del proceso de liofilizacién.

Tabla 10. Preparacion de NPP bajo condiciones dptimas seleccionadas: Andlisis de TP, PDI y
potencial Z.

Lotes Antes de liofilizar Después de liofilizar

Potencial Z Potencial Z
(nm) (mV) (nm) (mV)
1 400.3 | 0.121 -0.919 606.4 0.274 -1.12
(Sin crioprotector) 400 0.120 -0.770 602.4 0.264 -2.39
377 0.064 -0.664 616.9 0.220 -1.46
PROMEDIO 392.4 | 0.102 -0.784 608.6 0.253 -1.66
2 364.5 | 0.076 -2.50 402.9 0.114 -1.89
(Con crioprotector) | 369.3 | 0.154 -2.38 397.1 0.117 -1.81
363.5 | 0.073 -2.60 447.1 0.147 -1.29
PROMEDIO 365.8 | 0.101 -2.493 415.7 0.126 -1.66
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Figura 19. Distribucion del TP de NPP preparadas por ultrasonido con y sin crioprotector, antes de eliminar el estabilizante residual y después del
proceso de liofilizacion (n=3).
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En el lote sin crioprotector, el TP promedio fue de 392.4 nm al momento de la
preparacion, y de 608.6 nm después del proceso de liofilizacion, se observé un aumento
de tamaiio obteniendo valores mayores a 500 nm después de la liofilizacion, lo mismo

ocurrié con el PDI obteniendo un valor de 0.253 después del proceso de liofilizacion.

En relacidn al lote que se le adicioné manitol al 15% p/v, se obtuvieron TP menores a 450
nm y un PDI menor a 0.144, antes y después del proceso de liofilizacién. Como se
menciond anteriormente, el uso de este agente crioprotector evito la agregacion de
particulas durante el proceso de liofilizacion permitiendo mantener el tamafio de las
particulas mas homogéneo y de menor tamafio. También se observd una mejor
redispersion del liofilizado, ya que solamente se necesitaban unos minutos de agitacion en

comparacion con las muestras sin manitol.

El potencial Z de las NPP de PCL cargadas con CLOT, fue determinado por la técnica de
Laser Doppler Micro-electrophoresis (ver marco tedrico, seccion X). Las mediciones se
determinaron a las condiciones que se describe en la metodologia, seccién 5.3.1 y los

resultados se muestran en la Tabla 10.

El potencial Z fue determinado al momento de la preparacidon y después del proceso de
liofilizacion mostrando valores negativos cercanos a 0, obteniendo valores de -0.664 a -
2.60 mV para ambos lotes (con y sin crioprotector). Este valor es caracteristico de las
particulas y su atmosfera en solucion, es decir, todos los lotes deben tener valores
similares, ya que estan preparados bajo las mismas condiciones. Por otro lado, es
importante mencionar que la presencia del estabilizante actua por impedimento estérico
y la adsorcion del mismo en la superficie de las NPP disminuye el potencial Z (Batalla, 2014

y Wolgang, 2001).
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6.3.2. Cuantificacion del estabilizante residual

Para determinar correctamente el porcentaje de farmaco encapsulado en la matriz
polimérica, primero se cuantificd la cantidad presente de PVAL residual, debido a que,
como se menciond anteriormente durante la preparacién de NPP se utilizdé como
estabilizante, y tiene la funcidn de evitar la agregacién de las particulas, absorbiéndose en

la superficie.

La cantidad de estabilizante residual se determiné a los lotes preparados bajo condiciones
Optimas seleccionadas por el espectrofotometria Vis/visible formando un complejo
colorido. El complejo colorido se formé de acuerdo al procedimiento descrito en la
metodologia, seccion 5.1.3. Los resultados se incluyen en la Tabla 11 y se puede observar
que el porcentaje calculado es menor a 3% para ambos lotes, esto coincide con lo

reportado por Pindn-Segundo et al., 2005.

Tabla 11. Preparacion de NPP bajo condiciones optimas seleccionadas: Resultados del % de PVAL
residual, % EE, % DL y % EP (n=3).

PVAL
CLOT | PCL
Lote residual % DL % EE % EP *
(mg) | (mg)
(%)
1
51.7 | 163.7 2.6 19.36+0.96 | 80.6+3.96 | 76.73 £0.76
Sin crioprotector
2
53.0 | 143.0 2.4 22.23+0.76 | 82.16 +2.90 | 90.26 *0.76

Con crioprotector

*Para realizar el calculd de eficiencia de proceso se tomé en cuenta la cantidad adicionada

de manitol (agente crioprotector).
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6.3.3. Porcentaje de farmaco encapsulado en la matriz polimérica (% EE),
porcentaje de farmaco cargado (% DL), porcentaje de eficiencia del proceso

(% EP) y cuantificacion del estabilizante residual

Después de determinar espectrofotométricamente la cantidad de CLOT presente en las
NPP (% DL, por sus siglas en inglés) preparadas bajo las condiciones 6ptimas
seleccionadas, se procedié a determinar la cantidad de farmaco encapsulado en la matriz
polimérica (% EE) y también la eficiencia del proceso (% EP), empleando las ecuaciones
descritas por Pifidon-Segundo et al., 2005, para ambos lotes. Los resultados se encuentran

en la Tabla 11. (ver ecuaciones en metodologia, seccion 5.3.3)

El porcentaje de CLOT encapsulado en las NPP de PCL y la eficacia de encapsulamiento
fueron de 19.36 + 0.96 y 80.6 + 3.96% respectivamente, para el lote sin crioprotector vy
para el lote con crioprotector fueron de 22.23 + 0.76 y 82.16 + 2.90%. En ambos lotes, se
observé que el porcentaje de contenido de farmaco es aproximado al porcentaje inicial de
farmaco en relacién con el peso del polimero, lo cual, se asocia con la naturaleza lipdfila

del farmaco que impide su particion en la fase acuosa (Santos, 2012).

La eficiencia de encapsulamiento fue mayor a 80% tanto en las muestras con y sin
manitol. Se considera que el porcentaje obtenido es dptimo para encapsular CLOT, pues
conforme a lo reportado por Tonglairoum et al. 2015, los %EE que obtuvieron en NPP
preparadas con CLOT en mezcla de quitosan y PVAL por electrospinning fueron de 72 a

90%.

También se determiné la eficiencia del proceso, este pardmetro expresa el porcentaje de
polimero transformado en relacidn con el total de la cantidad de polimero en la solucién

orgdnica (Pindn-Segundo, 2006).
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6.3.4. Estado cristalino de las NPP

Los estudios por calorimetria diferencial de barrido (DSC) son utiles para evaluar y
determinan la forma en que se encuentra el fdrmaco dentro de las NPP, por ello, y para
saber si el farmaco se encontraba disperso molecularmente, se obtuvieron los
termogramas de CLOT, PCL, PVAL, manitol y NPP biodegradables (Método modificado) con

y sin manitol.

En el Grafico 2, se muestran los termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de
barrido. El termograma de CLOT puro presentd un pico endotérmico a 144.69 °C, esto
coincide, con el valor de 145.4 °C reportado por Das, et al, 2012, para el pico
caracteristico de CLOT. Como el pico de fusién del fadrmaco estad ausente o no se detecta
en los termogramas de las NPP, se puede decir que el farmaco estd dispersd

molecularmente en la matriz polimérica.

Por otro lado, en el termograma de las NPP que contienen manitol como agente
crioprotector, se observa un pequefio pico endotérmico de 155 a 166 °C, esto puede
deberse a la presencia de cristales de manitol ya que el pico caracteristico de manitol se

presenta a 166.50 °C.
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Grdfico 2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Termogramas de CLOT, PCL, PVAL, manitol y de NPP biodegradables preparadas bajo

condiciones dptimas de ultrasonidos.
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6.3.5. Morfologia

El analisis se realizdé unicamente al lote de NPP preparadas bajo condiciones dptimas de
ultrasonido con un agente crioprotector. Las NPP fueron analizadas por medio de
microscopia electréonica de barrido, para observar su morfologia. Las fotografias de las
NPP se muestran en la Figura 20, donde la barra blanca representa 1 um, estas fotografias
se obtuvieron con una magnificacion de 10000 x. En la Figura 20, se nota claramente la
presencia de NPP (circulos amarillos), como se puede observar estas presentan una forma
esférica y sdlida principalmente. En las fotografias, también se observa la presencia de

cristales aislados (circulo azul), que corresponden al agente crioprotector (Manitol).

Figura 20. Micrografia electrénica de barrido de NPP preparadas bajo condiciones optimas
seleccionadas con crioprotector.
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6.3.6. Estudio de los perfiles de liberacion

El estudio in vitro de liberaciéon de CLOT se llevé a cabo a partir de NPP preparadas a base
de PCL (polimero biodegradable) bajo accién ultrasonido a 70% de amplitud de onda y 150
W de potencia (condiciones dptimas seleccionadas) con y sin crioprotector, empleando el
método de difusién con bolsas de dialisis. Cada muestra se analizo por triplicado. Con este
estudio se pretende conocer y analizar el proceso de liberacién de CLOT cargado dentro

de la matriz polimeria de las NPP, el mecanismo de transporte y tipo de liberacidn.

El estudio de liberacién se efectué en condiciones de perfecta solubilidad del farmaco
(sink conditions), es decir, que la concentracion del farmaco en el medio de disolucidn fue
menor a la concentracidn de saturacion (solubilidad), ya que a medida que transcurre el
tiempo, el farmaco se disuelve en el medio y la concentracién aumenta. Esto significa que
la cantidad de farmaco disuelto en el medio puede alterar el proceso de disolucién y
modificar la velocidad de disolucién. Para este estudio se utilizé como medio de disolucién
fluido vaginal simulado a pH de 4.5 con un agente solubilizante (Gelucire 44/14 al 3% p/v),
ya que el farmaco es insoluble en agua. Los perfiles de liberacion se muestran en el

Grafico 3.
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Grdfico 3. Perfiles de liberacion de CLOT a partir de NPP de PCL por el método de difusion con bolsas de didlisis. (e) Sistemas con crioprotector

(n=3) y ( #) Sistemas sin crioprotector (n=3).
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En los perfiles de liberacidon obtenidos (n=3), se puede observar como al adicionar un
agente crioprotector en la formulacion, disminuye la cantidad de CLOT liberada al medio
de disolucion (Grafico 3). Este comportamiento puede relacionarse con el efecto
provocado por el agente crioprotector sobre la superficie de las particulas, ya que es el
encargado de proteger las NPP durante el proceso de liofilizacién y a la vez forma una
barrera actuando como una envoltura, por lo cual, podria influir en el contacto de las

particulas con el medio de dispersion.

En el caso de ambas formulaciones (con y sin crioprotector), se puede observar como el
perfil de liberacién es muy similar durante la primera hora, momento a partir del cual se
comienza a ver la influencia de agente crioprotector. Por otro lado puede apreciarse que
ambos sistemas, presentan una rapida liberacion del farmaco, liberando el 95 % en menos
de 7 horas. Este efecto, se atribuye a que al disminuir el tamafio de las NPP incrementar el
area superficial de las mismas y el farmaco absorbido en la superficie tiene alto contacto
con el medio de disolucidn, por lo que difunde rdpidamente hacia el exterior (Yokoyama,

2012).

Otro factor importante que define la velocidad de liberacién de CLOT es la concentracién
total del farmaco, es decir, el CLOT se libera mas rdpidamente al usar concentraciones
mas baja. Esto concuerda con lo reportado por Souto, et al., (2004), el cual, realizo un
estudio sobre la liberacion de CLOT a partir formulaciones de liberacidn controlada

basadas en NPP lipidicas solidad y vehiculos lipidicos nanoestructurados.

Analisis de los modelos matematicos analizados.

Con el objetivo de estudiar el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la liberacién de
CLOT desde la matriz polimérica, se ajustd la media de los perfiles de liberacion obtenidos
de ambos lotes para analizar y describir el mecanismo mediante el cual ocurre el proceso

de liberacién. Los resultados se muestran en la Tabla 13 y Graficos 4 y 5.
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La cinética de liberacién se analizé de acuerdo al modelo de Krosmeyer-Peppas y Higuchi.
El modelo Krosmeyer-Peppas se basa en diferentes funciones matemadticas que describen
el perfil de disolucidn, para determinar la cinética de liberacidn del fdrmaco a partir de un
polimero, en este modelo se ajustan los datos hasta un 60% de la cantidad total liberada

(Suvakanta, 2010).

M / Mo = Kt"

Donde M; / M« es la fraccidon de farmaco liberado a un tiempo, K es una constante vy el
exponente de difusidon “n” es la pendiente. El exponente de difusién “n” es utilizado para
caracterizar el mecanismo de transporte y el tipo de liberacién como se describe en la

Tabla 12.

Tabla 12. Mecanismos de transporte y tipo de liberacion en base al exponente de difusion “n” de

acuerdo al modelo de Krosmeyer-Peppas.

Exponente (n) Mecanismo de transporte Tipo de liberacion
0.5 Difusion fickiana Dependiente del tiempo (t°°)
0.45<n=0.89 No fickiana Dependiente del tiempo (t"*)
0.89 Transporte caso Il Independiente del tiempo (orden
cero)
n>0.89 Transporte super caso Il Dependiente del tiempo (t"?)

De acuerdo a los resultados obtenidos de n en este estudio, el valor del exponente de
difusién osillé ente de 0.47 a 0.68 para ambos lotes, lo cual conforme a lo estipulado
anteriormente y a los pardmetros descritos en la Tabla 12, se determina que el
mecanismo de liberacién del farmaco a partir de NPP a base de PCL es fickiano, es decir,
farmaco difunde al medio de disolucién. EI mecanismo de liberacién fickiano no se ve
afectado por el fendmeno de relajacion del polimero en el proceso de hinchamiento, por

lo tanto presenta una liberacién inicial rapida pero no inmediata (Saéz, 2004).
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Tabla 13. Resultados de las cinéticas de liberacion de acuerdo a los modelos de Krosmeyer-Peppas

y Higuchi.
MODELOS
Lote Muestra Korsmeyer-Peppas Higuchi
Valor de n Coeficiente de Coeficiente de
correlacion correlacién
1 1 0.6830 0.967 0.981
2 0.6398 0.993 0.994
3 0.5948 0.976 0.992
2 1 0.5578 0.977 0.983
2 0.4722 0.935 0.968
3 0.5511 0.988 0.981
0
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Grdfico 4. Liberacion de CLOT a partir de NPP bajo condiciones optimas seleccionadas (Modelo de
Peppas): e Lote sin manitol y ¢ Lote con manitol (n=3).
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Grdfico 5. Liberacion de CLOT a partir de NPP bajo condiciones optimas seleccionadas (Modelo de
Higuchi): e Lote sin manitol y # Lote con manitol (n=3).

Como se menciond anteriormente, la cinética de liberacion de los perfiles de liberacion,
también se analiz6 de acuerdo al modelo de Higuchi. En 1961 Higuchi fue el primer en
proponer un modelo matematico para describir la liberacion de un farmaco a partir de un
sistema matricial. La expresion del modelo estd dada por la siguiente ecuacién (Saéz,
2004).

M _ ke

Mo,
Donde M, es la cantidad de farmaco liberado a un tiempo, M.. es la cantidad mdaxima
liberada, K en una constante y t es el tiempo. Los valores de los coeficientes de correlacion
obtenidos en este estudio son muy cercanos a 1, lo que indica que los datos se ajustan al
modelo propuesto por Higuchi, es decir, estos sistemas se consideran matriciales. Los

resultados coinciden con la descripcidn del sistema preparado.
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Los datos obtenidos de los perfiles de liberacién in vitro muestran que el proceso por el
cual se obtuvieron las nanoparticulas es adecuado ya que permite la obtencion de

nanoparticulas con perfiles de liberacidn semejantes.

El uso de estos sistemas en formas farmacéuticas puede mejorar los tratamientos
farmacoldgicos actuales, aumentando la cantidad de farmaco disponible y disminuye el
tiempo del tratamiento, siendo un tratamiento farmacolégico cémodo y de facil
administracion. Aunque este trabajo sélo comprende una etapa de una linea de
investigacion extensa, contribuye de manera importante al desarrollo de la investigacién

global.
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7. CONCLUSIONES

e Se elaboraron NPP biodegradables cargadas con CLOT como principio activo a
partir del método desplazamiento de solvente bajo accién de ultrasonido, como
posible tratamiento de infecciones ginecolégicas principalmente candidiasis
vulvovaginal.

e Se determind que el cambio de la energia mecanica a ultrasonido durante la
preparacion de nanoparticulas por el método desplazamiento de solvente, permite
obtener particulas mas homogéneas.

e Las condiciones 6ptimas fueron de 75 % de amplitud de onda y 150 W de potencia
para obtener tamafios de particula menor a 400 nm, eficiencias de
encapsulamiento mayores a 80%, y un porcentaje de estabilizante residual menor
al 3%, ideal para ocuparse como vectores farmacéuticos.

e Se determind por calorimetria diferencial de barrido que el fdrmaco se encontraba
disperso en la matriz polimérica y no en la superficie. También mediante
microscopia electrénica de barrido se pudo observar la morfologia de las NPP, las
cuales presentaron forma esférica.

e Laliberacidon del CLOT fue rapida, liberando el 95 % en menos de 7 horas debido al
incremento del area superficial de las particulas.

o El logré de estos resultados es derivado de la modificacién al método
desplazamiento de solvente donde se utilizdé ultrasonido a diferentes amplitudes
de onda y potencias durante la elaboracién, seleccionando las condiciones
Optimas; ante la problematica del método convencional, el cual, requiere tiempos

prolongados y altas velocidades de agitacion.
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ANEXO

9. ANEXOS

9.1. Estructura quimicay propiedades fisicoquimicas de los materiales

a) Clotrimazol

= Formula molecular: Cy,H17N,Cl

= Peso Molecular: 344.8 g/mol

= Descripcion: es un polvo cristalino, blanco o amarillento pdlido

* Punto de Fusion: 141 — 145 °C

= Solubilidad: insoluble en agua, soluble en etanol al 96 % y cloruro de metileno.

* Rango terapéutico: 4-12 mg/L
(http://www.acofarma.com y https.//www.fagron.com)

b) Poli (e-caprolactona)

O
Catalizador + calor ||

o) 0—(0}12)5—(:

Poli (e-caprolactona)
e-caprolactona

= Formula molecular: (CcH 1005) »
= Descripcion: Polimero hidréfobo biodegradable no téxico en forma de granulos de 3
mm

=  Solubilidad: cloroformo, dicloro, metano, carbon, tolueno, acetona, etilacetato y

acetato de etilo
= Aplicaciones principales: Aplicaciones como un agente de administracion de

farmacos debido a su eficiencia y biocompatibilidad

(http://www.sigmaaldrich.com/)
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ANEXO

9.2. Espectros de absorcidn

Grdfico 18. Espectro de absorcion de solucion de Fluido Vaginal Simulado a pH de 4.5

(FVS).

3.5

Absorbancia (nm)
[ N
[ n N n w

o
(O]

o

200 300 400
Longitud de onda (nm)

Grdfico 19. Espectro de absorcion de solucion de FVS con Gelucire® 44/14 al 3% p/Vv.
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ANEXO

Grdfico 20. Espectro de absorcion de CLOT en solucion de FVS con Gelucire® 44/14 al 3 %

p/v.
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Grdfico 21. Espectro de absorcion del complejo PVAL con H3BOs, Kl y I,.
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9.3. Curva de calibracion

a) Clotrimazol en una solucion de Gelucire® 44/14 al 3% p/v en FVS.

A=260 nm.

Concentracion

Absorbancia | Abs/Conc
ug/mL
43.5 0.101 0.00232
43.5 0.100 0.00230
43.5 0.097 0.00223
130.5 0.299 0.00229
130.5 0.300 0.00230
130.5 0.301 0.00231
217.5 0.497 0.00229
217.5 0.497 0.00229
217.5 0.496 0.00228
304.5 0.696 0.00229
304.5 0.698 0.00229
304.5 0.700 0.00230
391.5 0.898 0.00229
391.5 0.899 0.00230
391.5 0.899 0.00230
X 0.00229073
D.S. 1.9613E-05
C.v. 0.86%

ANEXO
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ANEXO
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ANALISIS ESTADISTICO

1) Regresion Lineal

e r=0.99998
e r’=0.99997
e m=0.00230
e b=0.00063
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ANEXO
2) Andlisis de Varianza

Prueba de hipotesis

e H,: No existe relacion entre la concentracion de CLOT y su respectiva absorbancia.

e Ha: Existe relacion entre la concentracion de CLOT y su respectiva absorbancia.

El criterio de aceptacidn fue el siguiente:
e SiF calculada > F critica se rechaza la hipoétesis nula.

e SiF calculada <F critica se acepta la hipdtesis nula.

Como F calculada > F critica se rechaza la hipétesis nula, es decir, si existe relacién entre

la concentracién y su absorbancia.

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F calculada  F critica
427144.04
Regresion 1 1.19600333 1.19600333 8 9.5157E-31
Residuos 13 3.64E-05 2.8E-06
Total 14 1.19603973
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b) Complejo PVAL con H3BO;, Kl y I, en agua destilada.

A= 644 nm.

Concentracidn

Absorbancia Abs/Conc
ug/mL

9.05 0.27 0.029834
9.05 0.278 0.030718
9.05 0.262 0.02895
18.1 0.565 0.031215
18.1 0.59 0.032597
18.1 0.577 0.031878
36.2 1.162 0.032099
36.2 1.177 0.032514
36.2 1.153 0.031851
54.3 1.719 0.031657
54.3 1.754 0.032302
54.3 1.748 0.032192
72.4 2.365 0.032666
72.4 2.329 0.032169
72.4 2.325 0.032113
X 0.03165
D.S. 0.001063

C.v. 3.36%

ANEXO
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ANEXO

2.5
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y =0.0325x - 0.0182
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1) Regresion Lineal

e r=0.99993
e r’=0.9997
e m=0.0325
e b=0.0182
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ANEXO
2) Andlisis de Varianza

Prueba de hipotesis

e H,: No existe relacion entre la concentracion del complejo colorido PVA-H3BOs KI-1,

y su respectiva absorbancia.

e Ha: Existe relacion entre la concentracion del complejo colorido PVA-H3BOz KI-I, y

su respectiva absorbancia.

El criterio de aceptacién fue el siguiente:
e SiF calculada > F critica se rechaza la hipoétesis nula.

e SiF calculada <F critica se acepta la hipdtesis nula.

Como F calculada > F critica se rechaza la hipétesis nula, es decir, si existe relacién entre

la concentracién y su absorbancia.

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F calculada  F critica
100758.06
Regresion 1 30.7898579 30.7898579 9 1.1366E-26
Residuos 14 0.00427815 0.00030558
Total 15 30.794136
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9.4.

Cinéticas de

seleccionadas

ANEXO

liberacion de los lotes preparados bajo condiciones optimas

a) Resultados de la liberacion de clotrimazol en NPP de PCL (Lote 1) sin crioprotector.

Tiempo t1/2 Int Mt Mt/Meo In (Mt/Moo)
10 | 3.16227766 | 2.30258509 | 0.62126087 | 0.11440636 | -2.16799859
20 | 4.47213595 | 2.99573227 | 0.78382174 | 0.14434225 | -1.93556804
40 | 6.32455532 | 3.68887945 | 1.07029565 | 0.19709697 | -1.62405946
60 | 7.74596669 | 4.09434456 | 1.51981304 | 0.27987644 | -1.27340705
90 | 9.48683298 | 4.49980967 | 2.15976522 | 0.39772484 | -0.92199486
120 | 10.9544512 | 4.78749174 | 2.57406522 | 0.47401897 | -0.74650794
180 | 13.4164079 | 5.19295685 | 3.12532174 | 0.5755339 | -0.55245715
240 | 15.4919334 | 5.48063892 | 3.85266522 | 0.70947558 | -0.34322921
300 | 17.3205081 | 5.70378247 | 4.13783478 | 0.76199009 | -0.27182173
360 18.973666 | 5.88610403 | 4.5390913 | 0.83588224 | -0.17926754
420 | 20.4939015 | 6.04025471 | 4.90904348 | 0.90400963 | -0.10091527
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a) Resultados de la liberacién de

crioprotector.

ANEXO

clotrimazol en NPP de PCL (Lote 2) con

Tiempo t1/2 Int Mt Mt/Mee In (Mt/Meo)
5 2.23606798 | 1.60943791 | 0.04734783 | 0.01150971 | -4.46456464
10 3.16227766 | 2.30258509 | 0.49686522 | 0.12078215 | -2.11376675
20 4.47213595 | 2.99573227 | 1.02986087 | 0.25034719 | -1.38490655
40 6.32455532 | 3.68887945 | 1.11937826 | 0.27210783 | -1.30155686
70 8.36660027 | 4.24849524 | 1.52454783 | 0.37059984 | -0.99263241
90 9.48683298 | 4.49980967 | 1.49928261 | 0.36445816 | -1.00934353

120 10.9544512 | 4.78749174 | 1.79097391 | 0.43536492 | -0.83157071
180 13.4164079 | 5.19295685 | 2.37223043 | 0.57666161 | -0.55049964
240 15.4919334 | 5.48063892 2.8374 | 0.68973892 | -0.37144213
300 17.3205081 | 5.70378247 | 3.22952609 | 0.78506021 | -0.24199486
360 18.973666 | 5.88610403 | 3.51078261 | 0.8534304 | -0.15849129
420 20.4939015 | 6.04025471 3.8703 | 0.94082489 | -0.06099824
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