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1.0 INTRODUCCION.
1.1 Epilepsia

La epilepsia es un desorden neuroldgico crénico degenerativo, el cual es uno de los mas
comunes afectando cerca del 1% de la poblacion mundial. Este desorden es caracterizado
por un estado de hiperactividad de las neuronas y circuitos cerebrales capaces de generar
descargas eléctricas, las cuales se manifiestan de diferentes formas, en donde se puede
afectar una parte del cuerpo (convulsiones parciales) o a su totalidad (convulsiones

generalizadas) (Maranhdo et al. 2011).

El tratamiento de la epilepsia con farmacos antiepilépticos (AED) por sus siglas en inglés
(Antiepileptic drugs) es actualmente la terapia de eleccidn, debido a que estos farmacos
controlan la frecuencia con la que se presentan los episodios epilépticos
aproximadamente en dos terceras partes de los pacientes. La mayoria de los tratamientos
incluyen como primera eleccién AED’s de primera generacién como la fenitoina (PHT),
carbamazepina (CBZ) o fenobarbital (PB), aunque también se pueden administrar AED’s
de segunda generacién como oxcarbazepina (OXC) o lamotrigina (LTG) (Ferreira et al.

2014).

1.2 Fenitoina (PHT)

La fenitoina (5,5- difenilidantoina) es un farmaco anticonvulsivo el cual como se mencioné
anteriormente, se utiliza para el tratamiento de la epilepsia, también se utiliza para el
tratamiento de desorden bipolar aunque para éste es menos comun (Villanelli et al. 2015).

En la figura 1 se muestra la estructura quimica de la fenitoina.
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0 NH

Figura 1. Estructura quimica de la fenitoina (Thakur & Gupta 2006).

La fenitoina es un bloqueador de los canales de Na® por lo que provoca un efecto
estabilizador sobre las membranas excitables de diversas células, incluso neuronas y
miocitos cardiacos. Puede reducir los flujos de reposo del Na* asi como las corrientes de
éste que fluyen durante los potenciales de accién o la despolarizaciéon inducida
guimicamente. La capacidad de la fenitoina para reducir la duracién de las posdescargas
asi como limitar la propagacion de la crisis es mas pronunciada que su efecto sobre el
umbral de estimulacién, es decir, puede prevenir la diseminacidn del foco mas que abolir

su descarga convulsiva (Alcayaga et al. 2016).

Los niveles de este farmaco se deben mantener en un intervalo terapéutico muy estrecho.
Niveles bajos pueden provocar que los pacientes presenten episodios epilépticos; niveles
altos pueden provocar toxicidad (Villanelli et al. 2015), asi como presentar efectos
adversos entre los que se encuentran nauseas, insomnio y otros desordenes del sistema

nervioso central (Thakur & Gupta 2006)

1.2.1 Propiedades fisicas.

Aunque la fenitoina al ser administrada via intravenosa o intramuscular llega rapidamente
al sistema nervioso central controlando asi las crisis epilépticas de una manera efectiva,
ésta tiene numerosas caracteristicas poco favorables. Debido a su baja solubilidad en

agua, las formulaciones parenterales requieren del uso de propilenglicol al 40% y 10% de
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alcohol ajustado a un pH de 12 con hidréxido de sodio, por lo que la administracion de
esta formulacién provoca hipotension, arritmias cardiacas y disminucién del pulso. Por lo
tanto, su administracién por esta via debe ser lenta para evitar dichas complicaciones
(Wang & Patsalos 2004). En la tabla 1 se encuentran las principales caracteristicas de la

fenitoina.

Tabla 1. Principales propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de la fenitoina.

Propiedad Valor teérico
Solubilidad en agua 32 mg/La22°C
Biodisponibilidad >80
pKa 8.33
Unidn a proteinas 90 %
log P 2.47
Clasificacion biofarmacéutica Clase Il

La disolucidn de farmacos poco solubles en agua es uno de los problemas mas comunes
en la industria farmacéutica, especialmente para los farmacos en los que la dosis
terapéutica se encuentra cerca de la dosis téxica. La reduccién del tamafio de particula es
uno de los métodos mas utilizados para mejorar la solubilidad asi como la

biodisponibilidad (Thakur & Gupta 2006).

Otro de los problemas en el tratamiento de muchas enfermedades es hacer que el
farmaco llegue a su sitio de accién. La administracion convencional de farmacos es
caracterizada por la falta de selectividad y baja biodisponibilidad. Dichas limitaciones

pueden ser mejoradas con sistemas de liberacién controlada (Wilczewska et al. 2012).

1.3 Nanoparticulas.

En los sistemas de liberacion controlada el farmaco es transportado a su sitio de accién
por lo tanto pueden aumentar las concentraciones de farmaco en el sitio de interés, asi
como protegerlo de una rapida degradacidon y disminuir los efectos no deseados

(Nevozhay 2007)
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Para poder hacer que un farmaco llegue a ciertas células o tejidos en especifico se deben
desarrollar acarreadores especificos para cada farmaco. Recientes estudios en
nanotecnologia han demostrado que las nanoparticulas tienen un gran potencial como

acarreadores de farmacos (Wilczewska et al. 2012).

Las nanoparticulas estan definidas como sistemas coloidales que varian en su tamafio de 1
a 1000 nm, en donde el principio activo se encuentra encapsulado, disuelto o adsorbido
(Gan 2005). Existen diferentes tipos de nanoparticulas entre los que se encuentran los
liposomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas magnéticas y nanoparticulas a base

de lipidos.

1.4 Liposomas.

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de bicapas de fosfolipidos, esteroides u
otros tensoactivos. Su tamafio esta en un intervalo de 80- 300nm (Silva et al. 2011). Se ha
reportado que los liposomas incrementan la solubilidad de los fadrmacos asi como mejorar
sus propiedades farmacocinéticas, como la reduccion de efectos secundarios y el

incremento de actividad anti cancerigena (Santos et al. 2011).

En este tipo de sistemas el principio activo es incorporado por medio de un proceso de
encapsulacion y la liberacion del mismo depende de la composicidon del liposoma, del pH,

gradiente osmético y del efecto del entorno.

1.5 Nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas (NPP) son estructuras con un didmetro en un intervalo de
10-100nm. Las NPP son obtenidas a base de polimeros sintéticos (poli-E-caprolactona,
poliacrilamida y poliacrilato) o de polimeros naturales (albumina, quitosan y gelatina)
(Wilczewska et al. 2012). Este tipo de nanoparticulas son generalmente cubiertos con
tensoactivos no idnicos, esto con la finalidad de reducir las interacciones inmunoldgicas

asi como interacciones intermoleculares con la superficie de las NPP.

La adicién del farmaco se puede realizar inmovilizandolo en la superficie de las NPP por

medio de una reaccidn de polimerizaciéon o puede ser encapsulado durante el proceso de

12



polimerizaciéon (Mora-Huertas et al. 2010). La liberacién del farmaco se lleva a cabo por

difusién, desorcidn o por la erosion de las NPP en el sitio de interés.

1.6 Nanoparticulas magnéticas.

Las nanoparticulas magnéticas (NM) tienen una gran variedad de beneficios lo que hace
gue sean buenos acarreadores de farmacos. Los beneficios de dicho sistema radica en la
facilidad de éstas para adicionar un campo magnético, la posibilidad de utilizar estrategias
tanto activas como pasivas en la liberacién de farmacos, su habilidad de visualizacién (este
tipo de nanoparticulas son utilizadas en la resonancia magnética), asi como el poder llegar
a un sitio blanco especifico dando como resultado un tratamiento efectivo a bajas dosis
(Arruebo et al. 2007). Sin embargo, en varios de los casos en donde los acarreadores
magnéticos fueron utilizados, han aparecido también muchas dificultades. Dichas
dificultades estan asociadas con caracteristicas inapropiadas de las NM, ya que éstas
tienden a agregarse lo que hace que pierdan ciertas propiedades asociadas con su
reducido tamafio de particula. Otra de las dificultades de las NM se debe a que el campo
magnético no es lo suficientemente fuerte para superar la fuerza del flujo de la sangre y

asi poder llevar el fdrmaco a su sitio de accion (Neuberger et al. 2005).

Por lo mismo al disenar sistemas de liberacién magnéticos se debe tomar en cuenta
diferentes factores como las propiedades magnéticas, el tamano de particula, la fuerza del
campo magnético, la capacidad de encapsulacion del farmaco, la accesibilidad que tiene el

sitio de accion y el efecto del flujo de la sangre.

1.7 Nanoparticulas a base de lipidos.

A principios de la década de los 90°s se buscé desarrollar un tipo de acarreador alternativo
a los liposomas, emulsiones y nanoparticulas poliméricas, a las cuales se le denomind

nanoparticulas lipidicas sdlidas (Geszke-Moritz & Moritz 2016).

Este tipo de nanoparticulas son como su nombre lo dice, dispersiones compuestas de
lipidos en una fase acuosa, los cuales son fisioldgicamente tolerados. Su tamafio de

particula varia entre 80- 1000 nm. Existen diferentes tipos de esta clase de nanoparticulas,
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las cuales son nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) por sus siglas en inglés solid lipid
nanoparticles y acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) nanostructured lipid

carriers (Wilczewska et al. 2012).

1.7.1 Acarreadores lipidicos nanoestructurados.

Los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) son una variante de las SLN que se han
desarrollado debido a las grandes limitaciones de éstas. La gran diferencia entre las SLN y
los NLC radica en su composicion, ya que éstas ultimas estan compuestas de lipidos
solidos y de lipidos liquidos, en donde el lipido liquido es incorporado en la matriz sélida,
dicha combinacién de lipidos provoca una gran deformacion en el sistema, lo que permite
encapsular cantidades mayores del principio activo (Beloqui et al. 2016). En la figura 2 se

encuentra una representacion de las dos diferentes estructuras de las nanoparticulas.

SLN NLC

Estructura de Matriz sin estructura

ladrillo definida
Baja , Alta capacidad
capacidad de de carga
carga

Retencidn del firmaco
durante el
almacenamiento

Expulsion del
farmaco durante el
almacenamiento

Figura 2. Comparacién de estructuras entre SLN y NLC (Beloqui et al. 2016).
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1.7.1.1 Composicion de NLC.

Los NLC consisten de una matriz lipidica sélida hecha a base de lipidos sdélidos y lipidos
liquidos asi como de una fase acuosa, la cual contiene un tensoactivo o la mezcla de varios
tensoactivos. Normalmente las proporciones entre lipidos sélidos y liquidos van de 70:30
hasta 99.9:0.1 respectivamente, mientras que la concentracién de tensoactivo estd en un

intervalo de 1.5%- 5%(m/v) (Pardeike et al. 2009).
1.7.2 Nanoparticulas lipidicas sdlidas.

Las SLN representan una clase de particulas coloidales compuestas de lipidos los cuales
son sélidos a la temperatura corporal. En diferentes investigaciones se ha demostrado que
aunque este tipo de nanoparticulas tienen diversas limitaciones, el uso de lipidos sélidos
en lugar de lipidos liquidos ayuda a controlar la liberacion del farmaco debido a que la
movilidad del farmaco en una matriz sélida es mucho menor que en una matriz liquida

(Mehnert & Mader 2012).
1.7.2.1 Fabricacion de SLN.

Existen diferentes técnicas para la fabricacién de SLN siendo la homogenizacién a alta
presiéon y las microemulsiones las mds comunes (Figura 3). A continuacidn, se

mencionaran algunas de ellas.

A. Homogenizacion a alta presion (HPH): Esta técnica es de las mds viables para la
preparacién de SLN, la cual en contraste con otras técnicas el escalamiento a nivel
industrial no es un problema. El fundamento de esta técnica es hacer pasar un
liquido a alta presion (100- 2000 bar) a través de un orificio pequeio el cual mide
pocos micrémetros. Esta técnica se puede realizar de dos formas las cuales son,
homogenizacidn en caliente y en frio, en ambos casos se requiere de un paso
previo a la homogenizacion, en el cual se realiza la incorporacién del farmaco ya
sea disuelto o disperso en el lipido en su punto de fusién (Kumar & Randhawa

2013).
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B. Microemulsidon: Las microemulsiones son dispersiones ligeramente turbias

compuestas de una fase lipidica, un tensoactivo y en la mayoria de los casos
también un co-tensoactivo. Las microemulsiones también pueden ser definidas
como sistemas de dos fases compuestas de una fase interna y una externa, ya sea
agua en aceite o aceite en agua. Para formar una microemulsion con un lipido el
cual es sélido a temperatura ambiente, se debe realizar a una temperatura por
encima del punto de fusidon del lipido a utilizar. El lipido debe ser fundido para asi
poder disolver el fdrmaco en el lipido, la mezcla de agua con los tensoactivos y el
co-tensoactivo deben estar a la misma temperatura que el lipido, dicha mezcla se
agregara al lipido con el fdrmaco la cual estara en agitacién constante, obteniendo
asi un sistema transparente y termodinamicamente estable. La microemulsién una
vez formada se dispersard en un medio acuoso, el cual se encuentra bajo una leve
agitaciéon y a una temperatura de 2- 3 °C. Este proceso asegura que las
nanoparticulas se forman por precipitacion y no mecadnicamente debido al

proceso de agitacion (Keck et al. 2014)

Emulsion- Evaporacion del disolvente: En este método el material lipofilico y el
farmaco son disueltos en un disolvente organico inmiscible en agua, el cual es
emulsificado en una fase acuosa. Posteriormente el disolvente organico es
evaporado, por lo que se produce una dispersion de nanoparticulas formada por la

precipitacion del lipido en la fase acuosa (Wissing et al. 2004).

Emulsion- Difusion del disolvente: Para esta técnica se utilizan disolventes
parcialmente miscibles en agua. Inicialmente el disolvente es saturado con agua
para asegurar el equilibrio termodindmico. Posteriormente, el lipido y el farmaco
son disueltos en el disolvente saturado en agua y se realiza la emulsién con el
surfactante a temperaturas por encima del punto de fusion del lipido. Las
nanoparticulas precipitan después de la adicidn de un exceso de agua

(cominmente proporciones de 1:5-1:10), esto para provocar la difusién del

16



disolvente organico y asi la emulsién formada quede libre del mismo (Shah et al.
2007)

Homogenizacion a alta fuerza de corte y ultrasonido: Son técnicas de dispersién,
las cuales inicialmente fueron utilizadas para la fabricacion de nanodispersiones
lipidicas sodlidas. Aunque estos métodos son faciles de aplicar, la calidad de las
dispersiones se ve comprometida por la presencia de microparticulas, es decir,
particulas mayores a 1000nm (1 um), lo que provoca la inestabilidad del sistema.
Esto puede ser mejorado utilizando estabilizantes a altas concentraciones.
Ademas la contaminacién por metales debe ser considerada si se utiliza el
ultrasonido (Mehnert & Mader 2012).

Para este método se necesita de un ULTRA TURRAX®, el cual es un sistema de
rotor/estator que es utilizado para producir emulsiones y dispersiones. En esta
técnica la solucién acuosa de estabilizante debe ser calentada a la temperatura de
fusion del lipido a utilizar, posteriormente el lipido debe estar fundido para poder
adicionar el fdrmaco. Una vez que ambas mezclas estdn a la misma temperatura, el
lipido que contiene el farmaco es adicionado a la fase acuosa y con ayuda del
equipo anteriormente mencionado se realice la homogenizacién del sistema para

asi obtener las nanoparticulas (Camacho, 2010)
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Figura 3. Esquematizacién de las técnicas de fabricacién de SLN (Geszke-Moritz & Moritz
2016).
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1.7.2.2 Propiedades de las SLN.

Al ser utilizadas como acarreadores de diferentes principios activos, las SLN pueden

proveer varias ventajas comparado con los sistemas de administracién convencionales. En

la tabla 2 se muestran tanto las ventajas como las desventajas de utilizar SLN como

acarreadores de farmacos

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las SLN como acarreadores de fadrmacos (Geszke-Moritz

& Moritz 2016).

Aspectos farmacéuticos

Ventajas

Desventajas

Proteccion del farmaco de

la degradacién quimica y v’ Expulsion del farmaco
enzimatica. después de la
Estabilidad fisica. transiciéon polimorfica
Facilidad de incorporar durante el
farmacos hidrofilicos e almacenamiento.
hidrofdbicos. v Baja capacidad de carga
T La produccién puede ser del farmaco.
escalable a nivel industrial v Polidispersidad.
Evita el uso de solventes v' Aglomeracion
organicos. v' Operacién a
Posibilidad de acarrear dos temperaturas por
principios activos (co- encima del punto de
liberacion). fusion del lipido a
Tamano de particula utilizar. T>90°C
pequeno.
Administracién por
diferentes vias.
Son biodegradables.
Control en la liberacion del
farmaco.
Biocompatibilidad. v El farmaco incorporado
Incremento de la tiene un efecto inicial
. . biodisponibilidad del L
Bioldgicos , . muy rapido.
farmaco incorporado. v T . -,
Tiempo de circulacion

Reduccion de efectos
adversos o téxicos del
farmaco.

Cruzan facilmente barreras
bioldgicas.

Reduccién en la frecuencia
de la dosis.

relativamente bajo.
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1.8 Caracterizacion de nanoparticulas.
1.8.1 Tamano de particula (Dispersion dinamica de luz).

La dispersion dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés “Dynamic light Scattering”) o
espectroscopia de correlacién de fotones PCS (Photon Correlation Spectroscopy) es una
técnica fisico-quimica empleada para la determinacién de la distribucién de tamafios de
particulas en suspensién o macromoléculas en solucion, tales como proteinas o polimeros

(Cuadros-Moreno et al. 2014).

El movimiento browniano se define como: “El movimiento aleatorio de las particulas en
un liquido debido al bombardeo por las moléculas que las rodean”. Es conocido que las
particulas pequefias se mueven rapidamente en un liquido a comparacién de las particulas
grandes las cuales tienen un movimiento mas lento. De esta manera es posible determinar

el tamafo de las particulas en funcién de su capacidad de incidir la luz (Minton 2016).

Debido al movimiento browniano de las particulas la PCS mide la variacién de la
intensidad de la luz dispersada y la relaciona al tamafio de particula a través de una
funcién de correlacion, esto lo hace con un tubo multiplicador de fotones (PMT) el cual
mide las sefnales de la luz dispersa en un punto fijo. Posteriormente, las sefiales medidas
son procesadas por correlacionadores digitales esto para obtener las funciones de
autocorrelacién intensidad tiempo (figura 4). Finalmente se obtiene una campana
gaussiana para poder observar la distribucién del tamaio de particula, dicho parametro
no se define por la media del tamafio obtenido, sino por la amplitud de la curva o la
presencia de diferentes poblaciones. Para garantizar un resultado preciso, el tiempo de

adquisicion debe ser entre decenas de segundos hasta varios minutos (Xu et al. 2015).
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Figura 4. Esquema de la medicidon y analisis de la dispersién dindmica de luz. (Minton

2016)
1.8.2 Potencial zeta (7)

Debido a la gran magnitud del area superficial de las nanoparticulas, se crea una alta
energia superficial la cual es termodindmicamente poco favorable. Cada nanoparticula
contiene una carga eléctrica que suele ser de naturaleza negativa. Estas cargas producen
fuerzas de repulsidn electrostatica entre las nanoparticulas vecinas. Si la carga es
suficientemente elevada las nanoparticulas permanecen dispersas y en suspension. Al
reducir o eliminar estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los coloides se aglomeran y

sedimentan fuera de la suspension (Wu et al. 2011)

El potencial zeta esta definido como el potencial eléctrico del plano de corte, el cual se
genera en la doble capa eléctrica que rodea una particula en un medio acuoso (Sides &
Prieve 2016). Dicho potencial es un parametro el cual puede predecir la estabilidad de una
dispersion acuosa, en donde valores absolutos mayores a 60mV hablan de una excelente

estabilidad de la dispersién, valores de 30 indican una buena estabilidad, mientras que
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valores de 20 y hasta menos de 5 mV generalmente resultan en una buena estabilidad a

corto plazo (Wu et al. 2011).

Para la medicién del potencial zeta se utiliza la electroforesis Doppler con laser (LDE), cuyo
fundamento radica en la aplicacién de un campo eléctrico que genera un fendmeno de
migracion de particulas en solucidn segun sea la carga eléctrica que posee la particula,
moviéndose hacia el electrodo de carga opuesta, la velocidad con la que migran se mide y

se expresa en unidades de campo de fuerza como su movilidad. (Chavez, 2013)

Cuando un campo eléctrico es aplicado a través de un electrolito, las particulas cargadas
son atraidas hacia los electrodos a una velocidad constante que depende del gradiente del
voltaje, la viscosidad del medio, el potencial zeta y la constante dieléctrica del medio.
Conociendo la velocidad de la particula en un campo eléctrico, es posible conocer el valor

del potencial zeta de la particula aplicando la ley de Henry. (Thomas et al. 2016)

28z f(ka
==

E

Donde:

Z: Potencial zeta

Ue: Movilidad electroforética
€: constante dieléctrica

N: Viscosidad aparente

F(ka): Funcién de Henry. Se utilizan dos valores: 1.5 aproximacién de Smoluchowski
(medio acuoso, particulas grandes) o aproximacién de Huckel (medio no acuoso,

particulas pequefias)
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1.8.3 Cuantificacion de farmaco encapsulado.

Una de las técnicas mas utilizadas para la cuantificacion de farmacos es la cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés High performance liquid
chromatography). Las razones son la sensibilidad, su facil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la separacién de especies no volatiles
o termolabiles y por su gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria.
Algunos ejemplos son: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos, esteroides y gran variedad

de sustancias inorgdnicas.

En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es comunmente una columna con
particulas porosas muy pequenas (1-5 um de didmetro), y la fase moévil es liquida la cual
pasa a través de la columna con la ayuda de bombas que trabajan a alta presidn. Los
analitos se inyectan con la fase mévil en la parte superior de la columna cromatografica.
Mientras la fase movil fluye a través de la columna, lo analitos van saliendo de la columna
los cuales pueden ser detectados por varios procedimientos dependiendo de sus
propiedades fisicoquimicas (absorcién UV, indice de refraccidn, fluorescencia, entre otros)

(Moldoveanu & David 2013).
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2.0 JUSTIFICACION.

La fenitoina es uno de los principales farmacos utilizados en el tratamiento de la epilepsia.
Aunque la biodisponibilidad del farmaco es mayor al 80%, su absorcidn es lenta debido a
su baja solubilidad, esto aunado a la necesidad de que la fenitoina atraviese la barrera
hematoencefalica (BHE) para ejercer su efecto terapéutico limitan su llegada al sitio de
accién. Una estrategia comunmente utilizada para evitar esta limitante es el empleo de
nanoparticulas lipidicas, por su composicion este tipo de sistemas tienen la capacidad de
atravesar membranas facilmente debido a su reducida talla, asi como atravesar la BHE. La
capacidad de las SLN de atravesar la BHE, permitirian que una mayor cantidad de farmaco
llegue al sitio de accidn, por lo que se mejoraria el efecto anticonvulsivo, utilizando asi
menores dosis para obtener el mismo efecto lo que evitaria los efectos adversos que

comunmente se pueden presentar.

En este proyecto se llevard a cabo la fabricacion de nanoparticulas lipidicas sélidas y
acarreadores lipidicos nanoestructurados cargadas de fenitoina para su posterior
aplicacion en pruebas preclinicas. Asi mismo, se llevara a cabo la caracterizacién de los
sistemas obtenidos, evaluandose el tamafo de particula, potencial T y la cantidad
encapsulada de farmaco. Adicionalmente se determinara el efecto que tiene el proceso de

fabricacién y almacenamiento sobre algunos de estos parametros.
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3.0 HIPOTESIS.

Si es posible encapsular fenitoina en nanoparticulas lipidicas sélidas con la cantidad
suficiente para su uso como agente anticonvulsivo entonces se podrd obtener una

alternativa para el tratamiento de trastornos epilépticos.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Fabricar nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas de fenitoina por el método de
homogenizaciéon a alta fuerza de corte con la finalidad de obtener una alta
eficiencia de encapsulacién. Determinando el tamafio de particula, potencial g,

estabilidad, asi como capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion.

4.2 Objetivos particulares.

a)

b)

d)

f)

Proponer una formulacién que permita la obtencién de nanoparticulas lipidicas
sélidas por el método de homogenizacién a alta cizalla para la encapsulacion de
fenitoina.

Determinar el tamafo de particula por dispersidon dindmica de luz de los sistemas
preparados con la finalidad de saber el efecto que tiene la proporcién de lipido,
agente estabilizante y tiempo de agitacion sobre el tamafio de particula.
Desarrollar y validar un método analitico por HPLC para la cuantificacidon de la
fenitoina encapsulada en SLN.

Realizar la caracterizacion de SLN y NLC cargadas con fenitoina: Tamano de
particula por dispersién dindmica de luz, potencial T por electroforesis capilar y
cuantificacién de farmaco encapsulado por HPLC, para determinar qué tipo de
nanoparticula puede encapsular una mayor cantidad de fenitoina.

Determinar la capacidad de carga y la eficiencia de encapsulacidén de los sistemas
desarrollados por HPLC, con la finalidad de saber la cantidad maxima de fenitoina
que el lipido a utilizar (Compritol) puede encapsular.

Determinar el efecto de los procesos de centrifugacion vy liofilizacién, asi como el
efecto que tiene la utilizacién de un crioprotector a diferentes proporciones sobre

el tamano de particula determinada por dispersién dindmica de luz.
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5.0 MATERIALES Y EQUIPOS
5.1 Materiales.

e Acetonitrilo HPLC, Fermont Lote: 549267

e Agua destilada obtenida de un sistema Elix® Millipore®

e Agua ultra pura obtenida de un sistema Milli-Q® Millipore®

e Alcohol polvinilico, Mowiol® 4-88, Aldrich Chemistry, Alemania. Lote BCBH5854V

e Compritol 888 ATO, Lyontec Quimicos. Lote 134059

e Fenitoina (5,5- Difenilidantoina), Sigma Aldrich, Holanda. Lote: S60947V

e Manitol polvo, Baker, México. Lote: 39121

e Metanol HPLC, Fermont. Lote: 64216164.

e Triglicéridos de cadena media, Captex 355; Watson Phillips, México. Lote:

100730UT13
5.2 Equipos e instrumentos.

e Agitador Ultra-Turrax T25; IKA, Alemania.

e Balanza analitica BBC32; Boeco, Alemania.

e Columna analitica Waters C18 5um 4.5X250mm

e HPLC Varian ProStar

e Liofilizadora, Labconco

e Nanosizer N4 Plus; Coulter Corporation, EE. UU.

e Parrilla eléctrica con agitacién magnética Nouva'"; Thermo Scientific, EE. UU.
e Ultracentrifuga preparativa Optima'™ LE-80K; Beckman EE. UU.

e Zetasizer ZEN3600; Malvern Instruments, Reino Unido.
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6.0 METODOLOGIA
6.1 Fabricaciéon de Nanoparticulas.
6.1.1 Preparacion de SLN.

Para la obtencién de las SLN se prepard una disolucién acuosa de PVA a la proporcién
establecida, la cual se calentd hasta 80°C para alcanzar la temperatura de fusiéon del lipido
(Compritol). Posteriormente se pesd la cantidad adecuada de lipido el cual fue fundido
también a 80°C. Una vez fundido el lipido, éste se adiciond a la fase acuosa (PVA) y con
ayuda de un agitador de alta velocidad (Ultra-Turrax T25) se homogenizd la mezcla
anterior a 11,000 rpm durante 5 minutos. En la figura 5 se encuentra la representacion

esquemadtica del proceso de preparacién de las SLN.

Compritol a temperatura de
fusion T=80°C

| AT :
- Obtenclén de

nanoparticulas
11,000 rpm lipidicas sélidas
5 minutos.

Agente estabilizador T=80°C

Figura 5. Preparacion de SLN por el método de homogenizacion a alta cizalla

6.1.2 Formulacion.

Se realizé la preparacion de las SLN variando la concentracion de estabilizante PVA a 1%,
2%, 3% y 5% a una concentracion fija de Compritol (8%). Tomando en cuenta el menor
tamafio de particula se eligid6 la mejor concentracion de PVA. Posteriormente se

prepararon diferentes lotes variando la concentracién de Compritol (4%, 6% y 8%) y asi
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determinar la mejor concentracion de lipido para obtener el menor tamano de particula.
Finalmente, utilizando las concentraciones ideales tanto de lipido como de estabilizante,
se tomd una muestra de las SLN cada 5 minutos para determinar cuantos ciclos de 5
minutos son necesarios para obtener el menor tamafio de particula posible. Una vez

obtenida la mejor formulacidn se realizaron lotes de nanoparticulas cargadas de fenitoina.
6.1.3 Preparacion de NLC.

Con la formulacién anterior se fabricaron acarreadores lipidicos nanoestructurados, en
donde la fenitoina se adiciond al lipido liquido a utilizar (TGCM), éste se llevé a una
temperatura de 80°C dicha mezcla se agregd al lipido sdélido el cual se fundié a 80°C.
Posteriormente, se agregd la fase oleosa a la fase acuosa para proceder a la

homogenizacion del sistema.
6.2. Desarrollo de método analitico para la cuantificacion de PHT

La cuantificacién de la fenitoina se llevd a cabo utilizando un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucién HPLC (Varian ProStar) con una columna C18 (tamafio de particula de S5um

con dimensiones de 4.5X250mm).

Se desarrollé un método analitico para la cuantificacién de un anticonvulsivo (Fenitoina)
en el cual se realizaron diversas pruebas para encontrar las condiciones dptimas para la
cuantificacién de dicho farmaco. Todas las pruebas fueron realizadas con una solucién de
fenitoina a una concentracién de 300pug/ml. Como fase moévil se utilizd metanol,
acetonitrilo y agua grado HPLC. Para encontrar la mejor mezcla de disolventes, se hicieron
tres pruebas de combinacién (Acetonitrilo: Metanol; Acetonitrilo: Agua; Metanol: Agua)
todas a las mismas proporciones (50:50) y a la misma velocidad de flujo (0.8ml/min). Una
vez encontrada la mejor mezcla de disolventes se realizaron pruebas variando la
proporcién de la mezcla, se utilizaron las siguientes proporciones (60:40; 65:35; 70:30 y
75:25) donde la mayor concentracion es del disolvente organico, todas a la misma
velocidad de flujo (0.8 ml/min) y con la misma mezcla de disolventes. Posteriormente, se

realizaron pruebas a tres diferentes velocidades de flujo (0.6ml/min; 1ml/min vy
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1.4ml/min) con la finalidad de encontrar la mejor velocidad de flujo para obtener
cromatogramas adecuados. Finalmente, se validé el método analitico desarrollado

anteriormente.
6.3 Validacion de método analitico
6.3.1 Linealidad

Se construyd una curva patron de seis puntos por triplicado con las siguientes
concentraciones: 1, 5, 20, 75, 150 y 200 pug/ml. Para cada curva se calculd el coeficiente de

correlacién. Donde R? debe ser mayor o igual a 0.98.
6.3.2 Precision.

Se analizd por triplicado una concentracion de 150 pg/ml de fenitoina. Se calculé el

promedio, la desviacién estandar y el % CV. El % CV debe ser menor a 1.5%.
6.3.3 Repetibilidad

Se prepard por triplicado tres disoluciones de fenitoina que se encuentran dentro de la
curva patrdn (200, 75 y 20 ug/ml). Se obtuvieron las areas de cada una de las series para
calcular la concentracién que representan. Se calculd también el CV, éste debe ser menor

a2%
6.3.4 Precision intermedia

Se prepararon por quintuplicado tres disoluciones de fenitoina a concentraciones
diferentes las cuales representan el 5%, 75% y 150% de la concentracidon mayor de la
curva patrén (200 pg/ml). Se obtuvieron las areas para cada una de las series en dos dias
diferentes y se calculd la concentracidon que representan. Posteriormente, se calculé el CV

para cada una de las series, el cual debe ser menor a 2%.
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6.3.5 Exactitud.

Se prepararon por quintuplicado tres disoluciones de fenitoina a las concentraciones de
300, 150 y 10 pg/ml, se obtuvieron las areas de cada disolucidon para asi calcular la
concentracion que representan. Posteriormente se calculd el % de recobro de cada una de

las series. El % de recobro no debe ser menor a 98%.
6.3.6 Especificidad

Se prepard una disolucién de fenitoina en metanol correspondiente a 20 pug/ml y una
disoluciéon de SLN cargadas de fenitoina para determinar si los componentes de las
nanoparticulas afectan en Ila medicién del farmaco. Se compararon ambos
cromatogramas, La adicion de los componentes de las NP’s no debe afectar el pico

cromatografico de la fenitoina.
6.3.7 Estabilidad

Para determinar la estabilidad del farmaco se determind el area de una concentracion
conocida (200 pg/ml) a diferentes tiempos (1 dia, 7 dias, 3 meses, 6 meses y 8 meses), con
la finalidad de determinar el tiempo en que la muestra puede almacenarse sin afectar su
medicion. Se calculd el % de recobro para cada determinacion. El % de recobro no debe

ser menor a 98%.
6.3.8 Limites de deteccion y cuantificacion.

Para determinar los limites de deteccidn y cuantificacidon se determind la concentracién
gue da la misma sefial que el blanco (Metanol). Posteriormente se determiné el area del
blanco diez veces. Se calculd la desviacidn estandar y se calcularon cada uno de los limites

con la concentracidon anteriormente mencionada.
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6.4 Caracterizacion de NP’s
6.4.1 Determinacién de tamaiio de particula.

El tamano de particula de los sistemas preparados se determind utilizando el equipo
Nanosizer. Se prepararon muestras de la suspensién obtenida diluidas en agua destilada
con la finalidad de obtener una intensidad adecuada para la medicién de las mismas. Las

mediciones se realizaron por triplicado con un dangulo de dispersién de 90°.
6.4.2 Determinacion de potencial {.

El potencial zeta de las suspensiones de SLN preparadas se determiné utilizando el equipo
Zetasizer (ZEN3600, Malvern). Las muestras se diluyeron en agua destilada y las

determinaciones se realizaron por triplicado a una temperatura de 25°C.
6.4.3 Cuantificacion de farmaco encapsulado.

Los lotes preparados de SLN y NLC se centrifugaron con la finalidad de separar el exceso
de PVA de las nanoparticulas utilizando una ultracentrifuga preparativa (OptimaTM LE-80K;
Beckman) a 30,000rpm durante dos ciclos de 30 min c/u a 15°C en un rotor tipo 50.2 Ti, el
producto obtenido se liofilizé durante 24 horas utilizando una liofilizadora (Labconco)
para eliminar el agua del sistema y obtener un polvo. Se tomd una cantidad de dicho
polvo y se disolvié en una cantidad adecuada de metanol. Posteriormente, se cuantificé la

cantidad de fenitoina encapsulada por el método anteriormente desarrollado y validado.
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7.0 Resultados y Discusion.

7.1 Fabricacion de NP’s

7.1.1 Formulacion

Una de las principales dificultades para el tratamiento de la epilepsia es lograr que el
farmaco atraviese la barrera hematoencefdlica (BHE), para asi lograr los niveles
terapéuticos deseados. Recientes estudios han demostrado que las nanoparticulas
lipidicas sdlidas (SLN) pueden mejorar la absorciéon a través de la BHE y liberar el farmaco
en su sitio de accidon (Leyva-Gomez et al. 2014). En cuanto al tamafo de particula, es
importante obtener el tamafo mds pequefio posible, debido a que se ha reportado que
tamafios de particula pequeios facilitan el paso a través de barreras bioldgicas
(Wilczewska et al. 2012). Para encontrar la mejor formulacién, se prepararon diferentes

lotes de SLN donde se varié tanto la concentracion de Compritol como de PVA.

Las diferentes formulaciones se encuentran en la tabla 3, a medida que se disminuye la
concentracion de PVA (F1-F4) el tamafiio disminuye, debido a que el PVA es un polimero el
cual forma redes, a mayor concentraciéon de éste mayor serda la cantidad de redes
formadas, por lo tanto, el Compritol tendra mas dificultad de difundir a través de la
dispersién. Un efecto similar se puede observar con la variacidon de la concentracion de
Compritol, donde a menor cantidad de lipido menor es el tamafio obtenido (F4-F6), esto
se debe a la aglomeracién de las particulas consecuencia de la gran cantidad adicionada

de lipido, por lo que la mejor formulacién para la preparacién de SLN es la F6.

Tabla 3. Efecto de las concentraciones de lipido y estabilizante en el tamafio de particula.

.y % PVA % Compritol TP promedio (nm
Formulacién (m/v) (m/?l) pi DE (nm)( ) IP £ DE
F1 5 8 1785.9 £ 99.9 0.95%£ 0.01
F2 3 8 779.9+135 0.56+ 0.02
F3 2 8 775.0+£9.5 0.41+0.05
F4 1 8 757.4+1.1 0.21+0.02
F5 1 6 748.5 + 20.61 0.88+ 0.02
F6 1 4 674.0 £ 24.8 0.77+0.03
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Para determinar si existe un efecto significativo al cambio de formulacion se realizé un
anadlisis de varianza (Anexo |, 11.1) donde se demostré que existe una diferencia
significativa en el tamafio de particula obtenido por las diferencias entre cada
formulacion. Por lo tanto, al utilizar una menor concentracién tanto de PVA como de

Compritol si se obtiene una disminucion en el tamafo de las particulas.

Las dispersiones de nanoparticulas tienden a ser polidispersas, esto quiere decir que la
distribucién del tamafio asi como de la forma es muy variable (Pecora 2000). El indice de
polidispersién (IP) indica la distribucidon del tamafio de particula, es por esto que se debe
tomar en cuenta al obtener nanoparticulas, para asegurar una distribucién estrecha el
valor de IP debe estar entre 0.1-0.25, ya que un valor arriba de 0.5 indica una distribucidn
amplia. lgualmente, en la tabla 3 se tienen los valores de IP y aunque a menor
concentraciéon de Compritol menor es el tamafio de particula el IP es mayor a 0.5, por lo
que la distribucién del sistema es amplia, es por esto que se necesita tomar en cuenta

otro parametro, el cual es el tiempo de agitacion.

Para determinar el efecto del tiempo de agitacién en el tamafio de particula, asi como en
el IP, se tomd una muestra de SLN cada cinco minutos utilizando la F6 con la cual se
obtuvo un tamano reducido de particula. Observando la tabla 4 se puede afirmar que a
mayor tiempo de agitacidon, menor sera el tamafio de particula y menor sera el IP, es decir
la distribucién de la dispersidon es estrecha teniendo un valor final de 0.205. Una vez
obtenidos estos resultados la formulacidn a utilizar sera la F6.5 donde el tamafio obtenido

fue de 386.8 nm con un IP de 0.205.

Tabla 4. Efecto del tiempo de agitacion en el tamaiio de particula de las SLN.

F6 # Ciclos 5min. TP promedio (nm) + DE 1P+ DE
c/u (nm)
F6.1 1 1108.0 £ 51.7 0.91+0.01
F6.2 2 674.0 £ 24.8 0.77 £ 0.02
F6.3 3 526.2+12.3 0.43 +0.07
F6.4 4 425.5+9.1 0.36+0.01
F6.5 5 386.8+12.1 0.21+0.01
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Se realizd igualmente un analisis de varianza para determinar si el efecto del tiempo de
agitacion es significativo, en el anexo |, 11.2 se encuentra el analisis estadistico donde se
demuestra que existe una diferencia significativa en el tamafio obtenido a diferentes
tiempos de agitacidén. Esto se debe a que a mayor tiempo de agitacion, las particulas
estaran expuestas mayor tiempo al efecto de corte que se realiza utilizando el método de
homogenizacion a alta fuerza de corte, lo que provoca una disminucién del tamafio de

particula.
7.2 Desarrollo de método analitico

Para poder realizar la cuantificacidon del farmaco a utilizar (PHT) se desarrollé un método
analitico por HPLC, donde a partir de bases tedricas se realizaron diversas pruebas para
encontrar las condiciones éptimas para la cuantificacién de dicho farmaco. Se utilizaron
como disolventes acetonitrilo (MeCN), metanol (MeOH) y agua con la finalidad de
encontrar la mejor mezcla de disolventes, se hicieron tres corridas (Figura 6) diferentes
con cada una de las mezclas a las mismas proporciones y a una misma velocidad de flujo,
para asegurar que la Unica variable sea el cambio de mezcla. Comparando las tres corridas
en un mismo cromatograma, se puede afirmar que la mejor mezcla de disolventes es

MeOH: Agua, ya que en dicha mezcla se obtiene un mejor pico.
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Figura 6. Cromatograma utilizando tres diferentes mezclas de disolventes (50:50) a

0.8ml/min

Una vez seleccionada la mejor mezcla de disolventes, se realizaron corridas variando la
proporcién de cada uno de los solventes (Figura 7). Al ser una columna de fase reversa, la
fase estacionaria es no polar, a menor polaridad de la fase mdvil mayor serd la interaccion
de ésta con la fase estacionaria. El agua es mas polar que el metanol, por lo tanto, ésta
permanece menor tiempo interaccionando con la columna y debido a que la fenitoina es
mas afin al metanol a menor cantidad de metanol el tiempo de retencién sera mayor, ya
gue como se dijo el metanol interaccionard mas tiempo con la columna reteniendo

consigo el farmaco. Es por esto que se eligid la proporciéon de 75 MeOH: 25 agua.
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Figura 7. Cromatograma utilizando Metanol: Agua a diferentes proporciones a 0.8 ml/min
Una vez seleccionada la mejor mezcla de disolventes, asi como la mejor proporcién de
éste se hicieron varias corridas cambiando el flujo de dicha fase moévil, en la figura 8 se
muestran los diferentes picos a diferentes velocidades de flujo y se puede observar que a
menor velocidad de flujo mayor serd el tiempo de retenciéon, esto se debe a que la fase
movil recorre la columna mas lentamente y retiene el compuesto en la misma durante
mas tiempo. Por lo mismo a velocidades de flujo bajas (0.6 ml/min) el pico se empieza a
descomponer debido a la competencia entre la fase mévil y la fase estacionaria por el
farmaco a analizar. Por lo tanto, se eligié una velocidad de flujo de 1.0 ml/min, con la cual

se obtienen tiempos de retencion de 3.5 minutos.
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s 1.4 ml/min
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mmmm 0.6 ml/min

Figura 8. Cromatogramas a diferentes velocidades de flujo utilizando Metanol: Agua

(75:25)
7.3 Validacion del método analitico.

Se llevd a cabo la validacion del método anteriormente desarrollado, con la finalidad de
demostrar que éste es apto para la cuantificacién de fenitoina en SLN. En la tabla 5 se
muestran los resultados del estudio de la linealidad del método analitico, donde el criterio
de aceptacion establecido para este parametro es un coeficiente de correlacién mayor a
0.98. En dicha tabla se puede observar que los coeficientes calculados de cada una de las
curvas, asi como la del promedio cumplen con este criterio. La representacion grafica de la
linealidad del método, asi como la ecuacién de la recta que serd utilizada para la
determinaciéon de las concentraciones posteriormente evaluadas se encuentran en la

Figura 9.
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Tabla 5. Linealidad del método analitico.

Concentracién Area bajo la curva (LAU.min)

[ng/ml] Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio
200.0 135823.4 | 133808.0 | 134239.9 | 134623.8
150.0 103200.2 | 102278.2 | 103339.3 | 102939.2
75.0 52908.7 52878.0 52886.9 52891.2
20.0 13707.1 13711.3 13847.7 13755.4

5.0 3164.6 3142.4 3158.8 3155.3
1.0 734.2 751.8 727.9 738.0
m 682.1 672.9 676.5 677.2
b 315.8 516.4 514.0 448.7
r 0.9998 0.9996 0.9995 0.9996
160000.0 -
| y=677.19x+448.7
140000.0 R - 0.9996
120000.0
£ 100000.0
£ .
S  80000.0
=L
= 60000.0
©  40000.0
< 20000.0
00 T T T T |
190000.0 50 100 150 200 250
Concentracion [pg/ml]

Figura 9. Linealidad del método analitico.

Para el estudio de precision se obtuvo un coeficiente de variacion (% CV) para todas las
mediciones de tres muestras preparadas. El criterio de aceptacién para este pardmetro es

% CV< 1.5% al ser un método cromatografico, en la tabla 6 se puede observar que el % CV

obtenido se encuentra dentro del criterio de aceptacion.




Tabla 6. Resultados del estudio de precision.

Concentracion nominal (150 pg/ml)

Repeticion | Muestral | Muestra 2 | Muestra 3

1 150.18 150.89 150.06

2 150.20 151.45 150.96

3 150.91 150.13 150.61

4 151.40 151.08 150.36

5 150.05 150.15 150.98

6 150.64 151.12 150.25
Promedio 150.62

DE 0.47

%CV 0.31

La repetibilidad se determind por medio del calculo del % CV para tres diferentes niveles
de concentracién realizado por triplicado, para este pardmetro el valor de % CV debe ser
menor o igula a 2%. En la tabla 7 se encuentra el %CV obtenido para cada nivel de
concentraciéon y se puede observar que éste se encuentra dentro del criterio de

aceptacion, por lo tanto se puede decir que el método es repetible.

Tabla 7. Repetibilidad del método.

Concentracion Concentracion experimental (pg/ml)
nominal 5
Muestra 1l | Muestra 2 | Muestra 3 | Promedio DE %CV
(ng/ml)
200.0 199.91 196.93 197.57 198.14 1.57 0.79
75.0 77.47 77.42 77.43 77.44 0.02 0.03
20.0 19.58 19.58 19.79 19.65 0.12 0.60

Con los resultados de precision intermedia se calculd un solo coefciente de variacion
correspondiente a

concentracion, cada valor no debe ser mayor a 2%, obsevando la tabla 8 los tres valores

las mediciones de

de % CV son menores al criterio de aceptacion.

los dos dias diferentes de cada nivel




Tabla 8. Resultados precision intermedia

Concentracién (ug/ml) Concentracién (ug/ml)
Repeticion Dial Repeticion Dia 2
300 150 10 300 150 10
1 304.87 150.18 9.92 1 298.92 150.2 9.89
2 298.53 150.36 9.92 2 305.94 150.91 9.89
3 301.51 150.05 9.87 3 303.16 151.4 9.94
4 297.58 150.94 9.88 4 298.07 150.13 9.9
5 304.81 150.64 9.89 5 304.55 151.08 9.88
Concentracion 300 150 10
(ng/ml)
Promedio 301.79 150.59 9.9
DE 3.26 0.47 0.02
%CV 1.08 0.31 0.23
Para decir que el método es exacto el % de recobro no debe ser menor a 98 %, es por esto
que se realizé la medicién por quintuplicado de tres niveles de concentracion. En la tabla 9
se encuentran los porcentajes de recobro obtenidos para cada nivel, los cuales estan
dentro del criterio de acetacidn, por lo tanto se puede afirmar que el método es exacto.
Tabla 9. Resultados de la exactitud del método
Concentracion Concentracion experimental (pg/ml)
nominal C1 C2 Cc3 ca C5 P dio | %Recob
romedio ecobro
(ug/ml) il
300.0 298.53 297.58 298.92 |(303.16 | 304.55 300.55 99.82
150.0 150.18 150.36 150.94 | 150.64 | 151.40 150.71 99.53
10.0 9.87 9.88 9.89 9.94 9.88 9.89 98.94

La especificidad del método se determind comparando los cromatogramas del analito y el

analito mds los componentes de las NP’s, esto para observar si existe alguna interferencia

de los componentes de las NP’s en la medicidén del analito. En la figura 10 se encuentran

ambos cromatogramas y como se puede observar la adicion de los componentes de las

NP’s no afecta en la medicidn de la PHT, por lo tanto el método es especifico para la

medicion de PHT.
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Figura 10. A) Cromatograma de la solucién de PHT; B) Cromatograma de PHT mas los
componentes de las SLN
El almacenamiento de la muestra provoca la degradacidn del analito en este caso PHT, por
lo tanto, se debe realizar un estudio de estabilidad para saber cuanto tiempo se puede
almacenar la muestra sin afectar su medicion, es por esto que se realizdé la medicién de
una solucién de PHT (200ug/ml) a diferente tiempo determinando el % de recobro, éste al
igual que en el estudio de exactitud no debe ser menor a 98 %. En la tabla 10 se puede
observar que el tiempo maximo que se puede almacenar la muestra es no mayor a 3
meses, ya que después de este tiempo el analito se encuentra degradado a tal punto de

afectar su medicion.

Tabla 10. Determinacion de la estabilidad de las soluciones de fenitoina a través del

tiempo.
Concentracion nominal (200ug/ml)
Tiempo Area Concentracion
. experimental DE (pug/ml) %Recobro
meses AU.min
( )| ) (ng/ml)
0.03 135921.9 200.05 0.63 99.97
0.2 133961.2 197.16 1.15 98.58
3 133557.2 196.56 0.76 98.28
6 124178.3 182.71 1.27 91.36
8 109514.4 161.06 1.34 80.53
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La determinacién tanto del limite de cuantificacion como de deteccidn se llevd a cabo
mediante la respuesta analitica del blanco (MeOH) y la concentracion de PHT a la cual se
obtiene una respuesta analitica similar al blanco (0.70 pg/ml). Ambos limites son un
calculo en el que se utiliza la desviacién estandar de la concentracién obtenida del blanco

donde:
LD = (Concentracion con respuesta similar al blanco) + (3 * DE)
LC = (Concentracion con respuesta similar al blanco) + (10 x DE)

En la tabla 11 se encuentran los valores obtenidos para cada uno de los limites, es decir la
minima cantidad que el método desarrollado puede detectar y cuantificar es 0.72 pg/mly

0.77 pg/ml respectivamente.

Tabla 11. Determinacion de los limites de cuantificacién y deteccidon del método.

Concentracion Concentracion con
. DE (pg/ml) :
experimental del bl respuesta parecida LD (ng/ml) LC (ng/ml)
anco
blanco (pug/ml) al blanco (pg/ml)
0.67 0.01 0.70 0.72 0.77

7.4 Caracterizacion de NP’s

Una vez obtenida la mejor formulacién para la obtencién de SLN, se fabricaron diferentes
lotes para su caracterizacién. También se realizd la fabricacion de NLC, dicho sistema
necesita la adicién de un lipido liquido, se utilizaron TGCM (Triglicéridos de cadena media)
para su preparacion. Tanto los NLC como las SLN fueron cargadas con fenitoina. Como se
puede observar en la tabla 12 el tamafio de particula de SLN aumento respecto al tamafio
de particula obtenido sin adicionarle el farmaco (386.8 nm+ 12.1 nm), esto se debe a la
incorporacion del farmaco en la matriz lipidica lo que provoca un aumento de tamafio
(Laserra et al. 2015). Comparando entre los dos diferentes sistemas (SLN y NLC) el tamafio

de los NLC es menor debido a la diferencia estructural entre ambos (Aditya et al. 2014).
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Como se menciond anteriormente el potencial zeta es un pardmetro con el cual se puede
predecir la estabilidad de una dispersidon (Wu et al. 2011). Para decir que la dispersién
tiene una buena estabilidad el valor absoluto del potencial zeta debe ser mayor o igual a
30mV, mientras que valores menores a éste hablan de una buena estabilidad a corto
plazo. Igualmente, en la tabla 12 se encuentran los valores obtenidos de potencial zeta
para cada uno de los sistemas, con los cuales se puede predecir que las SLN son mas

estables que los NLC.

Tabla 12. Comparacion del tamafio de particula y potencial { entre SLN y NLC.

Nanoparticula TP (nm) £ DE (nm) {promedio + DE (mV)
SLN 428.2+22.6 -344+1.2
NLC 3745+17.4 -254+1.1

Para afirmar lo anteriormente dicho, se realizé un estudio comparativo de estabilidad. Las
caracteristicas que resultan afectadas por la inestabilidad de las NP’s son principalmente
las propiedades fisicas como el tamafio de particula (Beloqui et al. 2016). Es por esto que
el estudio se realizd midiendo el tamafio de particula inicial y cémo se afecta éste al
almacenar las NP’s. En la figura 11 se encuentra una representacidn grafica de la variacion
del tamafio de particula a través del tiempo, como se predijo anteriormente las SLN son
mas estables al sélo aumentar 132nm en 18 dias respecto al tamaiio inicial, mientras que

los NLC aumentaron 352nm en 18 dias, es decir cerca del doble de su tamano inicial.
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Figura 11. Estabilidad de SLN y NLC a través del tiempo.

Para determinar cudl es el tipo de nanoparticula capaz de encapsular una mayor cantidad
de farmaco se determind tanto la eficiencia de encapsulacion (% EE) como la capacidad de

carga (% CC) dichos pardmetros fueron calculados con siguientes ecuaciones:

Cantidad de farmaco encapsulada

%EE=( )*100

Cantidad de farmaco adicionada

Cantidad de farmaco en SLN
Cantidad de SLN

%CC=( >*100

Con la finalidad de que la unica variable entre ambos sistemas sea su diferencia
estructural, se adicioné la misma cantidad de PHT tanto a las SLN como a los NLC.
Tedricamente los NLC tienden a tener una mayor encapsulacién del farmaco debido a la
combinacién de lipidos liquidos y sdlidos. Sin embargo, como se puede observar en la
tabla 13 esto no sucede ya que las SLN encapsulan una mayor cantidad de PHT, esto se
debe a la baja estabilidad de los NLC, ya que al ser una dispersiéon menos estable el

farmaco puede ser expulsado facilmente de la matriz lipidica.
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Tabla 13. Comparacion de la capacidad de carga y la eficiencia de encapsulacién en SLN y

NLC.
, PHT adicionada | mg de PHT en 0 o
Nanoparticula (meg) 1g de NP's %CC %EE
SLN 60 3.090 0.309 5.150
NLC 60 1.790 0.018 2.650

7.5 Eficiencia de Encapsulacion y Capacidad de carga de SLN

Debido a la baja estabilidad, asi como baja capacidad de carga de los NLC comparado con

las SLN, se decidié utilizar sélo SLN para los siguientes estudios.

La encapsulacién del fdrmaco en la matriz lipidica se debe por la solubilidad del farmaco a

utilizar en el lipido, al ser la fenitoina un farmaco poco soluble tanto en la fase acuosa

como en la fase oleosa, se realizé un estudio en el que se adiciond diferentes cantidades

de PHT para saber si la saturacidon del fdrmaco con el lipido resultaba en una mayor

cantidad encap

sulada (Tabla14).

Tabla 14. Determinacién de la capacidad de encapsulacion en las SLN asi como la

eficiencia de encapsulacién.

PHT
adicionada mg de PHT %EE + DE %CC * DE
en 1g de SLN

(mg)
12 0.535 4.460 +0.110 0.054 £ 0.001
32 1.555 4.860 + 0.079 0.156 + 0.003
60 3.090 5.150 + 0.075 0.309 + 0.005
80 5.051 6.313 £ 0.035 0.505 + 0.003
120 8.316 6.930 + 0.079 0.830+£0.010
160 11.579 7.237 £ 0.045 1.160 = 0.007
180 11.106 6.170 £ 0.079 1.110+0.014

A menor cantidad de PHT adicionada es menos probable que el farmaco pueda ser

encapsulado. Sin embargo, al adicionar una cantidad mayor de PHT éste tiene mas

probabilidad de ser encapsulado. Aun asi, al agregar cada vez mas cantidad de farmaco no
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significa que se estard encapsulando mas cantidad ya que el lipido tiene una maxima
capacidad de carga, es decir, existe una maxima cantidad de farmaco que el lipido podra

encapsular.

En la figura 12 se puede observar que a medida que se aumenta la cantidad de PHT
adicionada, la eficiencia de encapsulacién aumenta, es decir, se esta encapsulando una
mayor cantidad. Sin embargo, se llega a un limite en donde la eficiencia de encapsulacién
empieza a disminuir. Esto no significa que a grandes cantidades de PHT se encapsula
menos cantidad de la misma, lo que significa es que se ha adicionado una cantidad mayor

a la que el lipido es capaz de encapsular.

8.000
7.000
6.000 -
5.000 -
4.000 -
3.000
2.000 +

1.000

0.000 T T T |
150 200

Eficiencia de encapsulacion (%EE)

50 100
Cantidad de PHT adicionada (mg)

Figura 12. Eficiencia de encapsulacién a diferentes cantidades de PHT.

Lo anteriormente dicho se puede ver claramente en la figura 13 donde la capacidad de
carga aumenta también conforme se aumenta la cantidad de PHT adicionada, hasta que
se llega al limite en donde, aunque se adicionen cantidades mayores de PHT el lipido ya no
es capaz de encapsular una cantidad mayor. Por lo tanto, por cada gramo de Compritol se
puede encapsular como maximo 11.1mg de PHT obteniendo una eficiencia de

encapsulacion de 7.2%.

47



&
=

B E BB
H—i

0.400

% Capacidad de carga (%CC)
o
=
\

e

%

] 50 100 150 200
Cantidad de PHT adicionada [mg)

Figura 13. Capacidad de carga de las SLN.

Para poder utilizar PHT como agente anticonvulsivo, se necesita una dosis de
mantenimiento de 5-7 mg/Kg. Tomando en cuenta la capacidad de carga de las SLN es
posible realizar un estudio in vivo, en roedores de un peso entre 30-250g para los cuales

se necesitaria una maxima cantidad de 100mg de SLN.
7.6 Efecto de la centrifugacidn y liofilizacion en el tamano de particula.

La liofilizacidén es un proceso de deshidratacién utilizado para mejorar la estabilidad de las
nanoparticulas en suspensién, incrementando el tiempo de vida de las nanoparticulas asi

como facilitando su almacenamiento (Fonte et al. 2016).

Durante el proceso de liofilizacién, la muestra se congela para que se produzca la
separacion de hielo y un crio-concentrado el cual estd compuesto de las nanoparticulas asi
como otros componentes de la formulacidn. La alta concentracién de las nanoparticulas
puede producir la agregacién de las mismas. Ademds, la cristalizacién del hielo puede
someter a las nanoparticulas a una desestabilizacion (Abdelwahed et al. 2006). Por esta
razén, existen excipientes utilizados para la proteccion de las nanoparticulas, los cuales se

llaman crio-protectores.

Al no utilizar un crio-protector el efecto de la liofilizacién en el tamafio de particula es
evidente al aumentar el tamano de las SLN mas de cinco veces respecto a su tamafo

inicial (tabla 15), al igual que el tamario el indice de polidispersion aumenta, por lo que la
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distribucién de las particulas es amplia, es decir, existen poblaciones de nanoparticulas de

diferentes tamafios.

Tabla 15. Determinacion del tamaio de particula antes y después de la liofilizacion.

Sin liofilizar Liofilizadas
NP’s TP;(nm) | DE (nm) IP+DE TP, (nm) | DE (nm) IP£DE
Vacias 386.8 12.1 0.21+0.05 | 1795.5 105.1 1.02+0.90
Cargadas 428.2 2.6 0.25+0.11 | 2376.6 205.9 1.75+0.25

Los crio-protectores mds comunes son los azlcares como la trehalosa, sacarosa, glucosa y
manitol. Los crio-protectores ayudan a la inmovilizacion de las nanoparticulas lo que
previene la agregacién de las particulas, asi como el estrés mecanico que los cristales de
hielo provocan. Un reciente estudio demuestra que el manitol es un buen agente

crioprotector comparado con la sacarosa, maltosa y glucosa (Kumar et al. 2016).

Como se explicé anteriormente, la adicién de manitol ayudara a la inmovilizacién de las
nanoparticulas. Por lo tanto, a mayor cantidad de manitol mayor sera la cantidad de SLN
protegidas del efecto de la liofilizaciéon, es decir, a mayor concentraciéon de manitol menor
serd el tamafio de particula obtenido (figura 14). Posteriormente, se realizé un andlisis de
varianza, esto con la finalidad de determinar si la adicion de diferentes concentraciones de
manitol tiene un efecto significativo sobre el tamafio de particula, en el Anexo I, 11.3 se

encuentra el analisis en el que se demuestra lo anteriormente dicho.
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Figura 14. Efecto de la centrifugacién y la cantidad de crioprotector en el tamano de

particula.

Para poder separar las nanoparticulas fabricadas del resto de los componentes de la
formulacion, se necesita de la centrifugacion, en donde las particulas son separadas con
base a su densidad. Al aplicarse una fuerza centrifuga sobre las nanoparticulas éstas
pueden formar agregados lo que provoque un aumento en el tamafio de particula
(Pshenichnikov et al. 2017). Por lo tanto entre mas tiempo las nanoparticulas sean
sometidas a dicha fuerza, mayor sera la formacidn de agregados y por consiguiente mayor

serd el tamano de particula.

Para afirmar esto se realizé la centrifugacidon de las SLN a 30 minutos y una hora con la
misma cantidad de crio-protector con la finalidad de que la Unica variable sea el tiempo de
centrifugacién. En la tabla 16 se puede observar que como se predijo anteriormente, a
mayor tiempo de centrifugacion mayor es el tamafio de particula obtenido después de la
liofilizacidn. Igualmente, para demostrar que el efecto del tiempo de centrifugacién tiene
un efecto significativo sobre el tamano de particula se realizé un analisis de varianza

(Anexo |, 11.4).

Por lo tanto, para elegir la mejor concentracion de manitol asi como el tiempo de
centrifugacién se tomd en cuenta el menor tamaino de particula obtenido asi como un

indice de polidispersién dentro de los valores deseados para poder decir que la poblacién
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de SLN obtenidas es estrecha. En la tabla 16 se puede observar que el menor tamafo
obtenido fue de 737.3nm con un IP de 0.16, utilizando una concentracién del 10% (m/v)

de manitol con un tiempo de centrifugacién de 30 minutos.

Tabla 16. Resultados del efecto de la centrifugacidn y la cantidad de crioprotector en el

tamafio de particula.

(30 minc/u) | 2 CICLOS DE CENTRIFUGACION 1 CICLO DE CENTRIFUGACION
%Manitol | oo ) | DE (nm) IP+DE TP (nm) | DE (nm) IP+DE
(m/v)

0 23566 | 205.8 1.75¢0.25 | 16273 | 260.3 0.88 + 0.42

0.5 17202 | 2203 1261095 | 12634 | 275.9 1.09 + 0.23

1.0 1688.3 94.5 0.71+039 | 1058.2 26.0 0.52 +0.03

3.0 13455 | 745 0.96+023 | 10243 17.2 0.57 £ 0.20

5.0 10769 | 916 0.71£0.57 828.4 36.4 0.37 £ 0.02

10.0 945.1 60.5 0.76+0.56 737.3 20.0 0.16 + 0.02

Una vez elegida tanto la concentracidn de manitol necesaria como el mejor tiempo de
centrifugacién para obtener el menor tamafio de particula posible, se fabricaron tres lotes
diferentes usando las mismas condiciones, para asi demostrar que el método es repetible
(tabla 17). Con esto se puede afirmar que al utilizar manitol al 10% y centrifugando las
muestras durante 30 minutos se obtiene un tamafio promedio de 752.3nm * 12.7nm con

un IP de 0.15 £ 0.01.

Tabla 17. Tamario de particula de tres diferentes lotes a una misma concentracién de

manitol (10%)

Medicion Tamaiio de particula (nm) Indice de polidispersién (IP)
L1 L2 L3 L1 L2 L3
1 759.7 784.1 740.9 0.16 0.13 0.14
2 730.9 737.9 772.8 0.19 0.19 0.15
3 721.2 741.4 772.3 0.15 0.12 0.14
Promedio 751.3 0.15
DE 12.7 0.011
%CV 1.7
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Con la adicion de nuevos componentes a la formulacidon (manitol) se debe volver a realizar

la medicién del potencial zeta para determinar si estos nuevos componentes afectan la

estabilidad de las nanoparticulas. En la tabla 18 se puede observar la diferencia de

potencial zeta antes y después de la adicion del manitol y aunque el valor del potencial

disminuye, sigue estando dentro de los valores necesarios para poder predecir una buena

estabilidad de la resuspension de SLN obteniendo un valor de 30.33 mV.

Tabla 18. Resultados del potencial T antes y después de la liofilizacién con 10% manitol.

Sin liofilizar Liofilizadas (10% manitol)
{; promedio * DE (mV) {, promedio + DE (mV)
SLN Cargadas 3443 +1.17 30.33+0.25
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8.0 Conclusiones.

a) Se desarrolld y validd satisfactoriamente un método analitico para la cuantificacion
de fenitoina, determinando que el método es lineal, preciso, repetible, exacto,
especifico para PHT y con limites de cuantificacion y deteccion de 0.77 pg/ml y 0.72

pg/ml respectivamente.

b) Se propuso una formulacidn para la obtencién de SLN y NLC obteniendo un tamafio

de particula de 428.2 + 22.6nm y 374.5 £ 14.4 nm respectivamente

c) Se caracterizé cada uno de los lotes fabricados tanto de SLN y NLC, demostrando
gue las SLN son mas estables que los NLC y también pueden encapsular una cantidad

mayor de PHT comparado con los NLC.

d) A mayor cantidad de PHT adicionada aumenta la eficiencia de encapsulacidn, asi
como la capacidad de carga, hasta llegar al limite en donde 1g de lipido es capaz de

encapsular 11.1 mg de PHT con una méaxima eficiencia de encapsulacién de 7.2%.

e) La cantidad de PHT encapsulada en las nanoparticulas es suficiente para dosificar y

asi realizar un estudio in vivo en roedores con un peso entre 30-250 g.

f) Tanto la liofilizacion como el tiempo de centrifugacién producen un aumento en el

tamafio de particula de aproximadamente cinco veces respecto al tamafo inicial.

g) Para mantener la estabilidad de la resuspension de SLN asi como un tamafio de
particula adecuado, se necesita de la adicién de manitol al 10% (m/v) antes de la

liofilizacion.
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9.0 Perspectivas

a) Debido a la baja solubilidad de la Fenitoina tanto en soluciones acuosas como en lipidos
se propone buscar mas métodos que ayuden a la solubilidad del mismo, para asi obtener

mejores porcentajes de encapsulacion.

b) Ya que la encapsulacién de la fenitoina en las SLN es suficiente para su aplicacion como
agente anticonvulsivo se propone proseguir con un estudio in vivo en roedores con un

peso entre 30-250 g.

c) Se propone también hacer estudios comparativos en donde se pueda verificar
realmente si la administracion del farmaco encapsulado en nanoparticulas lipidicas mejora

la biodisponibilidad del mismo.
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11.0 ANEXO |
11.1 Resultados del andlisis de varianza de las diferentes formulaciones

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados Promedio de . V(,J/.O !
las de Fo Probabilidad  critico
. cuadrados . los cuadrados
variaciones libertad para F
gErE:)rss 20475.036 4 5118.759  19.5146052 0.00010259 3.4780496
Dentrode )3 04 10 262.304
los grupos

Total 23098.076 14

Ho: sigmal=sigma2

Hi: sigmal#sigma 2

Fo> F por lo tanto se rechaza Hg para alfa= 0.05

11.2 Resultados del andlisis de varianza del efecto del tiempo de agitacion.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados . Valor
las Suma de Promedio de . s
L e Fo Probabilidad critico
variacione cuadrados . los cuadrados
< libertad para F
Entre 1025901.9 4 256475.481 349.58452 1.0766E-10 3.4780496
grupos 2 2
Dentrode 550 cg 10 733.658
los grupos

Total 1033238.5 14

Ho: sigmal=sigma2
Hi: sigmal#sigma 2

Fo> F por lo tanto se rechaza Hg para alfa= 0.05
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11.3 Resultados del analisis de varianza del efecto de la concentracion de crioprotector.

ANALISIS DE VARIANZA

Val
Origendelas  Suma de Grados de  Promedio de los .. . aior
. . F Probabilidad critico para
variaciones  cuadrados libertad cuadrados 5
Entre grupos 1593127.91 5 318625.58 11.78 0.000272712 3.11
Dentrodelos 55619773 12 27051.65
grupos
Total 1917747.68 17
Ho: sigmal=sigma2
Hi: sigmal#sigma 2
Fo> F por lo tanto se rechaza Hg para alfa= 0.05
11.4 Resultados del andlisis de varianza del efecto de la centrifugacion.
ANALISIS DE VARIANZA
Origende las  Suma de Grados de  Promedio de los . Valor critico
o . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 64771.26 1 64771.26 31.87 0.0048473 7.71
Dentro de los
8128.45333 4 2032.11
grupos
Total 72899.7133 5

Ho: sigmal=sigma2

Hi: sigmal#sigma 2

Fo> F por lo tanto se rechaza Hy para alfa= 0.05
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