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Il. Resumen

El glaucoma hace referencia a un grupo de enfermedades que tienen en comun
una neuropatia Optica tipica que se asocia a pérdida visual. En la mayoria de los
tipos de glaucoma, el sistema de drenaje del ojo se tapa y el fluido intraocular no
puede drenar. Al acumularse, causa un aumento de presion en el interior del ojo
que dafa al nervio optico, el cual es muy sensible, llevando a la pérdida de la
vision. En la presente tesis se utilizd el aumento de presién, como estimulo, para
disefiar una nueva forma farmacéutica para el tratamiento de esta patologia.

Se desarrollaron dos sistemas poliméricos; Peliculas y nanoparticulas de celulosa
y/o poliortoesteres.

Las peliculas poliméricas se desarrollaron por el método de “film casting”,
utilizando como polimeros: PLGA (acido polilactico-glicolico) y etilcelulosa, en
diferentes proporciones, cada pelicula se caracteriz6 mediante las pruebas de;
captaciéon de agua, angulo de contacto, modulo de Young, degradacion, velocidad
de flujo y liberacién del farmaco.

La pelicula 3 fue la que presentd mejores caracteristicas, la cual estaba
constituida en un 90%PLGA-10%Etilcelulosa. Su captacién de agua fue constante
y no aumento significativamente con el tiempo, el angulo de contacto obtenido fue
de 68.37°1£1.02° lo cual muestra su capacidad de humectarse. Respecto al médulo
de Young, este fue de 67.43 MPa por lo que se puede decir que es muy elastica,
su degradacion es homogénea y proporcional a la cantidad de PLGA que
contiene. La velocidad de flujo y la liberacion del farmaco fue proporcional a la
presion ejercida, lo cual muestra que la pelicula responde al estimulo de la
presion.

Considerando la composicion de la pelicula 3, se fabricaron nanoparticulas con la
misma proporcidon de polimeros por el método de doble emulsién-evaporacion y se
caracterizaron mediante las pruebas de; tamafo de particula, morfologia (SEM), %

de encapsulacion y liberacion del farmaco.




La doble emulsion fue estable por lo que posterior a la evaporacion se obtuvieron
las nanoparticulas, con un tamano de particula menor a 295.3 nm en el 90 % de la
poblacion; siendo estas dimensiones aptas para la administracion ocular. Ademas
presenté una morfologia esférica solida. El % de encapsulacion de dorzolamida
fue de 86.94 + 5.22%, el cual es un porcentaje alto para el tipo de método
utilizado. El estudio de liberacion del farmaco mostré un incremento de la
liberacion del farmaco conforme aumentaba la presién, por lo que muestra el
efecto de la presion hidrostatica en el sistema.

Por lo que se logré obtener dos sistemas de talla macro y nano que responden al
cambio de presion. Siendo alternativas para la administracion de dorzolamida de

manera controlada en tratamientos contra el glaucoma.




lll. Introduccion

En los ultimos tiempos, la tecnologia farmacéutica ha dedicado sus esfuerzos a
disefar medicamentos con cierto grado de inteligencia, de tal manera que se
pueda decidir desde la concepcion del preparado como se dara la liberacion del
principio activo. En este tenor han tenido gran auge los sistemas estimulo
sensibles, es decir aquellos capaces de liberar preferentemente bajo ciertas
condiciones preponderantes en la enfermedad a tratar, o bien bajo estimulos
externos. Probablemente el caso mas estudiado sea el pH como interruptor en la
cesion de farmacos antineoplasicos. Sin embargo, ésta no es la unica
circunstancia que puede aprovecharse para lograr una plataforma de liberacién

con un comportamiento “trigger” o “on/off”.

Una pelicula esta basada en capas continuas de polimeros (naturales, semi-
sintéticos o sintéticos) producidas por diferentes técnicas y son ampliamente

utilizadas en diferentes industrias como la alimenticia hasta la petroquimica.’

Las nanoparticulas son particulas coloidales las cuales tienen un tamafo de entre
los 10 y 1000nm. Estan hechas a base de materiales macromoleculares en el cual
el farmaco esta disuelto, atrapado o encapsulado.’ Este material debe ser

preferentemente biodegradable.

Por otra parte el término glaucoma designa a un grupo de enfermedades que
tienen en comun una neuropatia optica tipica que se asocia a pérdida visual. En la
mayoria de los tipos de glaucoma, el sistema de drenaje del ojo se tapa y el fluido
intraocular no puede drenar. Al acumularse, causa un aumento de presion en el
interior del ojo que dafa al nervio optico, el cual es muy sensible, llevando a la
pérdida de la vision.? El tratamiento depende del tipo y del avance del glaucoma,
asi como la respuesta al mismo. Las gotas oftalmicas son la forma mas comun
para tratar el glaucoma. Estos medicamentos reducen la presion del ojo de
dos maneras: 1. disminuyendo la produccion de humor acuoso; o 2.

mejorando el fluo a través del angulo de drenaje. Los medicamentos




utilizados para el tratamiento del glaucoma son, en primer lugar, los analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, travoprost) y los beta-bloqueadores
(maleato de timolol), también se pueden utilizar inhibidores topicos de la anhidrasa
carbdnica (brinzolamida y dorzolamida) y alfa-2-agonistas (brimonidina).* La
cirugia se reserva para los casos que no responden al tratamiento médico en la
forma requerida, para aquellos pacientes que presenten una presion intraocular

muy elevada inicialmente y en los casos con dafio muy avanzado.

Segun la OMS (2009), esta enfermedad es la segunda causa mas comun de
ceguera y cerca de 4.5 millones de personas lo padecen en la actualidad, con

proyecciones de 11 millones de afectados para el 2020.%°

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se desarrollaron dos sistemas
poliméricos de tamafio micro y nano que respondieran al cambio de presion para

la administracion del farmaco.




IV. Antecedentes

4.1. Sistemas de liberacion modificada

Durante muchas décadas el tratamiento para algun padecimiento o enfermedad
cronica, ha consistido en el empleo de diferentes formas farmacéuticas como;
tabletas, capsulas, pildoras, supositorios, cremas, unguentos, aerosoles,
inyectables, entre otros. Sin embargo, recientemente se han hecho diferentes
avances, que han desembocado en la obtencion de vehiculos para la liberacion de
farmacos. Estas técnicas son capaces de controlar la velocidad de liberacion,
prolongar la duracion del efecto terapéutico y dirigir la liberacion del farmaco hacia
cierto tejido, creando asi nuevos sistemas de liberacion que pueden cambiar el

método de medicacion y presentar numerosos beneficios.’

Se considera como sistema de liberacion, a toda aquella formulacion o a un
dispositivo que permite la entrada de un agente terapéutico en el cuerpo con el fin
de mejorar la eficacia y seguridad controlando la velocidad, el tiempo y el sitio de

la liberacion del farmaco.®

Existen diferentes clasificaciones para los sistemas de liberacidon modificada,
dependiendo de las caracteristicas de la formulacién, en la Tabla 1 se observa la
correspondiente a Chien, probablemente la clasificacion mas aceptada, y se ilustra

en la (Fig.1).

Tabla 1. Clasificacion de los sistemas de liberacion modificada.

Liberacion con velocidad pre-programada
Liberacion modulada por activacion
Liberacion regulada por retroalimentacion

Liberacion dirigida

——
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Figura 1. Clasificaciéon de los sistemas de liberacién modificada.
[CHIEN, Y. (1991) Novel Drug Delivery Systems. 2° Edicion Informa Medical p.4 (Imagen 3)]

Liberacion con velocidad pre-programada
En este tipo de sistemas la velocidad de liberacion del farmaco es pre-programada

especificamente. Esta velocidad se controla mediante los siguientes sistemas:

e Permeacién a través de membranas poliméricas: El farmaco es total o
parcialmente encapsulado en un compartimiento tipo reservorio. La
superficie esta cubierta por una membrana polimérica con una

permeabilidad especifica, que controla la liberacion.

e Difusién a través de una matriz polimérica: El farmaco es dispersado
homogéneamente en una matriz polimérica, ya sea hidrofilica o hidrofébica,

que controla la liberacion.




e Microreservorio: El reservorio del farmaco se fabrica por microdispersion de

una suspension acuosa del farmaco en un polimero biocompatible.

Liberacion modulada por activaciéon

En esta modalidad la liberacion del farmaco se presenta, cuando el sistema es
estimulado a través de factores fisicos, quimicos o bioquimicos y/o por la energia
aplicada al sistema desde el exterior. Mas adelante se desglosaran cada uno de

estos estimulos.

Liberacion regulada por retroalimentacion

La liberacion del farmaco se pone en marcha gracias a la participacion de un
agente que puede ser una sustancia bioquimica, de la cual también su
concentracion regula la liberacion a través del mecanismo de retroalimentacion.

Algunos de los sistemas que pertenecen a esta categoria son:

e Sistema regulado por bioerosion: Consiste en una matriz bioerosionable
que contiene al farmaco disperso y el sustrato de una enzima, el cual es
degradado o bien la matriz puede contener la enzima y reaccionar con su
sustrato en el cuerpo, lo cual puede desencadenar en algun cambio en el

ambiente que permita la degradacion del polimero.

e Sistema regulado por una biorespuesta: El reservorio que contiene el
farmaco se encuentra contenido en un dispositivo recubierto por una
membrana polimérica, la cual tiene una permeabilidad que es controlada
por la concentracién de un agente bioquimico, proveniente del tejido donde

se administro el sistema.

e Sistema autorregulado: Depende de un mecanismo de union reversible y

competitivo, que regula y activa la liberacion del farmaco.




Liberacion dirigida

Este sistema contiene un agente o sitio de union especifico a cierta caracteristica

del tejido enfermo, que lo direccionara al sitio de accion especifico, para que libere

el farmaco.

4.1.1. Sistemas de liberacion estimulo sensibles

Como ya se menciond anteriormente, los sistemas de liberacion estimulo

sensibles, se dividen en funcion de la naturaleza del agente estimulante en fisicos,

quimicos y bioquimicos.

Sistemas activados a través de estimulos fisicos:

Activados por presion osmatica: El reservorio del farmaco, ya sea una
solucion o una formulacion solida, se encuentra contenida en un sistema
semipermeable. El reservorio del farmaco es activado para que permita la
liberacion del farmaco a una velocidad constante a través de un orificio
especial, la velocidad de liberacidon es modulada mediante el control del

gradiente de presién osmatica.

Activados por presion hidrodinamica: El reservorio es un contenedor
impermeable y colapsable que contiene la formulacion liquida del farmaco,
este reservorio se encuentra dentro de un contenedor no deformable y con
aberturas anulares, entre ambos contenedores se encuentra una capa de
un polimero absorbente e hinchable (Fig.2). El fluido entra por los orificios
anulares y el polimero lo absorbe, generando asi una presion hidrodinamica
en el sistema, esta presion reduce en volumen al reservorio, lo que provoca
la liberacion del farmaco a una velocidad dependiente de la permeabilidad
del fluido, la pared con aberturas anulares y el gradiente de presion

hidrodinamica.
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Figura 2. Sistema de liberacién activado por presion.

[CHIEN, Y. (1991) Novel Drug Delivery Systems. 2° Edicion Informa Medical p.22 (Imagen 19)]

Activados por presion de vapor: La formulacion del farmaco se encuentra
de forma liquida en el reservorio, el cual se encuentra en el compartimiento
de infusidn, este se encuentra fisicamente separado del compartimiento de
bombeo, el cual contiene un fluido de fluorocarbono que se evapora a la
temperatura corporal y crea una presion de vapor. Esta presién aplica una
fuerza al compartimiento de infusién, lo cual provoca la liberacion del

farmaco por medio de una canula reguladora del flujo.

Activados mecanicamente: La formulacion del farmaco se encuentra en
solucion en el reservorio, y a su vez este se encuentra en un contenedor
equipado con un sistema de bombeo que se activa mecanicamente. Asi
una cantidad del farmaco es liberado cuando se activa mecanicamente, un

ejemplo de este tipo de sistema seria un nebulizador.

Activados magnéticamente: El reservorio del farmaco es una dispersion de
un péptido o una proteina en una matriz polimérica, en la que el farmaco
puede ser liberado solamente a una baja velocidad. Esta baja velocidad

puede ser mejorada incorporando un mecanismo de vibracidn

10
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electromagnética en el sistema polimérico. Esto se realiza colocando

nanoparticulas magnéticas en el centro de la dispersion (Fig.3).

Figura 3. Sistema de liberacién activado por magnetismo

[Bajpai., et al., (2010) Stimuli Responsive Drug Delivery Systems: From Introduction to application.

iSmithers, p.145 (figura 4.2)]

Activados por sonoforesis: Utiliza energia ultrasénica para activar la
liberacion del farmaco, del dispositivo donde se encuentra. Ademas, este
estimulo aumenta el paso de moléculas a través de una membrana

biolégica, como la piel.®

Activados por lontoforesis: Usa corriente eléctrica para activar y modular la
difusion de una molécula cargada a través de una membrana bioldgica,
como la piel, esto ocurre de manera similar a la difusién pasiva por

gradiente de concentracion.

Activado por hidratacion: Es dependiente del proceso de hinchamiento
debido a la hidratacion. El reservorio del farmaco es dispersado
homogéneamente en una matriz polimérica hinchable, fabricada con un
polimero hidrofilico. La velocidad de liberacion del farmaco es controlada
por la velocidad de hinchamiento de la matriz polimérica.

11
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e Activados por temperatura: Utiliza polimeros sensibles a la temperatura, los
cuales a cierta temperatura pasan a través de una fase de transicion, donde
cambian su conformacion, solubilidad y su equilibrio hidrofilico-hidrofobico,

lo cual controla su liberacion.™

Sistemas activados por estimulos quimicos se encuentran:
e Activados por pH: Permite dirigir la liberacion hacia cierta region que tiene
un pH determinado. Esto se realiza recubriendo el reservorio del farmaco

con un polimero sensible a pH (Fig. 4).

1. http://www.glaucoma.org/es/que-es-el-glaucoma.php
. Glaucoma, Basic and Clinical Science Course, Seccién 10, 2014-2015, American

Figura 4. Sistema de liberacién activado por pH.
[Almeida,H., et al., (2012) Temperature and pH stimuli-responsive polymers and their applications
in controlled and self-regulated drug deliver. Journal of Applied Pharmaceutical Science 02 (06);
2012: 01-10 (figura 4 y 5)]

e Activado por iones: Este sistema se prepara complejando un farmaco iénico
con una resina de intercambio idnico que contenga un contra-ion. Los
granulos del complejo de farmaco-resina, se recubren con un lubricante,
para disminuir el hinchamiento en el ambiente acuoso y con un polimero
insoluble, pero permeable en agua. Esta membrana sirve para controlar la
entrada de iones y la liberacion del farmaco. En un medio iénico, como el
fluido gastrico, los iones difunden en el sistema, reaccionan con el complejo

de farmaco-resina y desencadenando asi la liberacion del farmaco.

12
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http://www.glaucoma.org/es/que-es-el-glaucoma.php

e Activado por hidrdlisis: El reservorio del farmaco es encapsulado en
microcapsulas u homogéneamente dispersado en microesferas o
nanoparticulas por inyeccion. La liberacion del farmaco de la matriz
polimérica se da por la hidrdlisis y degradacion de las cadenas poliméricas,

y se controla por la velocidad de degradacién del polimero.

Entre los activados por estimulos bioquimicos se encuentran:

e Activado por enzimas: Depende del proceso enzimatico para activar la
liberacion del farmaco. El reservorio del farmaco se encuentra como
microesferas recubiertas, con cadenas poliméricas de biopolimeros, como
albumina o polipéptidos. La liberacion del farmaco es activada por la
hidrélisis enzimatica de los biopolimeros, por la enzima especifica en el

tejido destinado.
4.1.1.1. Presion hidrostatica, hidrodinamica, osmoética.

Presion hidrostatica

La accion de una fuerza ejercida sobre una superficie plana, da como resultado
una presidon, qué en el caso de un liquido, determina la existencia de numerosas
fuerzas distribuidas normalmente sobre la superficie que se encuentra en contacto
con el liquido. Desde el punto de vista de analisis estatico, es conveniente
reemplazar éstas fuerzas, por una fuerza resultante Unica equivalente."' Esta
fuerza que ejerce el liquido contra una superficie se le conoce como presion

hidrostatica.

La presion hidrostatica esta relacionada con el Principio de Pascal, el cual
menciona: “Los cambios de presién en un fluido incompresible (liquido) en
equilibrio dentro de un recipiente de paredes indeformables se transmite sin
alteracion a todo el fluido”."? Lo que este principio nos da a entender es qué si se
ejerce una presion externa sobre una parte de la frontera de un fluido confinado

compresible o incompresible, esta presidén, una vez que cualquier movimiento del

13
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fluido ha cesado, actuara sin disminucién alguna en todo el fluido." En la Figura 5
se puede observar un liquido confinado en un recipiente inerte, al cual se le aplica
una presion, la presién en la superficie del liquido es la misma que la presion en el

fondo del liquido.

Figura 5. Presion ejercida sobre un fluido confinado.
[Shames, 1., (1995) Mecanica de Fluidos. 3% Edicion. McGraw-Hill, p. 61 (figura 3.5)]

Presion hidrodinamica

La presion hidrodinamica se puede definir como la presion de un liquido mientras
esta en movimiento. Esta presion también se le conoce como la presion debida a
la velocidad del fluido, el valor de la presion dinamica depende de la velocidad que

tiene el fluido.™

La presion hidrodinamica esta relacionada con el Principio de Bernoulli, el cual se
puede enunciar de la siguiente mnera: “En dos puntos de la misma linea corriente
de un fluido en movimiento, bajo la accion de la gravedad, se verifica que la
diferencia de las presiones hidrodinamicas es igual al peso de una columna de
fluido que tiene por base la unidad de superficie y por altura la diferencia de
alturas entre los dos puntos.' En la Figura 6 se observa como la presion de un

fluido en movimiento dependera del area y la altura por la que el liquido se

14
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encuentre fluyendo, a mayor sea el area la presién sera menor, y entre menor sea
el area la presion sera mayor. Teniendo en cuenta este principio se puede llamar a
la presion hidrodinamica, a la suma de la presion estatica y la energia cinética de

la unidad de volumen.

Figura 6. Teorema de Bernoulli
[Burbano de Ercilla, S., et al., (2003) Fisica General. 32% Edicion. Tébar, p. 273 (figura XI1-46 y 47)]

Presion Osmética
Muchos procesos quimicos y biolégicos dependen de la 6smosis, es decir el paso
selectivo de moléculas del disolvente a través de una membrana porosa desde

una disolucién diluida hacia una de mayor concentracion.

La presion osmatica (m) de una disolucion es la presion que se requiere para

detener la 6smosis.'®

La fuerza motriz de la 6smosis se debe a que la presion de vapor de la disolucion
de menor concentracion es mayor que la presién de vapor de la disolucién de
mayor concentracion, hay una transferencia neta de disolvente desde la solucion

de menor concentracion hacia la de mayor concentracion.

15
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La presiéon aplicada en la rama izquierda del aparato detiene el movimiento neto
del disolvente desde el lado derecho de la membrana semipermeable, esta

presién aplicada es a la que se le llama presién osmética (Fig.7).

Figura 7. Presion Osmética
[Brown, T., et al., (2004) Quimica. La ciencia central. 9% Edicion. Pearson, p. 508 (figura 13.24)]

4.1.2. Peliculas
Se puede definir a una pelicula como una capa delgada y flexible, compuesta por

1 0 mas sustancias, la cual puede o no contener plastificante.

Las peliculas son matrices poliméricas que cumplen con los requerimientos para
usarse como plataformas para la liberacion de un farmaco. Las peliculas son
excelentes para ser utilizadas como sistemas sensibles a estimulos especificos,
han mostrado la capacidad de mejorar la accion del farmaco, reducir la frecuencia
de administracién, mejorar la eficacia del farmaco, reducir los efectos adversos y

presentan gran aceptacion por parte del paciente debido a su facil administracién.

Para su utilizacion como sistemas de administracion deben de presentar

caracteristicas como; suficiente capacidad para contener al farmaco, velocidad de

16
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disolucién rapida o bien largo tiempo de retencidén en el sitio de administracion,

estabilidad, no toxica, biocompatible y biodegradable.

Existen diferentes tipos de peliculas de administraciéon oral, entre las que se
encuentran; peliculas, peliculas solubles, tiras de obleas, peliculas
orodispersables, peliculas bucales, peliculas mucoadhesivas, peliculas oftalmicas.
Mientras que algunas peliculas son disefadas para su rapida disolucion en la
cavidad oral (orales, orodispersables) y asi se absorba el farmaco en la cavidad
gastrointestinal, otras son disefiadas para liberar el farmaco en el sitio de
administracion (bucales, sublinguales y oftalmicas). Por ejemplo, en el caso de las
peliculas oftalmicas son desarrolladas para superar las barreras oculares y asi
prevenir la pérdida del farmaco a través del sistema de drenaje lagrimal. Las
peliculas oftalmicas se formulan en forma de insertos, algunos de los
desarrollados son: insertos de maleato de timolol, indometaciona, tartrato de

brimonidina e incluso de aciclovir para tratar algunas infecciones oculares '°.

Entre los polimeros mas comunes para la elaboracién de peliculas se encuentran;
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), carboximetilcelulosa (CMC),
hidroxipropilcelulosa (HPC), polivinilpirrolidona (PVP), alcohol polivinilico (PVA),
polietilenglicol (PEG), pululano, pectina, chitosan, alginato de sodio, carragenano,

gelatina, entre otros.

Los métodos mas utilizados para su elaboracion son, solvent-casting y hot-melt
extrusion (HME), aunque en los Uultimos afos se han estado desarrollando

tecnologias de impresién por inyeccion y flexografia (Fig.8).
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Figura 8. Impresion por flexografia

[Sandeep,K., et al., (2016) Thin films as an emerging platform for drug delivery. Asian Journal of
Pharmaceutical Sciences 11 (2016); 559-574 (figura 4)]

Para que una pelicula pueda ser utilizada en un sistema de liberacién modificado,
debe de cumplir con ciertas caracteristicas fisicoquimicas, de flexibilidad, suavidad
y elasticidad, segun la aplicacion. La caracterizacion de una pelicula es un pre-
requisito para su manufactura, esta caracterizacion debe incluir ensayos

mecanicos, de hidratacion, liberacién in vitro y morfologia."’

4.1.2.1. Peliculas estimulo sensibles
Estos sistemas, estan conformados por polimeros sensibles a algun tipo de

estimulos.

La respuesta de los polimeros sintéticos se da cuando se aplica un estimulo
externo, ya sea energético (luz, temperatura, campo magnético) o quimico (pH,
moléculas organicas o biomoléculas). El cambio en la estructura o propiedades del
polimero permiten la liberacion del agente terapéutico.’® La ventaja de las
peliculas realizadas con estos polimeros es que responden rapidamente y

cambian sus propiedades al aplicarles algun estimulo.

Los polimeros sensibles a la temperatura son los mas extensamente utilizados en
los sistemas sensibles a estimulos. Estos polimeros presentan una temperatura

critica de solubilidad inferior (LCST), si el polimero pasa de un estado soluble a
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uno insoluble al aumentar la temperatura y una temperatura superior de disolucion
critica (UCST), si el polimero pasa de un estado insoluble a uno soluble al
aumentar la temperatura, es decir, pasan por una transicion de fase reversible
inducido por la temperatura. El polimero mas utilizado para este tipo de estimulo
es el poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAM) (Fig.9).

Figura 9. Esquematizacion de los estados hidrofilicos e hidrofébicos del PNIPAAM

por debajo y por arriba de su LCST.
[Zhai,L., (2013) Stimuli-responsive polymer films. The Royal Society of Chemistry 42 (17); 7148-60
(figura 2a)]

Los polimeros sensibles a pH o a un cambio i6nico, comunmente contiene grupos
funcionales carboxilos o piridinas. A pH acido los grupos carboxilo se encuentran
protonados y las interacciones hidrofébicas dominan, por lo que el polimero se
encuentra contraido, a pH alcalino los grupos carboxilos se disocian en iones
carboxilato, lo que ocasiona una alta densidad de carga provocando el
hinchamiento del polimero. En el caso de los polimeros que contienen piridinas
pasa lo contrario, ya que esta responde a pH acidos. En general los polimeros
sensibles a estimulos funcionan de esa manera. Algunos ejemplos de estos son el

acido poliacrilico, acido polimetacrilico, polivinil imidazol, entre otros.
Los polimeros sensibles a campos magnéticos, responden a cambios en el campo
magnético, estan compuestos de elastbmeros con pequefas particulas

magnéticas. Cuando un campo magnético es aplicado, todas las fuerzas que
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actuan en las particulas magnéticas son transmitidas al elastomero, cambiando la
forma de este. Entre los polimeros mas utilizados para este tipo de estimulo se
encuentran el acido polilactico, policaprolactona, entre otros y como particulas

magnéticas el 6xido de hierro (lll), polvos de niquel, particulas de neodimio.®

La respuesta de los polimeros a la presion hidrostatica y/o hidrodinamica se

encuentra muy poco estudiada.

Existen estudios sobre capsulas sensibles a la presidén del tracto gastrointestinal,
las cuales tienen como objetivo el colon, donde la respuesta al estimulo de la
presion se debe a un recubrimiento de la capsula con derivados de celulosa y en
donde la sensibilidad a la presion dependia del grosor de la pelicula que recubre la
capsula. 22" En otro estudio se habla sobre el efecto de la presion hidrostatica en
la bicapa lipidica, constituida por cadenas fosfolipidicas de la misma longitud
simétricas y asimétricas, encontrando que bajo una presion especifica las cadenas
de fosfolipidos empiezan a entrelazarse, pero no se habla de una aplicacion de

este estudio para un sistema de liberacion sensible a la presion.?

4.1.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como dispersiones particuladas o particulas soélidas
con un tamano entre 10-1000nm. El farmaco es disuelto, encapsulado o ligado a
una matriz nanométrica. Dependiendo del método de manufactura se pueden
obtener nanoparticulas, nanocapsulas, nanoesferas. Las nanoparticulas engloban
a todas las particulas que tienen el tamano antes mencionado, dentro de las
nanoparticulas se encuentran: las nanocapsulas que son sistemas en los que el
farmaco esta confinado en una cavidad, rodeado por una membrana polimérica y
las nanoesferas que son sistemas matriciales en los que el farmaco se encuentra

dispersado.
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En los ultimos afios ha habido un gran auge en las nanoparticulas poliméricas
biodegradables, debido al tiempo de permanencia, localizacion dirigida en tejido y

la transportacion de DNA, proteinas, péptidos y genes.

Entre las ventajas que tienen las nanoparticulas se encuentran:

e Caracteristicas como la superficie y el tamafo de particula se pueden
modificar para lograr dirigir pasiva y activamente las nanoparticulas,
después de la administracion.

e Pueden controlar y mantener la liberacion del farmaco durante el transporte
de la nanoparticula al tejido especifico, alterando asi la distribucién del
farmaco y subsecuentemente su depuracion, logrando aumentar la eficacia
terapéutica y disminuir los efectos adversos.

e La velocidad de liberacion y la degradacion de la particula puede ser
modulada por la modificacion de los componentes de la matriz.
Generalmente pueden cargarse a la particula altas concentraciones del
farmaco, sin necesidad de ninguna reaccién quimica, esto es importante ya
que asi se preserva la actividad terapéutica del farmaco.

e Se puede lograr dirigir la particula mediante la aplicacién de ligandos
especificos a la superficie de esta, o la aplicacion de algun estimulo.

e EIl sistema puede ser usado para diferentes rutas de administracion,

incluyendo la via oral, nasal, parenteral, intra-ocular, etc.

Las nanoparticulas pueden realizarse de diferentes materiales, como proteinas,
polisacaridos o polimeros sintéticos. La eleccion de los materiales va a depender
de factores como; el tamano de particula requerido, las caracteristicas y
propiedades del farmaco, las caracteristicas de la superficie (carga, permeabilidad,
etc), el grado de biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad, la velocidad de

liberacion deseada y la antigenicidad del producto.

Para la produccion de nanoparticulas generalmente se utilizan los métodos de

dispersion de polimeros preformados, evaporacion del disolvente, emulsificacion
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espontanea o difusion del disolvente, polimerizacion de mondmeros, gelificacion
idnica o coacervacion de polimeros hidrofilicos. Otros métodos se han
desarrollado como la tecnologia de fluido super critico y replicacion de particulas

en plantillas no humectantes (PRINT).

Dentro de las caracteristicas mas importantes a controlar en las nanoparticulas se
encuentran:

e El tamafo de particula y su distribucion, este parametro determina la
distribucion in vivo, su acumulaciéon en algun tejido, toxicidad, su habilidad
de dirigirse a un sitio especifico, asi como la estabilidad de las
nanoparticulas y la liberacion del farmaco.

e La superficie de la nanoparticula, ya que al administrarse pueden llegar a
ser reconocidas por el sistema fagocitico mononuclear, lo cual puede
desencadenar una respuesta inmune, asi como también favorecer su unién
con proteinas como opsoninas, se ha reportado que la utilizacion de
polietilenglicol (PEG), disminuye estos fendmenos. El potencial zeta es otra
caracteristica importante de la superficie, ya que, permite caracterizar la
carga de la superficie de la particula, lo que principalmente es importante
para su estabilidad.

e La capacidad de carga de farmaco, idealmente una nanoparticula deberia
tener una alta capacidad para contener farmaco. El farmaco regularmente

se incorpora al sistema en la produccién o después de su formacion.?

4.1.3.1. Nanoparticulas estimulo sensibles
El uso de sistemas nanoparticulados estimulo sensibles, ofrece una gran
oportunidad para la liberacion de un farmaco o un gen, donde el sistema de

liberacion se convierte en un participante activo en la optimizacion de la terapia.

Para obtener un sistema que responda a cierto estimulo, se debe de manipular su
composicidon. El beneficio de este tipo de sistemas estimulo sensibles, es lograr

que responda a un estimulo especifico o caracteristico de la enfermedad. De los
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estimulos mas comunmente utilizados, se encuentran el pH, temperatura,

respuesta a una molécula biolégica, cambios redox en el ambiente.

En el caso del pH, este se ve afectado por ciertas enfermedades. Por ejemplo, en
tumores solidos el pH extracelular tiende a ser significativamente mas acido (6.5)
que en la sangre (7.4), también los valores de pH de las vesiculas endosomales y
lisosomales dentro de las células es menor que en el citosol. Mediante la
realizacion de las nanoparticulas con el material correcto, es posible de crear un
sistema que responda a estos cambios de pH y permita la liberacién del farmaco

en el sitio especifico (Fig.10).

Figura 10. Nanoparticulas sensibles a pH

[Ganta, S., et al., (2008) A review of stimuli-responsive nanocarriers for drug and gene delivery.
Journal of controlled release 126 (2008); 187-204 (figura 2)]

La temperatura es otra variable que puede ser utilizada como estimulo. Se puede
desarrollar un sistema que libere al farmaco a una temperatura superior a los
37°C. Este sistema mantendra al farmaco encapsulado en la circulacién sistémica
0 en contacto con algun tejido que no sea el deseado, pero al aplicar un estimulo
hipertérmico al area donde se requiere su accion, el farmaco sera liberado en esta

area localizada.

Un ejemplo del uso de una sustancia bioldgica es el glutation (GSH), los niveles de

esta sustancia en células tumorales es de 100 a 1000 veces mayor que en el
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exterior de la célula. Este gradiente de concentracion puede utilizarse como
estimulo, utilizando un sistema con disulfuro (reaccién redox) que liberara el

farmaco.

Otros estimulos que pueden ser utilizados en estos tipos de sistemas son el
magnetismo, ultrasonido, luz, calor, entre otros. El ultrasonido ha sido utilizado
como estimulo para dirigir la liberacibn hacia un sitio especifico mediante
sonicacion, ademas esta técnica permite una distribucién uniforme del sistema en

el tumor. %

4.2, Glaucoma?

El glaucoma representa a un grupo de enfermedades caracterizadas por una
neuropatia del nervio éptico, que consiste en la excavacion y socavacion de los
elementos del tejido conectivo y neural del disco Optico, conllevando a una
disfuncién visual. Una caracteristica importante de esta enfermedad es el aumento

de la presioén intraocular (IOP), este es el principal factor de riesgo.

El humor acuoso es formado mediante el proceso ciliar, puede ser por; secrecion
activa, ultrafiltracion o simple difusion. La secrecion activa requiere energia para
mover sustancias en contra del gradiente electroquimico y es independiente de la
presion, no se tiene conocimiento de cuales son los iones que son transportados,
pero el sodio, cloruro y bicarbonato estan relacionados, este proceso se debe
mayormente a la enzima anhidrasa carbonica Il. La produccion del humor acuoso

se encuentra entre los 2.0-2.5 yL/min en promedio (Fig. 11)
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Figura 11. Flujo normal del humor acuoso
[Glaucoma, Basic and Clinical Science Course, Seccion 10, 2014-2015, American Academy of

Ophtalmology. p.3 (Figura 1-1)]

La presion intraocular (IOP) en un ojo sano se encuentra alrededor de los 15.5
mmHg, con una desviacion estandar de 2.6 mmHg. Cuando una persona rebasa
los 21 mmHg, se le considera una presion anormal y tienen que aplicarse una
terapia hipotensora. Aunque esta no es una caracteristica con la que se pueda
diagnosticar si una persona tiene glaucoma o dafo en el nervio 6ptico, todo

depende del tipo de glaucoma que presente.

Los tipos de glaucoma que estan relacionados con el aumento de presion

intraocular son:
e Glaucoma de angulo abierto: No esta relacionado con ningun trastorno
ocular o sistémico que cause el bloqueo de la salida del humor acuoso o el

dafio al nervio 6ptico (Fig.12).
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Figura 12. Glaucoma de angulo abierto.
[Glaucoma, Basic and Clinical Science Course, Seccion 10, 2014-2015, American Academy of

Ophtalmology. p.6 (Figura 1-2)]

e Hipertensién ocular: Se presenta con un disco 6ptico y campo visual
normal.
e Glaucoma de angulo cerrado grave: Ocurre cuando la presion intraocular

aumenta rapidamente como resultado de un repentino bloqueo de la red

trabecular (Fig.13).

Figura 13. Glaucoma de angulo cerrado
[Glaucoma, Basic and Clinical Science Course, Seccion 10, 2014-2015, American Academy of

Ophtalmology. p.6 (Figura 1-3)]
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e Glaucoma con angulo cerrado intermitente: Episodios breves de angulo
cerrado, con aumento de la presion intraocular, es un precedente para el
glaucoma de angulo cerrado grave.

e Glaucoma de angulo cerrado crénico: Elevacion de la presién intraocular
debido a porciones de la camara anterior del ojo, el angulo se encuentra

permanentemente cerrado.

En general no hay un valor de presidon intraocular que pueda ser considerada
normal o segura, se han presentado casos donde el ojo presenta dafio a una
presion intraocular de 18 mmHg o menos, mientras que en otros casos pueden
tolerar presiones elevadas. Aun asi la presion intraocular se considera un factor de

riesgo para el dafo al nervio optico.

El tratamiento depende del tipo de glaucoma y el avance de la enfermedad, entre
los agentes terapéuticos mas utilizados se encuentran: los analogos de las
prostaglandinas, antagonistas B-adrenérgicos, agonistas adrenérgicos, inhibidores
de la anhidrasa carbdnica, agentes parasimpaticomiméticos y agentes

hiperosmoéticos.

4.3. Dorzolamida
La dorzolamida es un inhibidor de la anhidrasa carbdnica. Es usada regularmente
en soluciones oftalmicas para disminuir la presion intraocular (IOP) en glaucoma

de angulo abierto y en hipertension ocular. % (Fig.14).

Figura 14. Dorzolamida
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Indicacion terapéutica: Para el tratamiento de presion intraocular elevada en
pacientes con hipertension ocular o glaucoma de angulo abierto. La dosis
recomendada es de 20 mg/mL.

Mecanismo de accion: La dorzolamida es una sulfonamida y un inhibidor
altamente especifico de la anhidrasa carbédnica Il (CA-Il), la cual es la principal
isoenzima relacionada con la secrecion del humor acuoso. La inhibiciéon de la CA-I
en el proceso ciliar del ojo, disminuye la secrecibn de humor acuoso,
presuntamente mediante la ralentizacién de la formacidén de iones bicarbonato,
con la subsecuente reduccion de sodio y transporte de fluido.

Efectos adversos: Mareos, dolor de cabeza, dificultad para respirar, asma, paro

cardiaco. %

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de la dorzolamida

Formula quimica C1oH16N204S3
Peso Molecular 324.44 g/mol
Punto de fusion 283-285°C
Solubilidad en agua 0.699 mg/mL
log P -1

4.4. Nanoparticulas de dorzolamida

Se han realizado diferentes formulaciones de nanoparticulas que contienen
dorzolamida. La administracion tépica de dorzolamida en la parte frontal del ojo,
mediante gotas oculares resulta ineficiente, debido a que estas son diluidas
rapidamente debido a las lagrimas y son desechadas por el conducto lacrimal,

para evitar esto se han desarrollado diferentes formulaciones de nanoparticulas.

En uno de estos estudios se realizaron nanoparticulas de quitosan que contenian
dorzolamida, con el objetivo de producir una eficiente formulacién ocular para este
farmaco y que asi estas particulas fueran mucoadhesivas, aumentando la

biodisponibilidad y prolongado el efecto farmacoldgico. Se realizaron estas
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nanoparticulas mediante el método de gelacidn i6nica y se obtuvieron
nanoparticulas que presentaban propiedades mucoadhesivas, se observd una
liberacion sostenida en los estudios in vitro, por lo que esta formulacién puede ser
evaluada para una liberacién ocular controlada. 2”22 Otro estudio fue la utilizacion
de un derivado de quitosan (6-o-carboximetil-quitosan), dicha modificacion se
realizo para evitar la irritacion del ojo por el polimero, logrando esto ultimo y
ademas una liberacion prolongada.29 Ademas de estos estudios existen otros en

donde se desarrollaron nanoparticulas a base de quitosan o sus derivados.*®

Ademas del quitosan, la utilizacién de ciclodextrinas para formar complejos ha sido
requerida para desarrollar otra alternativa de formulacién. Las ciclodextrinas son
oligosacaridos naturales, que son capaces de disolver farmacos poco solubles en
disoluciones acuosas, mediante la formacion de complejos farmaco/ciclodextrina.
Las ciclodextrinas son biocompatibles y en solucion acuosa estas particulas se
encuentran en equilibrio dinamico y se disocian cuando se diluyen, como es el
caso cuando se aplican en el fluido lagrimal. Los complejos
dorzolamida/Yciclodextrina presentaron propiedades mucoadhesivas y liberaron la
dorzolamida en el fluido lacrimal por un extenso tiempo. Esta formulacion fue
probada en humanos mediante un ensayo clinico y se observd que si se
presentaba una disminucién de la presién intraocular.®! Este estudio se realizo
primero en conejos, se compard entre estos complejos de
dorzolamida/Yciclodextrina y el Trusopt, el cual es una marca de dorzolamida en
gotas oftadlmicas. El estudio revel6 que la administracion de los complejos
dorzolamida/Yciclodextrina una vez al dia, mostraba el mismo efecto que el
Trusopt, el cual se administra regularmente 3 veces al dia, lo cual tiene como

ventaja un mejor apego al tratamiento. >

En otro estudio se observd que la utilizacion de vitamina E TPGS en la fabricacion
de nanoparticulas de PLGA, permite mejorar tanto la encapsulacién de la
dorzolamida, como la permeacion, dando como resultado un efecto sostenido de

la disminucidn de la presion intraocular.®
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Estas formulaciones nanométricas tienen una mayor facilidad de permeacién a
través del ojo y una mejor biodisponibilidad. Por ejemplo, se han desarrollado
niosomas que demostraron estas caracteristicas.> % Aunque existen otros
estudios donde realizan nanoparticulas con dorzolamida®, ninguna tiene la

caracteristica de ser estimulo sensible a presion.

Algo importante a considerar es la via de administracion, las rutas de
administracidn en el ojo son: topica, sistémica, transcleral/periocular e intravitreal.
La administracion tépica presenta diferentes barreras que impiden la difusion del
farmaco en el segmento posterior. La administracion sistémica permite el paso del
farmaco al segmento posterior, pero se necesitan altas dosis para lograr el efecto
terapéutico. La administracion transcleral/periocular tiene la ventaja de poder
utilizar el tejido escleral, el cual tiene una extensa superficie. La administraciéon
intravitreal es la mejor ruta de administracion para farmacos que tienen como
blanco los tejidos del segmento posterior, ademas mediante esta ruta se logra

alcanzar alta biodisponibilidad del farmaco.*’ (Fig. 15).

Figura 15. Vias de administracién oculares

[Kang-Mieler, J., et al., (2014) Advances in ocular drug delivery: emphasis on the posterior

segment. Expert Opinion Drug Delivery 11 (10); 1647-60 (figura 1)]

30

——
| —



En el caso de la formulacion disefiada para el macrosistema esta pensada para
una administracion topica en forma de implante, y en el caso del nanosistema esta

pensado para una administracion intravitreal.
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V. Hipétesis

Si se logran desarrollar peliculas de polimeros celuldsicos y/o poliortoesteres

presion sensibles, éstas podran usarse para fabricar nanoparticulas que lograran

el suministro inteligente de la dorzolamida.

VI. Objetivos

Objetivo general

Disefar y caracterizar sistemas sensibles a la presion para la liberaciéon de

dorzolamida.

Objetivos particulares

Desarrollar peliculas de polimeros celuldsicos y/o poliortoesteres por la
técnica de “film casting”.

Caracterizarlas mediante estudios mecanicos, angulo de contacto,
captacion de agua, paso del agua a una presion aplicada y estudios de
degradacion.

Estudiar el paso del farmaco a través de las pelicuas en funcién de la
presion ejercida.

Obtener una pelicula que cumpla con las caracteristicas adecuadas para la
liberacion de dorzolamida bajo un estimulo de presidn, y a partir de esta
formulacion realizar nanoparticulas.

Desarrollar nanoparticulas por el método de doble emulsion.

Caracterizarlas mediante estudios de tamano de particula, morfologia, % de

encapsulamiento y liberacion del farmaco.
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VIl. Metodologia

7.1. Materiales

Etilcelulosa: Ethocel 10FP Premium, colorcon, lote: 1D98896

PLGA: P2192-5G, sigma (50:50), lote: 039k1587

THF: Tetrahidrofurano JT Baker, Lote: X15B24

Diclorometano: JT Baker, Lote: C43B28

Florfenicol: Megafarma, Lote: 20021202

Clorhidrato de dorzolamida, donado amablemente por laboratorio Santgar
Pluronic F-68: Sigma, Lote: 049K0044

Fosfatidilcolina: Sigma, Lote: 103K5212

VvV V.V V V V VYV V

7.2. Elaboracion de peliculas

Para la elaboracion de las peliculas se pesaron las cantidades registradas en la
Tabla 3 y se disolvieron en 30 mL de diclorometano. Se utilizaron como moldes
cajas Petri de vidrio y moldes de teflén, para contener a la disolucién. Las
peliculas 2-4 se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas. Las peliculas
1y 5 se secaron en la desecadora a una temperatura de 25°C, en condiciones de

vacio (40 cmHg), por 24 horas.

Tabla 3. Proporciones pesadas de los polimeros en las diferentes
peliculas.

Peliculas PLGA(mg) EC(mg)
(Relacién PLGA/EC)

1 (50%-50%) 150 150

2 (80%- 20%) 240 60

3 (90%-10%) 270 30

4 (100%-0%) 300 0

5 (0%-100%) 0 300
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7.3. Caracterizacion de las peliculas

» Captacion de agua

Se pesaron muestras de pelicula de alrededor de 20 mg. Se registré su masa
inicial (mo), y posteriormente se colocaron en viales con 25 mL de agua. Se
mantuvo en condiciones estables, es decir en una ambiente sin movimiento y luz,
a temperatura ambiente. Se registré la masa de las muestras cada 24 h, durante
96 h (my).

Para la obtencién del porcentaje de captacion de agua (%C), se obtuvo la masa de
agua absorbida (mgps), (ecuaciones 1y 2):

Mgps = My — Mg (Ecuacion 1)

Mgps * 100 .
%C = — (Ecuacion 2)

» Determinacion del angulo de contacto
Se recortdé una muestra de cada pelicula y se colocé una gota de agua destilada
encima de la pelicula, con una jeringa de insulina con aguja. Se tomo6 una
fotografia de la pelicula con la gota, mediante una camara fotografica Nikon, lente
30x Wide Full HD. Y posteriormente con el programa Imaged se proceso la

imagen, obteniendo el angulo de contacto.

» Obtencion del Médulo de Young (E)
Se utilizé un texturdmetro marca Mecmesin: Multitest modelo1-i con celda de
carga de 50 N; y software Emperor, para la obtencion de los datos. Para las
determinaciones se utilizaron muestras de pelicula de 2 por 4 cm, las cuales
fueron sujetadas al equipo mediante mordazas. Las condiciones del equipo
empleadas para la prueba fueron: velocidad de 5 mm/min, deformacién inicial (yo)
de 20 mm, deformacion maxima (ymax) de 60 mm, carga de 40 N y tiempo de
duraciéon de 5 min. Mediante el software empleado se obtuvo la deformacion
ingenieril (ying) para cada fuerza aplicada; permitiendo conocer la fuerza de corte
(F¢) para las muestras. Para la determinacién del moédulo de Young (E): se
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requiere la obtencion de la deformacién verdadera (y,), asi como el esfuerzo
verdadero (oy) la cual a su vez requiere del esfuerzo ingenieril (Oing), (€Cuaciones
3,4 y5):

¥» = In(1 + yiny) (Ecuacion 3)

F
Oing = 7 (Ecuacion 4)

Oy = Vo (aing + 1)(Ecuacion 5)

Por ultimo se obtiene la ecuacion lineal que describe el comportamiento entre y,
(como variable dependiente) y o, (como variable independiente); la pendiente
obtenida es E (ecuacion 6).

o, = E xy, (Ecuacion 6)
Las unidades manejadas son N para la fuerza; m para la deformacion (Ying Y Yv) ¥

Pa para los esfuerzos (Oing y Ov).

» Estudios de degradacién
Se colocaron 10 mg aproximadamente de cada pelicula en un vial con 10 mL de
agua, se registraron los pesos y se tomaron fotos durante los primeros 4 dias y
después cada semana, hasta finalizar los 3 meses del estudio, durante este
tiempo los viales con las peliculas se mantuvieron en condiciones estables, es
decir en un ambiente sin movimiento y sin luz, a temperatura ambiente. En cada
medicidon se secaron las peliculas a temperatura de 50 °C y presion atmosférica
durante 3 h. Se observaron al microscopio marca Lieder binocular MC-300, en un

aumento de 100x.

» Evaluacién de paso de agua a través de la pelicula ante una presion
aplicada

Se realizé un modelo de simulaciéon de presion intraocular, que abarca intervalos

de presion normales e hiperbaricas tipo glaucoma, basandose en el principio fisico

de la presion hidrostatica (P) que indica que (ecuacion 7):
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P = pgh (Ecuacion 7)

Donde p es la densidad del fluido, g es la gravedad (9.81 m/s?) y h es la altura del
fluido. De acuerdo con esta ecuacion al variar las alturas de agua destilada, se
pudieron obtener las presiones que se querian trabajar, estas fueron: presiones
normales de 15 y 20 mmHg, y presiones hiperbaricas de 25 30, 35 y 40 mmHg.
Para convertir los mmHg a cm de agua destilada, para asi obtener las alturas de

los tubos del sistema, se utilizé la ecuacion 8:
1mmHg = 1.33cm H,0 (Ecuacion 8)

Se colocaron tubos segun la altura necesaria para la presiéon ejercida y en el
extremo inferior se le colocd un fragmento de pelicula. Se adicion6 la cantidad de
agua destilada para llegar a la altura requerida, se midi6 la cantidad de agua que
pasa a través de la pelicula cada 15 min, durante 2 horas, la presién se mantuvo

al mantener el volumen constante, es decir a la altura requerida.

» Liberacion de florfenicol a diferentes presiones

Se realizd esta prueba con el mismo sistema empleado en la prueba de la
evaluacion de paso de agua a traves de la pelicula a una presion aplicada, con la
variante de que el tubo fue introducido en un vaso que contenia agua destilada y
estaba en contacto con la pelicula, tratando de simular un sistema de difusion del
farmaco a través de la pelicula (Fig. 28). Se realizd la prueba a las mismas
presiones que en la prueba anterior y se midié por el mismo tiempo. A diferencia
de la prueba anterior, los tubos para esta prueba se llenaron con una solucion de
florfenicol a una concentracion de 0.14 M. Se tomo una alicuota de 2 mL cada 15
min durante 2 horas, y posteriormente se leyd al espectro UV, a la maxima
longitud de onda del florfenicol, 225 nm.3®

7.4. Elaboracion de nanoparticulas
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Las nanoparticulas se elaboraron por el método de doble emulsidén-evaporacion.
Se utilizdé una proporcion de 90% (PLGA)-10%(etilcelulosa). La primera emulsion
w/o se formo utilizando como fase oleosa, 20 mL de diclorometano en donde se
disolvieron los polimeros; 450 mg de PLGA y 50 mg de etilcelulosa, utilizando
como tensoactivo lecitina al 0.5%. Esta disolucion se homogenizé mediante un
Ultra Turrax T18 basic. En esta misma solucion se agregé como fase acuosa; 2
mL de agua que tenia una concentracién del farmaco (dorzolamida) en un 3.6%,
esta es la maxima solubilidad del farmaco. Una vez dispersada esta primera
emulsion, se agregé a 55 mL de agua que contenia como tensoactivo Pluronic-
F68 a una concentracion al 3% y se volvié a homogenizar mediante Ultra turrax a
4000 rpm durante 5 minutos, formando asi la emulsidon w/o/w. Para evaporar la
fase oleosa, se mantuvo la emulsion en agitacion magnética a 600 rpm, a

temperatura de 35 °C, por 12 horas.

7.5. Caracterizacion de Nanoparticulas
» Tamano de particula

Para medir el tamano de particula se utilizé el equipo Zetasizer Nano ZS ZEN
3600, el cual se basa en la dispersion dinamica de luz. Se utilizé 2 mL de muestra
y se colocaron en una celda de vidrio. Se utilizé como indice de refraccién 1.46 y
una absorcién de 0.00 *°. El equipo mide a un angulo fijo de 173° con un laser rojo

a 633nm. Se midio por triplicado y cada medicion fue el promedio de 15 medidas.
> Morfologia

Para la morfologia de las nanoparticulas se realizé una microscopia electronica de
barrido (SEM). La muestra fue recubierta con una capa de carbono y se le aplicé
un voltaje de 10 kV.
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> % de encapsulacién

Para realizar esta determinacion se filtraron 5 mL de la emulsidén con un filtro de
0. 022 um, el filtrado obtenido se midi6 al espectro UV a la longitud de onda de la

40

dorzolamida, 250 nm ™, y mediante la ecuacion 9 se determiné el % de

encapsulacion (ecuacion 9).

Cantidad de farmaco en la solucion

% Encapsulacion = x 100 (Ecuacion9)

Cantidad de farmaco inicial

7.6. Estudios de liberaciéon de dorzolamida

Para los estudios de liberacion en las nanoparticulas, se utilizé un equipo en el
cual, mediante un barémetro se podia controlar la presion, ejercida por nitrégeno
gaseoso (Fig. 16), se realizd la prueba durante 24 h y se muestreo cada hora,

durante las primeras 8 h.

El estudio se realizo a diferentes presiones: 15, 20, 25, 30, 35 y 40 mmHg, la
presion se mantuvo constante durante el estudio, a excepcion de cuando se
tomaban las alicuotas, donde se cerraban las llaves del sistema, lo cual permitia
destapar el matraz y extraer las alicuotas. Las alicuotas tomadas fueron de 5 mL,
estas se filtraron y posteriormente se midieron en el espectro UV, a una longitud
de onda de 250 nm.
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Figura 16. Equipo utilizado para realizar los estudios de liberacion.

VIIl. Resultados y Discusion.

» Elaboracion de las peliculas
Para disolver los polimeros y formar las peliculas en un inicio se utiliz6 como
disolvente THF (Tetrahidrofurano), pero con este disolvente no se lograba obtener
las peliculas, resultaban en peliculas muy delgadas, de apariencia opaca, no se
podian obtener integras y se observaba una separacién entre los polimeros, como
se puede apreciar en la Figura 17. En el caso de la pelicula 5, no se logro
despegar del recipiente de teflon. A estas peliculas no se les realizé ninguna

caracterizacion.
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Figura 17. Peliculas 1-5 realizadas con tetrahidrofurano
Por lo tanto, se optd por cambiar de disolvente, a diclorometano, con este
disolvente se pudieron obtener de manera integra las peliculas, es decir
transparentes, lisas y aparentemente homogéneas.
Una vez obtenidas las peliculas integras se procedié a caracterizarlas.
Una posible causa de los defectos en las peliculas realizadas con THF, puede ser

la solubilidad del PLGA en este disolvente, ya que, aunque es soluble, presenta
una mejor solubilidad con el diclorometano, se sabe que el PLGA que contiene el
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50% o menos unidades de acido glicolico es soluble en la mayoria de disolventes
halogenados “1_ Es sabido que el disolvente usado afecta a las propiedades de la
pelicula formada, por ejemplo su porosidad, lo cual puede depender del grado de
disociacion del polimero en ese medio, asi como la volatilidad y la velocidad de
desolvatacion de la pelicula. También la interaccidn del disolvente con las cadenas
poliméricas puede afectar la cohesién polimero-polimero.*?> Otra posible causa

puede ser el fendmeno llamado “breath figures”.

La estructura de peliculas poliméricas, preparadas de soluciones poliméricas,
dependen de la composicion, el disolvente y de la humedad relativa del aire (RH).
El RH es un factor importante debido a que controla la formacién de cavidades
porosas en la superficie, el fenomeno llamado “breath figures”, el cual se basa en
la condensacion de las gotas de agua en soluciones poliméricas durante la
formacion de la pelicula. Por ejemplo, en el caso de la formacion de peliculas en
recubrimientos, durante el proceso el solvente organico volatil se evapora,
enfriando la regién a su alrededor y cercana a la superficie, favoreciendo asi la
condensacion del vapor de agua en forma de gotas en la superficie de la solucion,
y como la mayoria de los polimeros sintéticos son insolubles en agua, estos se
segregan de las gotas de agua, posteriormente las gotas de agua se evaporan,
dejando libre el volumen que ocupaban, generando asi los poros o cavidades en la
superficie. Por lo tanto, valores de humedad relativa altos, conduciran a la
formacion de cavidades, y con esto a una pelicula mas gruesa debido al
desplazamiento del polimero y viceversa valores bajos, conduciran a que no se
formen cavidades. Entre mas hidrofilicos y viscoso sea el medio, mayor sera el
contacto con las gotas de agua. ** Con esto podemos decir que seria importante
controlar este factor al realizar las peliculas, ya que como se menciond las
condiciones de humedad en el ambiente pueden afectar a la formacién de las

peliculas.

Ademas, dado que los polimeros presentan una temperatura minima de formacion

de pelicula, y que cada composicién fue distinta, son légicos los resultados
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obtenidos. Se necesita trabajar a diferentes temperaturas para poder lograr la

coalescencia total de las cadenas poliméricas. Hay que considerar que la

evaporacion y la viscosidad dependen de la temperatura, para preparaciones mas

viscosas se necesita mas energia.**

» Captacién de agua

Los resultados de esta prueba se observan en la tabla 4 y en la tabla 5 se muestra

los datos obtenidos al utilizar las ecuaciones 1y 2, es decir el % de captacion de

agua para cada pelicula. Los resultados se observan graficamente en la Figura 18.

Tabla 4. Registro del peso de las peliculas durante la prueba.

Peso (mg) | Pelicula | Pelicula 2 Pelicula 3 Pelicula 4 Pelicula 5

1
Inicial 25.4 23.3 30 20.1 18.5
24hrs 84.8 148.4 87.1 132.2 28.3
48hrs 89.8 194 .4 105.7 159.8 35.3
72hrs 98.8 275.5 116.2 181.2 33.1
96hrs 120.1 146.9 93.2 227.2 42.5
Tabla 5. % de captacion de agua de las peliculas.
%Captacion | Pelicula1 | Pelicula 2 Pelicula3 | Pelicula4 | Pelicula5
24hrs 233.8 536.9 190.3 557.7 52.9
48hrs 253.5 734.3 252.3 695 90.8
72hrs 288.9 1082.4 287.3 801.5 78.9
96hrs 372.8 530.5 210.7 1030.3 129.7
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Figura 18. Relacion de % de captacion de agua de las diferentes peliculas, con el

paso del tiempo.

Como se puede observar en el grafico 18, las peliculas 2 y 4 presentaron una
mayor captacion de agua. Se sabe que el PLGA es un polimero biodegradable,
que es amorfo y absorbe agua, pero no se disuelve en ella. La interaccion inicial
de las moléculas de agua con el polimero lleva a la hidratacion de éste, pero
después inicia el proceso de degradacion. El agua inicia la hidrélisis de los grupos
éster de la cadena polimérica, esta degradaciéon aumenta la hidrofilicidad del
polimero, debido al aumento en el numero de acidos carboxilicos, esto a su vez
aumenta la captacion de agua y conlleva a la degradacion de polimero.*® Es por
esto que la pelicula 4 que esta conformada por PLGA unicamente obtuvo una
mayor captacion de agua.

En el caso de la pelicula 2 su composicion es 80%PLGA- 20%ETC, pero su
captacion de agua puede deberse a que los polimeros no se integran
completamente, y la hidratacibn que se presenta es debida al PLGA
mayoritariamente, ya que en diferentes estudios que se han realizado de peliculas
de etilcelulosa se ha observado que, aunque la absorcion de moléculas de agua

puede conllevar a una plastificaciéon de la pelicula induciendo una disminucion en
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los puntos de contacto de las cadenas poliméricas, aumentando asi la penetracion
de las moléculas de agua, no presenta hidratacién debido a que es un material
hidrofobico.*® Esto se puede constatar con la pelicula 5 la cual presento muy baja

captacion de agua debido a que estaba constituida unicamente de etilcelulosa.

Si bien es cierto que los efectos del agua en los polimeros pueden llevar a
cambios en las propiedades fisicoquimicas de las peliculas, es importante también
que la pelicula pueda interaccionar con el agua, ya que mediante esta interaccion
se lograra la liberacion del farmaco, es por esto que la pelicula que presentd una
mejor propiedad en este sentido fue la pelicula 3, ya que tuvo una captacion de
agua constante, no hubo aumento con el tiempo, sino que tuvo una captacion de

agua inicial y se mantuvo asi durante todo el estudio.

» Determinacién del angulo de contacto
Para esta prueba se tomaron al menos 2 fotos de cada sistema (pelicula con gota)
y se midioé el angulo de cada foto, con el programa ImageJ y la herramienta de
analisis Drop Snake. Del programa se obtienen dos angulos de contacto uno

perteneciente a la izquierda y otro a la derecha, se realizé un promedio de ambos.

En la figura 19 se puede observar cémo se realizé la medicidon con el programa y

en la tabla 6 se muestran los resultados.

Tabla 6. Angulo de contacto de las diferentes peliculas

Pelicula 1 2 3 4 5
Angulo de | 70.47°+ 57.47°+ 68.37°t 55.62°+ 80.71°t
contacto 1.75° 2.88° 1.02° 1.98° 1.56°
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Figura 19. Obtencion del angulo de contacto mediante el programa Image J

Las mediciones del angulo de contacto nos dicen la relacion que existe con la
prueba de captacion de agua. Se sabe que a mayor angulo de contacto (>90°) el
liquido no impregna al sélido y si el angulo es menor (<90° y >0°) el liquido
impregna al solido. Si comparamos los resultados obtenidos en ambas pruebas,
podemos observar tanto en la Figura 18 y en la tabla 6, que existe una relacion.
Por ejemplo, en el caso de las peliculas 2 y 4, mostraron angulos de contacto
menores y a su vez tuvieron una mayor captacion de agua, esto muestra qué a
menor angulo de contacto, la pelicula se impregna de agua y con esto capta mas
agua. En el caso de las peliculas 1 y 3 mostraron un angulo de contacto similar y
su captacion de agua también fue similar. Por ultimo, la pelicula 5 tuvo un angulo
de contacto muy grande, es decir el agua no impregno a la pelicula debido a su
hidrofobicidad y cumpliendo con la relacion, su captacion de agua no fue

significativa.

Esto comprueba que el polimero mas hidrofilico es el PLGA, y que conforme varia

su composicién en las peliculas, varia la hidrofilia de las mismas.

45

——
| —



> Determinaciéon del médulo de Young (E)
El médulo de Young (E) es un parametro que indica la capacidad de deformacion
de un material cuando a éste se le aplica determinada tension. Entre menor sea,

significa mayor grado de elasticidad.

Tabla 7. Médulo de Young (E) para las diferentes
peliculas

Pelicula 2 3 4

(E) MPa 108.18 67.43 55.9

Como se puede observar en la tabla 7, la pelicula 4 presenta mayor elasticidad y
resistencia, esto es congruente debido a que esta compuesta unicamente por
PLGA, incluso al realizar la prueba a esta pelicula, no se rompi6. Pero observando
el resultado obtenido con la pelicula 3, esta tiene una resistencia parecida a la
pelicula 4, y al igual que ésta, tampoco se rompio, esto debido a su alto contenido
de PLGA. La pelicula 2 tiene una menor resistencia y al realizar la prueba se
rompié. Para las peliculas 1 y 5 no se pudo realizar la prueba ya que eran

demasiado fragiles.

Con esto podemos asegurar que la resistencia y elasticidad las da el PLGA. Las
propiedades mecanicas del PLGA dependen de la composicién de acido lactico-
glicélico que tiene el polimero, la estereoquimica, el peso molecular y su
cristalinidad. Y la etilcelulosa le proporciona rigidez a las peliculas, como ya se
menciond anteriormente, segun algunos estudios realizados, los derivados de

celulosa responden al estimulo de la presion.?*?’

Es importante en este caso que las peliculas presenten una buena elasticidad, ya

que, para su aplicacién y manejo, se necesita que sean maleables. Y debido a que
se les pretende aplicar una presion deben tener cierto grado de elasticidad.
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» Estudios de degradacién
Esta prueba se realizé a lo largo de tres meses y cada una de las peliculas mostro

diferente velocidad de degradacion.

Durante el estudio se pudo observar cambios en la tonalidad de las peliculas que
pueden ser explicadas por la composicion de la misma, ya que podemos atribuir
que las zonas claras correspondian a la etilcelulosa y las zonas oscuras al PLGA.
Y conforme transcurria el tiempo se observé una mayor degradacion de la
pelicula, ya que se incrementaba mas la tonalidad de las zonas oscuras. La
pelicula 1 (Fig. 20) fue la que presentd una degradacion lenta comparada con las
demas peliculas debido a su composicion de etilcelulosa, ya que esta no facilitd la
interaccién del agua con el PLGA. La existencia de diferentes zonas en la pelicula
arrojo la falta de homogeneidad en la misma, por lo que no se puede tomar una
muestra representativa de la pelicula

En un estudio se demostr6 que existe una separaciéon de fases debida a la
evaporacion del disolvente, esto sucede por una desestabilizacion isotérmica,
donde el solvente se enfria, aumentando la viscosidad y con esto el transporte de
masa se detiene, “congelando” la morfologia en la pelicula.*” Probablemente este
fendbmeno se presentd durante la fabricacion de las peliculas afectando la

distribucion de los polimeros.
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Figura 20. Degradacion de la pelicula 1 con el paso del tiempo, en cada imagen

esta indicada la semana (100x).

En el caso de la pelicula 2 (Fig.21), se puede ver claramente la degradacion de la
pelicula en la semana 1, el polimero empieza a hidratarse y a degradarse en
algunas partes y conforme avanzan las semanas, la pelicula ya no es

transparente, se opaca y no permite el paso de la luz del microscopio.

También se puede observar que conforme pasa el tiempo las zonas de
degradacion se hacen mayores, estas zonas claras pueden corresponder tanto a
la degradacién del PLGA, como a la presencia en ciertas zonas de la etilcelulosa ,
en el caso del PLGA es debido a que la degradacion del mismo lleva a el
rompimiento de las cadenas poliméricas, y por ende al de la estructura, afectando
asi la apariencia externa de la pelicula, por el rompimiento de la misma. En el caso
de esta pelicula se puede observar que si hay una correcta integracion de los

polimeros, ya que no se observa la presencia de zonas diferentes entre si.
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Figura 21. Degradacion de la pelicula 2 con el paso del tiempo, en cada imagen

esta indicada la semana (100x).

La degradacion de la pelicula 3 (Fig.22) se presenté de una manera similar a la de
la pelicula 2. Se observa claramente como las zonas de degradacion van
aumentando en la pelicula con el paso del tiempo, y en este caso es mas notable
que la pelicula se vuelve opaca, ya que comparando la semana 1, hasta la
semana 12, la pelicula ya no permite el paso de la luz del microscopio, y ademas
ésta empieza a desintegrarse en la semana 12, ya que se pueden observar

algunas fisuras en ella.

Esta pelicula muestra una correcta homogenizacion de los polimeros. Ya que en
esta la proporcion de etilcelulosa es menor, la degradacion es mas rapida, debido

a que mayoritariamente esta constituida por PLGA.
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Figura 22. Degradacion de la pelicula 3 con el paso tiempo, en cada imagen esta

indicada la semana (100x).

En la pelicula 4 (Fig. 23) se puede observar claramente la degradacion del PLGA,
en la primera semana se puede observar que la pelicula se hidraté y se volvio
opaca, aunque hay algunos puntos transparentes, y conforme avanzan las

semanas la pelicula se vuelve mas opaca y no permite el paso de la luz.

Figura 23. Degradacion de la pelicula 4 con el paso del tiempo, en cada imagen

esta indicada la semana (100x).
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Como se puede observar la pelicula 5 (Fig.24), conserva su transparencia, no hay
cambio de color durante el tiempo del estudio. Debido a que su composicion de

etilcelulosa, la cual no es biodegradable.

Figura 24. Degradacion de la pelicula 5 con el paso del tiempo, en cada imagen

esta indicada la semana (100x).

El PLGA se degrada por la hidrélisis de los grupos éster, a través de una erosion
heterogénea en ambientes acuosos. La degradacion del PLGA se puede resumir
en cuatro pasos: (1) hidratacién: el agua penetra en la regién amorfa y rompe los
puentes de hidrégeno y las fuerzas de van der Waals, causando asi una
disminucién en la temperatura de transicion vitrea; (2) degradacion inicial: ruptura
de los enlaces covalentes y disminuciéon del peso molecular; (3) degradacién
constante: los grupos carboxilicos autocatalizan el proceso de degradacién y se
empieza a perder masa, debido a la ruptura de los enlaces covalentes del
esqueleto del polimero, resultando en una pérdida de integridad; (4) solubilizacion:
los fragmentos del polimero son rotos en moléculas que son solubles en agua.
Después de la degradacién los productos que resultan de esta son el acido lactico,
y el acido glicdlico.

La velocidad de degradacion depende de diferentes parametros como: (1) el peso
molecular: se ha reportado que al aumentar el peso molecular del PLGA, la
velocidad de degradacion disminuye; (2) la proporcion de acido lactico y de acido
glicolico: a mayor contenido de acido lactico el polimero es menos hidrofilico, por

lo que absorbe menos agua y subsecuentemente se degrada mas lentamente, el

51

——
| —



polimero que presenta una degradacion mas rapida es el que presenta proporcion
50:50; (3) estereoquimica: la mezcla de mondmeros de acido lactico D y L, es
comun, las regiones amorfas D y L, llevan a una degradacion acelerada del
PLGA.*®

» Evaluacién de paso de agua a través de la pelicula ante una presion
aplicada

La prueba no se pudo realizar como se plante6 en la metodologia, ya que no se
presentaba ningun flujo de agua si la pelicula no estaba en contacto con agua por
ambos lados, asi que se midié indirectamente en la prueba de liberacién. Se midié
el flujo mediante la cantidad de agua agregada al tubo durante cada tiempo de
medicién, y son los resultados que se muestran en las siguientes graficas. La
prueba no se pudo realizar en la pelicula 1 debido a su falta de uniformidad, ya
que se rompia al colocarla en el tubo, y en la pelicula 5 tampoco se pudo realizar

debido a que era muy rigida y se rompia.

En la figura 25 se puede observar que la pelicula 2 no presenta un flujo a
presiones de 15 y 30 mmHg, sin embargo a presiones de 25 y 40 mmHg se puede
observar que el flujo aumenta con el tiempo, es de esperar que el flujo aumente
conforme aumenta la presién, pero en este caso podria variar debido a las
propiedades de la pelicula, como por ejemplo su elasticidad, al realizar la prueba
de mdédulo de Young la pelicula se rompid, y en este caso al realizar la prueba a
35 mmHg la pelicula se rompi6 a los 75 min. Aunque es importante destacar que

la pelicula si responde al estimulo de la presion.

Es importante aclarar también que en cada presion se utilizaron muestras
diferentes de pelicula, asi que, a pesar de lo observado al microscopio, puede que
los polimeros en la pelicula no se encontraran homogéneamente distribuidos, lo

que causaria las variaciones observadas en la prueba.
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Figura 25. Flujo de la pelicula 2

En la figura 26 se observa el flujo de la pelicula 3, a presiones de 15, 20, 25y 35
mmHg no hay un flujo de agua significativo, pero a presion de 30 mmHg se
obtiene un flujo elevado, que posteriormente se mantiene, hasta que se rompe la
pelicula en los 60 minutos, esto se debe a la elasticidad de la pelicula, que
inicialmente permite el flujo de agua, pero posteriormente se va deformando lo que
disminuye el flujo de agua, hasta que se rompe. En el caso de la presion de 40
mmHg el flujo fue aumentando, pero también se observé una deformacion de esta

a partir de los 60 minutos.

Pero al igual que la pelicula 2, la pelicula 3 responde al estimulo de la presion.
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Figura 26. Flujo de la pelicula 3

El comportamiento de la pelicula 4, el cual se observa en la figura 27, fue diferente
a las otras peliculas ya que esta mostré un flujo inicial elevado a una presion baja
(15 mmHg), pero conforme pasaba el tiempo el flujo disminuye, se observando un
comportamiento similar a una presion de 30 mmHg, esto se puede justificar
mediante la composicion de la pelicula, la cual esta constituida completamente por
PLGA, y como observamos en las pruebas anteriores fue la que presentd un
menor modulo de Young, es decir mayor elasticidad, por lo que conforme se fue
desarrollando la prueba la pelicula se fue deformando y esto disminuy6 el flujo de
agua que pasaba a través de ella. EI comportamiento de esta pelicula fue mas

erratico, por lo que no podria decirse que realmente este respondiendo al estimulo

de la presion.
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Figura 27. Flujo de la pelicula 4

Para un sistema de liberacién sensible a la presion es necesario que haya un flujo
de agua, debido a qué si se quiere utilizar el sistema para una patologia como el
glaucoma, la pelicula debe responder al aumento de la presién hidrostatica debida
al humor acuoso, por lo que la pelicula que presentd mejor caracteristica en este

aspecto es la pelicula 3.

» Liberacion de florfenicol a diferentes presiones
Se realizé la prueba de liberacion con un farmaco similar en estructura,
composicion y peso molecular al farmaco para tratamiento de glaucoma
(dorzolamida), la prueba se realizé como se describe en la metodologia y como se

muestra en la figura 28.
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Figura 28. Sistema utilizado para la prueba de liberacion de florfenicol

La pelicula al estar en contacto con el agua mostraba un transporte de agua
ademas de un transporte del farmaco. Por lo que el volumen de los tubos va
disminuyendo y por ende la presion, para mantener una concentracion constante
dentro del tubo, conforme disminuia el volumen en el tubo, se mantenia la presion
agregando mas solucién del farmaco en su concentracion inicial. El experimento

se mantuvo en constante agitacién a temperatura ambiente.

En la figura 29 se puede observar que la pelicula 2 a presiones de 15 mmHg y 35
mmHg liber6é alrededor del 15-20% del farmaco a lo largo del estudio, mientras
que a una presién de 40 mmHg se logré una liberacion entre el 40-45% del
farmaco en los primeros 45 minutos y posteriormente de esto la pelicula se
rompio. A pesar de que esta respondiendo al estimulo de la presion, solo lo hace a
una presion muy alta, lo cual no seria adecuado para el modelo que trata de

desarrollarse.
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Figura 29. Liberacién de la pelicula 2 a diferentes presiones

La liberacion de la pelicula 3 se muestra en la figura 30, se puede observar en la
grafica a presiones de 15, 20 y 25 mmHg la liberacién es casi nula. Mientras que a
una presion de 30 mmHg se inicia con un porcentaje de liberacion de 35% y a los
45 minutos se logra una liberacion de alrededor de 85%. A presién de 40 mmHg
se observa una liberacion gradual conforme avanza el tiempo y se llega a una

liberacion del 60% del farmaco.

Esta pelicula se apega mas al modelo deseado, ya que a excepcion de la presion
de 35 mmHg, donde se rompid la pelicula, la liberacion va aumentando conforme
aumenta la presion, y se alcanzan porcentajes de liberacion altos en tiempos
cortos, y si el modelo es utilizado para el glaucoma, es necesario que la liberacién

del farmaco se presente de manera rapida en cuanto aumenta la presion

intraocular.
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Figura 30. Liberacién de la pelicula 3 a diferentes presiones

La liberacion de la pelicula 4 se muestra en la figura 31, de acuerdo a lo
observado en la prueba de evaluaciéon del paso de agua a través de la pelicula,
esta pelicula no controla la liberacién conforme aumenta la presién, sino mas bien
desde presiones bajas como 15 mmHg el sistema alcanza el 100% de liberacién
del farmaco a los 90 minutos, y sin embargo a una presién de 25 mmHg la
liberacion es practicamente nula. Por lo que la liberacién de esta pelicula no se

ajusta al modelo requerido.

En esta pelicula se observo la deformacion de la misma conforme aumentaba la
presién, como ya se menciond en la prueba anterior. En la figura 32 se puede
observar la ruptura de la pelicula a una presién de 35 mmHg, en la imagen se
puede notar claramente que debido a la elasticidad de la pelicula ésta se deforma

hasta romperse.
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Figura 31. Liberacién de la pelicula 4 a diferentes presiones

Figura 32. Ruptura de la pelicula 4 a una presion de 35mmHg




Finalmente, para tener una comprension mas completa sobre las peliculas y su

respuesta a la presion se realizaron graficas de las diferentes peliculas a una sola

presion.

Mediante la comparacion de las diferentes peliculas, se logré obtener la pelicula

que se apegaba mas al modelo requerido.
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Figura 33. Las diferentes peliculas a presion de 15mmHg

A una presién de 15 mmHg, se necesita que la liberacion del farmaco sea
practicamente nula, ya que es la presion normal del ojo, como se puede observar
en la figura 33, la pelicula 3 es la unica que no libera a esta presion, la pelicula 2
llega a una liberacion entre el 15 al 20%, y la pelicula 4 llega al 100% de la

liberacion del farmaco.
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Figura 34. Las diferentes peliculas a una presion de 20mmHg

Como podemos observar en la figura 34, el porcentaje de liberacion del farmaco
es afectado por la presion de 20 mmHG, encontrandose que las peliculas 2 y 4
presentaron el 15 y 95% de farmaco liberado respectivamente. A una presion de
20 mmHg se empieza a considerar una presion hiperbarica para el ojo, aunque

esto depende de las diferencias entre individuos.

Por lo que la pelicula 3 responde al estimulo de la presion siguiendo el
comportamiento deseado, es decir, al aumentar la presion incrementa la liberacion

del farmaco (aunque no de manera proporcional).
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Figura 35. Las diferentes peliculas a una presion de 30mmHg

Por ultimo, la figura 35 muestra que la pelicula 3 alcanza el 100% de liberacién a
una presion de 30 mmHg en 60 minutos, mientras que la pelicula 2 no libera al
farmaco y la pelicula 4 libera alrededor de un 90-95% del farmaco, pero le toma

mas tiempo.

Tomando en cuenta todas las pruebas realizadas, la pelicula que es mas apta
para un sistema de liberacion controlada sensible a la presion es la pelicula 3, por
lo que se procedera a realizar el nanosistema con la proporcién de polimeros

correspondiente a esta pelicula.

» Elaboracion de las nanoparticulas.
El método de doble emulsion W/O/W, es el método mas utilizado para encapsular
farmaco solubles en agua, como péptidos, proteinas, vacunas, entre otros (34),
Debido a que la dorzolamida es soluble en agua, se utiliz6 este método para

realizar las nanoparticulas.
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Para realizar las nanoparticulas se utilizd como proporcidn de polimeros
90%PLGA-10%ETC, segun los resultados obtenidos en las peliculas. Si se
observa la figura 36, se observa la emulsién, en donde se puede apreciar las 3
fases que la constituyen, por lo que se pudo obtener exitosamente la emulsion.
Macroscépicamente se observd que la emulsion presentaba una consistencia
cremosa Yy no existié una separacion de fases. Ademas se lograba posteriormente
la correcta evaporacion del disolvente, dando como resultado una dispersion
coloidal. Para las condiciones y proporciones de tensoactivo a utilizar se consulté

la bibliografia.>®

Figura 36. La emulsion al microscopio (100x)

» Tamano de particula
Se ha reportado que el tamano de particula deseable para nanosuspensiones
administradas ocularmente esta entre 200 y 600 nm.*' En la figura 37, se puede

observar la distribucion obtenida, los datos estadisticos nos dicen que el 90% de
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las nanoparticulas se encuentran con un tamano igual o0 menor de 295.3 nm, por

lo que son aptas para la administracién ocular

Se ha demostrado que la biodisponibilidad de las nanoparticulas depende de
propiedades como el tamafio de particula y sus caracteristicas de la superficie. En
un estudio realizado las nanoparticulas de menor tamafio (20 nm) fueron
rapidamente eliminadas de los tejido perioculares, mientras que particulas con un
tamano entre 200-2000 nm fueron retenidas en el sitio de administracion por al
menos dos meses 2, por lo que se puede decir que el tamafio de particula es un
factor importante, para que no sean eliminadas de la cavidad ocular, y puedan

utilizarse como un sistema de liberacién modificado.
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Figura 37. Grafica tamano de particula Dgo= 295.3 nm Dso= 200.1 nm

» Morfologia
En la figura 38 se observan los resultados obtenidos de la microscopia, las

nanoparticulas muestran una estructura esférica, sélida y densa.
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En la Imagen se puede observar también la polidispersién de la nanosuspension,
debido a esta polidispersion y a los primeros resultados obtenidos en la prueba de
tamano de particula, se modificaron algunos parametros al realizar la emulsion,
como el tiempo y la velocidad de agitacion, con estas pruebas se llegé al tiempo
optimo, el cual se encuentra en la metodologia. Sin embargo, siguen existiendo
algunas discrepancias en el tamafo de particula, por lo que seria recomendable
filtrar, para mantener una poblacién homogénea, o bien modificar otros parametros

en la realizaciéon de la emulsion.

Figura 38. SEM de las nanoparticulas. (1) Ax1800, (2) Ax6000

» % de Encapsulacion
El % de encapsulamiento es un parametro muy importante para la velocidad y
duracion de la liberacidon del farmaco. Las nanoparticulas que tienen un mayor
contenido de farmaco, muestran una mayor liberacién inicial, que aquellas que
tienen un menor contenido de farmaco. El % de encapsulacion se ve afectado por
diferentes factores: la proporcion del PLGA que se utiliza, el disolvente, la posible
interaccion entre el PLGA y el farmaco, la miscibilidad del farmaco en el PLGA, la

solubilidad y estabilidad del farmaco y el proceso de manufactura.®®
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En promedio el porcentaje de encapsulacion fue de 86.94 + 5.22%, valor superior
al reportado en otros estudios (59.8 + 6.1%)> Por lo que tanto el método de
elaboracién de las nanoparticulas y la formulacién es viable para encapsular altas
cantidades de farmaco. En este caso el farmaco se encontraba en una
concentracion de 3.6%, es decir casi el doble de la dosis recomendada (2%), esto
se hizo con el fin de encapsular la mayor cantidad de farmaco posible, ya que por
los resultados reportados en otros estudios se preveia que el % de encapsulacion
iba a ser bajo, pero con los resultados obtenidos se puede disminuir la dosis a la

recomendada.

Tabla 8. % de encapsulacion del farmaco

Suspension de nanoparticulas % de encapsulaciéon
1 91.62 %
2 87.90%
3 81.30%
Promedio 86.94 +5.22%

» Estudios de liberacion de dorzolamida
El aumento de presion que se presenta en el glaucoma es debido a la presion
hidrostatica ejercida por el humor acuoso y de acuerdo al principio de Pascal,
explicado anteriormente, la presion ejercida en la superficie del fluido, siempre y
cuando no haya movimiento, sera la misma en todo el fluido. Por lo que el sistema

utilizado era adecuado para simular las condiciones de presion.

En la figura 39, se puede observar el % liberado de farmaco de las nanoparticulas

a diferentes presiones.
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Figura 39. Liberacién de las nanoparticulas a diferentes presiones.

Podemos observar primeramente que el sistema responde al estimulo de la
presiéon, hay un aumento en la liberacién conforme incrementa la presion, con
excepcion de la presién de 35 mmHg.

Revisando los resultados obtenidos en las peliculas y en especifico los de la
pelicula 3, la cual sirvié de base para realizar las nanoparticulas, se observo que a
una presion de 35 mmHg no se presentaba liberacion del farmaco, sino que se
rompia a los 75 minutos después de iniciar la prueba. En el caso de las
nanoparticulas se observa que hay liberaciéon de un 55% del farmaco, pero no es
proporcional con lo esperado para esta presion, esto puede deberse a un cambio
en las propiedades mecanicas de la pelicula, pero debido a que no se han

desarrollado estudios similares, no se puede corroborar.

Las nanoparticulas respondieron al estimulo de la presién, incluso con mejores

resultados que los obtenidos en las peliculas, su respuesta fue proporcional al
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aumento de la presion, puede deberse el area de contacto era mayor y con esto

las nanoparticulas fueron mas sensibles a la presion que las peliculas.

IX. Conclusiones

X/
L X4

X/
L X4

Se logr6 obtener un macrosistema a base de peliculas poliméricas
sensibles a la presion, utilizando como polimeros Etilcelulosa y PLGA, de
las cuales, la pelicula que presento las mejores caracteristicas fue la que

tenia una composicién de 90%PLGA-10%Etilcelulosa.

A partir del macrosistema, se logré disefiar un nanosistema a base de
nanoparticulas sensibles a la presidon que contenian encapsulada a la

dorzolamida.

Las nanoparticulas presentaron las caracteristicas adecuadas: tamano de
particula (295.3 nm), morfologia esférica, % de encapsulacién (86.94 +
5.22%) y aumento de la liberacién del farmaco conforme incrementaba la
presion, dando la posibilidad de utilizarse para un tratamiento alternativo en
una patologia donde se presente un aumento en la presién intraocular

como es el glaucoma.

X. Perspectivas

Ambos sistemas pueden servir como base para un futuro tratamiento para una

patologia como el glaucoma. Aun se tienen que hacer modificaciones en la

formulacion para que la liberacion del farmaco sea mas acorde a las presiones

que presenta el ojo. Ademas de probar su eficacia y seguridad en un modelo in

vivo, y de esta manera poder obtener un nuevo sistema de liberacibn mas

eficiente y menos doloroso, que él tratamiento actual, el cual en algunos casos es

cirugia.
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