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1.- Resumen

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad crénica-degenerativa que
se debe a un problema autoinmune que causa una insuficiente produccién
del componente acuoso de las lagrimas, debido a un ataque linfocitario
sobre las glandulas lacrimales, generando una disminucién en la
lubricacion del ojo, y como consecuencia se presenta disminucidn visual
e inestabilidad de la capa lacrimal. El tratamiento consiste en utilizar
farmacos inmunosupresores, uno de ellos es sirolimus (rapamicina), el
cual inhibe la activacién de mTOR evitando la produccién y ataque de
linfocitos T sobre las glandulas lacrimales, sin embargo, el farmaco podria
ser irritante debido a su baja solubilidad que le hace requerir disolventes
organicos para su administracion, ademas presenta baja permeabilidad
ocular y es fotosensible. En el mercado existen formulaciones con
sirolimus, destinadas al tratamiento en trasplantes y también para
padecimientos tumorales, sin embargo, para el tratamiento mencionado
actualmente no hay medicamentos en México. Una alternativa es emplear
liposomas, ya que éstos han demostrado su capacidad de encapsular
moléculas hidrofilicas e hidrofébicas, la posibilidad de incrementar el
tiempo de permanencia, la capacidad de vectorizacién y el aumento de la
penetracion intracelular si se producen en un tamafo menor a 200 nm.
Debido a su naturaleza pueden presentar la capacidad de proteger al
farmaco y permitir una liberacion sostenida del mismo. Uno de los
métodos para la obtencién de liposomas es mediante calentamiento, sin
embargo, la fabricacion involucra diferentes etapas por lo que es preciso
controlar las variables de proceso y determinar que parametros afectan
de manera significativa las variables de respuesta como son: tamafo de
particula y potencial Z. Para poder realizar una formulacién con

propiedades adecuadas, se puede recurrir al diseno de experimentos



como el Disefio Experimental Taguchi (DOET), el cual permite determinar
los factores de mayor impacto en el proceso para un resultado éptimo
utilizando un reducido numero de experimentos. En la literatura podemos
encontrar informacidon relevante sobre la elaboracion de formas
farmacéuticas como microesferas, aerosoles, nanoparticulas, nanofibras,

hidrogeles y en particular liposomas basadas en este tipo de disefio.

Por lo tanto, en este trabajo se realizé la optimizacion de la formulacién
y el proceso de elaboracidn de liposomas de sirolimus utilizando un disefo
experimental Taguchi, evaluando sus propiedades fisicoquimicas a través

de diferentes técnicas.



2.- Antecedentes
2.1 Medicamentos

Los medicamentos son sistemas de administracion de farmacos los cuales
tienen como objetivo llegar al sitio de accién de una forma segura, eficaz,
reproducible y conveniente, rara vez se encuentran el farmaco puro como
forma de administracion, ya que habitualmente son acompafiados de

otros excipientes para construir las formas farmacéuticas. [1]

Los medicamentos se clasifican por su via de administracién en:

e Formas Liquidas Orales e Formas de Administracion
e Formas Sdlidas Orales sobre la Piel y las Mucosas
e Inyectables o Oftdlmicos

e Rectal y Vaginal e Entre otros

e Aerosoles Farmacéuticos

La mejor via de administracion y forma farmacéutica para un farmaco
dependera del sitio de accion y de las propiedades fisicoquimicas del

mismo. Algunas de estas propiedades son:

e Tamanfo de la particula. e hidrofilicidad o]
e pKa hidrofobicidad
e Forma cristalina: e Estabilidad quimica:
Polimorfismo, Solido fotosensibilidad, capacidad
amorfo o cristalinos de oxidarse o de
hidrolizarse

Es por ello que en la actualidad existen gran variedad de medicamentos,
que van desde aquellos de liberacién convencional, en donde el principio

activo a partir de la forma de administracion se libera generalmente de



una manera brusca y rapida, y los sistemas de liberacidon controlada que
tiene por objeto la eficiencia terapéutica y la seguridad, disminuyendo la
dosis y el numero de administraciones. Asi mismo mediante estos
sistemas es posible transportar y liberar proteinas, asi como dirigir los

farmacos a lugares especificos reduciendo su toxicidad.[1-3]
2.1.1 Medicamentos de Liberacion Convencional.

Son aquellos medicamentos que en general su objetivo es alcanzar
rapidamente y mantener una concentracién del farmaco en el lugar o
lugares de accion durante toda la duracién del tratamiento, ademas de
ser eficaces y seguros (mantenerse dentro de la ventana terapéutica). La
interaccidn entre el farmaco, su formulacidon y su via de administracion
determina qué cantidad de farmaco llega a la circulacion sistémica y a qué
velocidad. Salvo en la via intravenosa, en la cual el farmaco se introduce

de manera directa a torrente sanguineo. [1, 3]

Para lograr proporcionar una liberaciéon rapida y ademas mantener la
concentracion de farmaco dentro del intervalo terapéutico es necesario
administrar varias veces al dia, lo que puede traer riesgos de toxicidad.
[1, 3]. Asi también puede ocasionar fluctuaciones en las concentraciones
del farmaco en el plasma (Imagen 1), pueden hacer que las cifras de
Cmax y Cmin aumentan o disminuyen por encima o por debajo de la
ventana terapéutica haciendo que el paciente este sobremedicado o

submedicado.
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Imagen 1. Administracion de dosis de igual tamafio de un fadrmaco dado. Curva
A, intervalo de dosificacién de 3 horas. Curva B, intervalo de dosificacién de 6

horas. Curva C, tiempo de dosificacién 12 horas
[Michael E. Aulton, K.M.G.T., Aulton's Pharmaceutics The design and manufacture of medicines, . 4th
Edition 2013, pag. 283 fig.19.7]

2.1.2 Sistemas de Liberacion Modificada

Durante muchos afos se han dedicado grandes esfuerzos al disefio de
sistemas que eliminen o reduzcan las oscilaciones (imagen 2) de las
concentraciones plasmaticas observadas con los sistemas de liberacidn

convencional y con los regimenes posoldgicos habituales.

Forma
famaceutica
de accion
repetida

Forma farmaceutica de LM

concentracion plasmatica del farmaca

2 4 6 B 10 12
Tiempo desde la administracion oraldeuna
forma farmaceutica

Imagen 2. Comparacion de sistema de liberacion modificada y convencional
[Chien, Y.W., Novel Drug Delivery Systems, J. Swaebrick, Editor. 1992, Taylor & Francis Group: University of
nort Calorina. Pag 248 fig 12]

En la actualidad existe gran variedad de productos de liberacion
sostenida. Todos estos sistemas de administracion intentan evitar las

oscilaciones de las concentraciones plasmaticas observadas con los



sistemas de liberacidon convencionales. Para poder describir los diferentes

sistemas se pueden clasificar en:[2]

1. Velocidad de liberacion preprogramada: En donde la liberacién se
controla por difusion molecular del farmaco a través de una barrera. Se

describe mediante la seqgunda Ley de difusion de Fick. Existen tres tipos:

a) Permeacion a través de una membrana polimérica (Imagen 3): El
farmaco se encapsula con una membrana de permeabilidad especifica
para formar un reservorio el cual puede ser sdélido, una suspension o una

solucion.
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Imagen 3. Modelo de permeacion a través de una membrana polimérica

[Chien, Y.W., Novel Drug Delivery Systems, ]J. Swaebrick, Editor. 1992, Taylor & Francis Group: University of
nort Calorina. Pag 156 fig. 18]

b) Difusidn a través de una matriz polimérica: El contenedor es preparado
como una dispersiéon del farmaco en el polimero (hidrofilico o lipofilico),
esta dispersion puede lograrse mediante diferentes técnicas como la de

difusién del disolvente o por fusion del polimero (Imagen 4).
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Imagen 4. Modelo de difusidn a través de matriz polimérica
[Chien, Y.W., Novel Drug Delivery Systems, . Swaebrick, Editor. 1992, Taylor & Francis Group: University of

nort Calorina. Pag 156 fig 18]



c) Microreservorio: Implica la microdispersion de una suspension acuosa
del fadrmaco con un polimero mediante un proceso mecanico de dispersidn

(homogenizacién).

2. Liberacion modulada por activacion: La liberacidén del farmaco desde
un reservorio o matriz puede ser facilitada por el suministro de energia

mediante diferentes medios.

Dependiendo del tipo de energia usada, estos sistemas se clasifican como

fisicos, quimicos o bioquimicos.

2.1.2a Mecanismos fisicos

Presidon osmaética: como se observa en la imagen 5 la liberacidn se rige
mediante un gradiente de presién osmoética entre el reservorio del
farmaco y el medio que lo cubre. Depende de la permeabilidad al agua y
del area superficial efectiva de la membrana semipermeable utilizada. La
diferencia de presién provoca la reduccion de volumen en el reservorio

liberando el farmaco de manera controlada.

Membrana
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|
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Imagen 5. Ejemplo de presién osmética

[Chien, Y.W., Novel Drug Delivery Systems, J. Swaebrick, Editor. 1992, Taylor & Francis Group: University of
nort Calorina. Pag 21 fig 18]

¢ Presion hidrodinamica (Imagen 6): Estad constituido por un contenedor

en el que se encuentra el reservorio de farmaco, entre estos



compartimientos se encuentra una capa absorbente de un polimero
hidrofilico, la cual genera una diferencial de presiéon hidrodinamica que
reduce el volumen del reservorio forzando al farmaco a salir por un orificio

de manera controlada.

Orificio de salida

Membrana contral
de velocidad
Suspension
o solucion
del farmaco

Cépsula dura

R L - T ——

Capa de emplije f

Antes de la ingestidn

Imagen 6. Ejemplo de presidn hidrodinamica

[Sistemas osmoticos de administracion oral, Osmotically controlled oral drug delivery systems, Yolima
Baena, et al, Rev. colomb. cienc. quim. farm. vol.35 no.2 Bogota July/Dec. 2006 figure 5]

Activacién mecanica: El reservorio de farmaco es contenido en un equipo
con un sistema mecanico de bombeo que libera el farmaco en una cavidad
especifica como la nariz, el volumen liberado es dependiente de la fuerza

aplicada y la duracién de la activacion.

e Activacion magnética: El reservorio es una dispersion del farmaco en
una matriz polimérica. La liberacidon es lenta por la incorporacién de un
mecanismo electromagnético (anillos magnéticos) que es activado por

vibracion.

e Sonoforesis: Utiliza energia ultrasénica para abrir los poros de una
membrana que contiene el reservorio del farmaco para que este pueda

ser liberado.

e Ionotoforesis: utiliza corriente eléctrica para activar y modular la
difusién pasiva del farmaco a través de una membrana biolégica como la

piel facilitando su permeacion.



e Hidratacién: El reservorio es homogéneamente dispersado en una

matriz de un polimero hidrofilico que se hincha por hidratacion.
2.1.2b Mecanismos Quimicos

e Activacién por pH: Como se observa en la imagen 7 este sistema
permite dirigir la liberacion en una regién con un intervalo de pH
especifico. El reservorio es una dispersion del farmaco con un polimero
sensible a cambios de pH que se encapsula con una membrana polimérica
como de etilcelulosa. El farmaco es liberado por difusién y controlado por

la solubilidad de la membrana y la permeabilidad.
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Imagen 7. Ejemplo de activacion por pH

[pH-sensitive hydrogels as an improved alternative treatment for inflammatory bowel diseases, Lissette
Aguero Luztond, et al, Rev Cubana Invest Bioméd vol.35 no.3 Ciudad de la Habana jul.-set. 2016, figure 2]

Activacion idnica: Es utilizada para farmacos idnicos. Se forma un
complejo entre el farmaco y una resina de intercambio idnico con un
contraién adecuado, este complejo se recubre con un polimero como el
polietilenglicol 400 y se encapsula con una membrana de etilcelulosa
(permeable al agua) que regula la liberacion por difusidon del farmaco en
un medio electrolitico con el que intercambia iones hidrdlisis: El reservorio
del farmaco es dispersado homogéneamente con un polimero en sistemas
particulados. La liberacién del farmaco es regulada por la hidrdlisis que es

capaz de degradar el polimero del que se constituyen las particulas.
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2.1.2c Mecanismos Bioquimicos

e Activacién enzimatica: El farmaco se dispersa junto con un polimero
biodegradable. La liberacion es activada por la hidrélisis enzimatica del

polimero mediante una enzima especifica en un cierto tejido.

3. Regulacion por retroalimentacidon: La regulacion se realiza por la
concentracion de una sustancia quimica presente en el organismo, la cual
es detectada por un receptor que se encuentra dentro del sistema de

liberacidn. Existen varios tipos

a) Bioerosion. El farmaco es dispersado en una matriz polimérica que es
recubierta por una enzima especifica como la ureasa, la cual al
encontrarse con su sustrato urea, la degrada generando amonio que
incrementa el pH del medio e induce la degradacién del polimero para

liberar el farmaco.

b) Biorespuesta: El farmaco es contenido en una membrana polimérica
sensible a la penetrabilidad de un agente quimico que se encuentra

presente en el tejido.

c) Autorregulacion: Depende del mecanismo de unidn reversible y
competitiva. El reservorio es encapsulado con una membrana polimérica
semipermeable, la liberacidn es regulada por la penetracién de un agente

quimico que estimula la salida del farmaco.

4. Liberacion dirigida: El desarrollo de un sistema de liberaciéon dirigido a
un sitio especifico busca reducir la toxicidad de ciertos farmacos
inespecificos. El disefio de estos dispositivos implica la incorporacién de

un elemento de reconocimiento como un anticuerpo, para que se una
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selectivamente a una célula o tejido blanco de tal manera que el farmaco
contenido en el sistema donador pueda ser depositado en ese lugar y
ejerza su efecto. Algunos sistemas también incluyen un agente
solubilizante que facilite la disponibilidad del farmaco.

2.2 Liposomas

Los liposomas (Imagen 8) son vesiculas (esferas huecas) microscépicas
que consisten en bicapas lipidicas (generalmente fosfolipidos) rodeando
un medio acuoso; similares a las membranas celulares en donde ademas

de fosfolipidos se encuentran proteinas y carbohidratos.[4]

Este sistema se encuentra dentro de los que mas contribuyen a diferentes
areas tales como el suministro de farmacos, los cosméticos, la estructura
y funcion de las membranas bioldgicas. Esto se debe a varias
caracteristicas ventajosas de los liposomas, tales como la capacidad de
incorporar no sélo agentes solubles en agua, sino también solubles en
lipidos, orientacion especifica al sitio requerido en el cuerpo y versatilidad

en términos de fluidez, tamafio, carga y numero de laminas.
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Imagen 8. Liposomas de diferente laminaridad.

[Liposome and Their Applications in Cancer Therapy ,Himanshu Pandey, et al, Braz. arch. biol.
technol. vol.59 Curitiba 2016 Epub Mar 08, 2016 figure 1]
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2.2.1 Caracteristicas y Clasificacion

En la formacién de liposomas, las moléculas lipidicas disueltas, formadas
por una cabeza hidréfila y una cola hidréfoba, se autoensamblan al
disminuir su solubilidad en el medio. Las moléculas ampifilicas ordinarias
tienen una concentraciéon micelar critica (CMC) de alrededor de 10-2-10-4
M, la CMC de los lipidos formadores de bicapa es de cuatro a cinco érdenes
de magnitud menor (Imagen 9), lo que significa que la solubilidad en agua
de estos materiales es extremadamente baja. Los grupos que se
encuentran en la cabeza del lipido estan expuestos a la fase acuosa y los

restos hidrocarbonados son forzados a enfrentarse entre si en la bicapa.

[5]
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Imagen 9. Diagrama de formacién de micelas.

[Liposome Technology :Liposome Preparation and Related Techniques, in Liposome Technology, G.
Gredoriadis, Editor. 2007, Informa Helathcare USA: London, pag 6 fig 2]

Las vesiculas de acidos grasos son termodindmicamente estables por
encima de la temperatura de fusidon de las mezclas de cadenas de acidos
grasos sélo dentro de un estrecho rango de pH. Si el pH es demasiado
alto, se produce la transformacion de vesiculas en micelas. Si el pH es
demasiado bajo, se forman gotas de aceite. Existen regiones de pH de
coexistencia de vesiculas (bicapas) y micelas, asi como vesiculas

(bicapas) y gotas de aceite (Imagen 10).[6]
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Imagen 10. Formacién de micelas, sistemas laminales y separacién de faces

con el cambio de pH.

[Liposome Technology :Liposome Preparation and Related Techniques, in Liposome Technology, G.
Gredoriadis, Editor. 2007, Informa Helathcare USA: London, pag 8 fig 3]

La presencia del nUmero de carbonos contenidos en un acido graso puede
ser 0 no despreciable. Esto es, especialmente, en el caso de si la cadena
de hidrocarburos es relativamente corta la solubilidad es mas grande que
los acidos grasos con altas cantidades de carbonos y como consecuencias
directas afectan en las estrategias de preparacién de los liposomas (tales
como concentracién micelar critica) y como para la estabilidad. Debido a
gue por debajo de una concentracion critica, no se observa formaciéon de
bicapa.[6, 7]

Dependiendo del tipo de liposoma que se pretenda generar, los
fosfolipidos mas comuinmente utilizados son los fosfolipidos (imagen 11),
en particular la fosfatidilcolina de carga neutra y el acido fosfatidico
cargado negativamente, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, y
fosfatidiletanolamina, cada uno de los cuales tiene una cabeza polar
distinta y puede tener una combinacién diferente de cadenas de acidos
grasos en la region hidrofdbica de la molécula. La estearilamina puede

emplearse cuando se necesitan liposomas catiénicos. [7]
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Imagen 11. Estructura de diferentes tipos de fosfolipidos.

Los liposomas, desde wuna perspectiva morfolégica, son mas
frecuentemente clasificados por su tamafo y nimero de bicapas lipidicas

(imagen 12).

En el caso de ser una sola bicapa la que separa el interior del disolvente
externo, segun, las estructuras se clasifican en funcién de su tamano
como vesiculas unilaminares pequefias (SUV) cuyo tamafio puede ser
desde 40 hasta 100 nm, grandes (LUV) cuyo tamafo puede ser hasta de
500 nm o gigantes (GUV) con un tamafio mayor a 1um. También se ha
encontrado que varias estructuras unilamelares estan formando parte de
una bicapa laminar mayor, a este tipo se denomina multivesicular (MVV)
con tamafio mayor a 1 um. Los liposomas con varias bicapas que atrapan
en su interior parte del disolvente se les llama multilaminares (MLV) y su
tamano sera mayor a 500 nm. Las vesiculas multilamelares cuyo tamano
esta en el intervalo de 100 nm hasta 1 pum se denominan oligolaminares
(OLV). [6, 8]
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Imagen 12. Clasificacién de liposomas.

[Jesorka, A. and O. Orwar, Liposomes: Technologies and Analytical Applications. Annual Review of Analytical
Chemistry, 2008. 1(1): p. 804, fig. 2]

2.2.2 Preparacion de liposomas.

En la actualidad los liposomas se pueden formar a partir de varios estados
iniciales, incluyendo soluciones de mondmero, micelas, y bicapas
laminares. Existen diferentes métodos para la preparacion de liposomas
de diferente tamafno y laminaridad (imagen 13). Uno de los métodos mas
simples (y mas populares) es la hidratacidon de fosfolipido (y / o jabdn)
donde las moléculas se ponen en contacto con una solucién buffer
adecuada y dispersar la bicapa laminar formada mecanicamente (en una
escala de laboratorio, por lo general sélo agitacion) y una temperatura
superior a la temperatura de transicién de fusion en cadena de las mezclas
de fosfolipidos o jabones hidratados [6, 8-11]. Alternativamente, los
liposomas se han preparado mediante el ajuste del pH de soluciones de
jabdn acuosas alcalinas o mediante la inyeccién de una solucién
concentrada de fosfolipidos o jabones en una soluciéon buffer[6, 8]. Asi
como también la formacion de lipidos disolviéndose en algun solvente

organico (etanol o éter), y la disolucién se inyecta rapidamente en una
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disolucion buffer con la que se quiere trabajar, dando lugar a la formacién
espontanea de vesiculas. [6, 8] Cualquiera de estas técnicas de
preparacion generalmente resulta en vesiculas multilamelares con una
distribucién de tamano polidispersa. Por lo tanto, un procedimiento de
encolado hacia abajo es generalmente necesario para obtener vesiculas
que son homogéneas con respecto a la distribucion de tamafo vy
lamelaridad. Como en el caso de vesiculas de fosfolipidos convencionales,
grandes vesiculas unilamelares (LUV con diametros superiores a 100 nm)
y vesiculas unilamelares pequenas (con didmetros inferiores a 100 nm)
se obtienen en la mayoria de los casos por extrusion a través de

membranas de policarbonato o por sonicacién[12, 13] [6, 8].

fosfolipido anhidro

micelas de jabon .

en agua, a un pH acido graso

alto en agua y
solvente orgédnico
miscible

insoluble,
fase separada

©)
O O
(0]@)

LUV, SUV

fosfolipido por
metodo de
hidratacion

Imagen 13. Hidratacion con una solucion buffer de pH intermedio. 2. Adicién de
acido fuerte (HCI) a una solucién alcalina de jabén micelar. 3. Adicidon de micelas
de jabon en una solucidon tampdn de pH intermedio. 4. Adicion de mondmeros
de acidos grasos a una soluciéon tampoén de pH intermedio. 5. Hidrdlisis de
anhidridos grasos insolubles en agua, que no forman una bicapa, por una base
fuerte (NaOH) o por una solucion buffer concentrada apropiada de pH

intermedio. 6. Extrusion o sonicacion.

[Liposome Technology :Liposome Preparation and Related Techniques, in Liposome Technology, G.
Gredoriadis, Editor. 2007, Informa Helathcare USA: London, pag 11 fig 4]
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2.3 El sindrome de Sjogren (SS)

Es una enfermedad sistémica autoinmunitaria. Actualmente, estd bien
aceptada la teoria que explica la infiltracién de glandulas salivales vy
lagrimales por células linfoplasmocitarias. Esta destruye de manera
progresiva las glandulas exocrinas, hecho que se traduce en sequedad
ocular (queratoconjuntivitis seca) y sequedad bucal (xerostomia).
Ademas, hay infiltracién de las glandulas exocrinas por linfocitos T, junto
con una hiperestimulacion de linfocitos B. Sin embargo, la heterogeneidad
de la enfermedad no puede ser explicada por un solo mecanismo
desencadenante.[14, 15] Se han planteado diferentes teorias que
justifican una alteracién de la respuesta autoinmunitaria. Por una parte,

se producen:

a) alteracion del reconocimiento inmunitario, ya sea por la presencia de
factores intrinsecos (autoantigenos) o extrinsecos (infecciones virales).
[16]

b) alteracién de la respuesta inmunitaria adquirida,: por alteracion del
repertorio de TCR y linfocitos T o por disfuncion de los linfocitos B, ya sea
por incremento de células plasmaticas circulantes, retencion de células B
de memoria CD27, seleccion anormal de receptores o pérdida de seleccién

de los mecanismos de hipermutacion.[14]

c) Alteracion de la regulacion de la respuesta inmunitaria, por alteracion
en la actividad de citosinas: incremento de expresidon en sangre periférica
de Th2, predominio de respuesta glandular Thl, haplotipo GCC del gen
de interleucina (IL) 10; por alteracién de quimiocinas, incremento del
factor estimulador de células B (BAFF/Blys), incremento de expresién de

guimiocinas de linfocitos B y linfocitos T.
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d) Factores genéticos, el SS es una enfermedad poligénica, pero entre los
genes implicados destacan los haplotipos DRw52, DR2, DR3, B8 en

pacientes que presentan anticuerpos anti-Ro y anti-La.

Las manifestaciones clinicas del SS son muy heterogéneas. Sin duda, ante
manifestaciones como queratoconjuntivitis seca y xerostomia, se deben
buscar otras manifestaciones extraglandulares como purpura cutanea,
parotidomegalia, artritis no erosiva, fendomeno de Raynaud, fibrosis
pulmonar, enfermedad periodontal, polineuropatia mixta, candidiasis oral
o incluso fiebre de origen desconocido, entre otras, con el fin de
diagnosticar precozmente un SS. A menudo, la sintomatologia glandular
no es el motivo de consulta, lo que motiva retrasos en el diagnéstico vy,
consecuentemente peor prondstico. Por otro lado, el SS secundario se
debe sospechar en pacientes con afeccion glandular que sufren algun otro
proceso autoinmunitario como artritis reumatoide, lupus eritematoso

sistémico o esclerosis sistémica.[15]

El tratamiento de la afeccion glandular del SS es basicamente
sintomatico: alimentos acidos no azucarados que incrementan la
secrecidn salival, higiene oral, lagrimas artificiales, pomadas nocturnas y

evitar infecciones, entre otras.[15]
2.4 Sirolimus

La rapamicina (Imagen 14) es un antibidtico trieno macrociclico producido
por el actinomiceto Streptomyces hygroscopicus. Demostré ser
particularmente potente contra Candida albicans, también contra varios
modelos de tumores, y se encontrd que tenia actividad inmunosupresora
en modelos de ratas con eventos autoinmunes mediados por células T.
No fue hasta que la potencia inmunosupresora de un agente

estructuralmente similar, tacrolimus, que la investigacion sobre la
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actividad de la rapamicina para prevenir el rechazo de érganos comenzoé
en serio, posteriormente se iniciaron estudios en formulaciénes oftalmicas
para edema macular diabético, asi como también en la enfermedad de
Sjogren .[11, 17-21] En 1995, el agente recibié el nombre sirolimus y la
marca comercial Rapamune. La dilucidacion de su potente actividad
inmunosupresora y su poderoso sinergismo farmacoldgico con otros
agentes inmunosupresores, especialmente la ciclosporina, llevdé a su
aprobacién por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) en septiembre de 1999 para uso en receptores de

transplantes renales en los Estados Unidos.[22]

HO,,

Imagen 14. Estructura del sirolimus (rapamicina)

La rapamicina es un compuesto que se degrada facilmente, en la Tabla 1

se muestran algunas de sus propiedades. [22, 23]
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‘ Propiedad Especificacion

Formula Quimica C5;,H,oNO, ;4

Peso molecular 914.2 g/mol

Punto de fusion 183-185 °C

Rmax 255, 279 Y 290 nm

Solubilidad e Facilmente soluble en metanol, etanol,
acetona, cloroformo, diclorometano,
tricloroetano, dimetilformaldehido,

dimetil sulféxido
e Practicamente insoluble en agua

Condiciones de Almacenamiento e Almacenamiento del polvo de -25 °C a
—10 °C, protegiendo de la luz

e Almacenamiento en metanol o etanol a
una temperatura menor a -40 °C

e Estable en sangre a 4 °C por 14 d, -40
°C por 3 meses

Precauciones e Sensibilidad a la luz
e Adherencia a Cristal

Tabla 1. Especificaciones Fisicoquimicas de la rapamicina
2.4.1 Actividad Farmacoldgica del Sirolimus.
Farmacodinamia

El sirolimus inhibe la proliferacidon celular mediada por una gran variedad
de citoquinas y factores de crecimiento: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-
12, factores estimulantes de colonias, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, insulina, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de

crecimiento derivado de plaquetas.
Via de inhibicion mTOR

Esta detencién del crecimiento se produce entre las fases G1 y S del ciclo
celular (imagen 15) donde el sirolimus se une a receptores citosodlicos
denominados inmunofilinas que reciben el nombre de FKBP-12 (FK
Binding Protein-12), al unirse a dicha inmunofilina se desencadena una

cascada de reacciones, que da lugar a la detencion del ciclo celular. Una
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de las vias de inhibicién es a través de una proteina denominada mTOR
(mammalian Target of Rapamycin). Esta proteina se ha revelado como un
importante centro de regulacidén de la sintesis de proteinas necesarias

para la progresién del ciclo celular.

La proteina mTOR, en respuesta a diferentes estimulos como los de
citoquinas y otros factores de crecimiento, es capaz de fosforilar la
p70S6K. Esta enzima, a su vez, es capaz de fosforilar la S6, la cual es una
proteina ribosémica 40S. Estas modificaciones favorecen el reclutamiento
de la subunidad 40S de los ribosomas, resultando en un incremento en la
sintesis de proteinas. La proteina mTOR también fosforila la PHAS-I,
dando lugar a la disociacion de PHAS-I de un factor de iniciacion (eIF4E),
el cual unird a otro factor de iniciacion (eIF4G), formando un complejo
indispensable para el posicionamiento y la unién de la subunidad
ribosdmica 40S al RNA mensajero. El sirolimus y su inmunofilina forman

un complejo con mTOR que detiene estos procesos.[24, 25]
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Imagen 15. Mecanismo de accion en mTOR
[Kahan, B.D., Sirolimus: a comprehensive review. Expert Opinion on Pharmacotherapy, 2001. 2(11): p.

1906 figure 3]
Complejo Sirolimus/ciclina

El sirolimus también actla inhibiendo la actividad de un complejo de

proteinas ciclinas (cdk4/ciclina D y cdk2/ciclina E), esenciales para el paso
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de la fase G1 a la fase S(imagen 16). La IL-2 activa la cdk2/ciclina E,
provocando la disociacién de esta ciclina de una proteina inhibidora,
p27kipl. El sirolimus actia manteniendo la unién del p27kipl a la
cdk2/ciclina E (11). El resultado es una inhibicién de la proliferacién de

los linfocitos T y B entre las fases G1 y S. [24]
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Imagen 16. Mecanismo de accién del Complejo Sirolimus/ciclina

[Kahan, B.D., Sirolimus: a comprehensive review. Expert Opinion on Pharmacotherapy, 2001. 2(11): p.
1906 figure 4]

2.4.2 Farmacocinética
Absorcién y distribucién

El sirolimus se absorbe poco en el tracto gastrointestinal. Su
biodisponibilidad via oral se estima que es un 15% [12]. Una dieta rica
en grasa influye en la absorcién de sirolimus. El tiempo que tarda en

alcanzar el pico de concentracion maxima oscila entre 0, 7 y 3 horas.

Se distribuye ampliamente en los tejidos debido a su alta lipofilia, y su
volumen de distribucién es alto y variable. En sangre presenta una alta
afinidad a los hematies (95%), mientras que un 3% esta en el plasma un
1% en los linfocitos y un 1% en los granulocitos. En plasma, se une

mayoritariamente a las proteinas plasmaticas (92%), presentando una
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mayor afinidad por la albumina (97%), y uniéndose también a la al-

glicoproteina acida y a las lipoproteinas.[9]
Metabolismo y Eliminacion

El sirolimus es mayoritariamente metabolizado por el citocromo P450
3A4. Experimenta mayoritariamente desmetilacidon e hidroxilacion, y los
metabolitos formados se excretan en gran parte por la bilis y las heces.
Sélo el 2,2% del sirolimus y de sus metabolitos son eliminados via renal.
Se han identificado hasta siete metabolitos en humanos, que presentan
menos del 10% de la actividad inmunosupresora del sirolimus. Su tiempo

de eliminacién promedio es de 57 y 62 horas. [9]
2.4.3 Efectos Adversos

Los efectos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con estos
farmacos, por encima del 35% de los pacientes, son hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia y mielosupresion (leucopenia, trombocitopenia,
anemia). Las alteraciones metabdlicas pueden contrarrestar el efecto
beneficioso sobre la reduccion de la placa fibrosa ateromatosa que

producen los inhibidores de la mTOR.

Pueden producir alteraciones gastrointestinales, en forma de diarrea, y
con menor frecuencia hepatotoxicidad, ototoxicidad, pancreatitis o
reacciones psicoticas, los cuales son efectos dosis dependientes,

observados sobre todo con las dosis mayores a los 15 ng/mL. [26]
2.5 Liposomas de Sirolimus

En la actualidad los liposomas son un sistema muy recurrido para el
disminuir los efectos secundarios de los farmacos, en especial, de los

antineoplasicos; ademas por su capacidad para no ser reconocidos como
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nocivos para el organismo y permitiendo gracias a su caracter hidréfobo,

el acceso al lugar de accién.

Pocos estudios han sido llevado a cabo respecto a la formacion de
liposomas con sirolimus, entre estos cabe mencionar el trabajo de
Linares-Alba, M.A., et al. [21] quienes realizaron una instigacion sobre
Liposomas que contienen sirolimus para ser administrados
subconjuntivalmente para el tratamiento de la queratoconjuntivitis seca
(KCS) no reactiva o del ojo seco. Utilizando un método de inyeccion de
etanol y una adaptacién del método de calentamiento de acuerdo con la

metodologia.

También, este farmaco enliposomado se ha investigado por Haeri, A., et
al, [27]en Restenosis vascular con la formacion de Liposomas recubiertos
con quitosan preparados mediante liofilizacion, posterior hidratacion de
pelicula, extrusién y recubiertas posteriormente a la fabricacién de

liposomas utilizando quitosan a baja temperatura.

Ademas, existe informacidén sobre liposomas con rapamicina sensibles al
pH por investigacion de Saeed Ghanbarzadeh,et al [28]mostrando un
aumento de su efecto antiproliferativo sobre la linea celular de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7). Elaborados por el método de
inyeccién de etanol modificado, utilizando colesterol y

dipalmitoilfosfatidilcolina.

De igual manera, hay trabajos por Eloy, J.0., et al. [29] que informan
sobre Liposomas con paclitaxel y rapamicina que actlan sinérgicamente
con paclitaxel, demostrado aumentar la eficacia y reducir los efectos
secundarios de los farmacos quimioterapéuticos. En este contexto, la

funcionalizacién de liposomas con anticuerpos para receptores
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sobreexpresados sobre la superficie del tumor es una estrategia potencial

para aumentar la especificidad y reducir los efectos secundarios.

Finalmente, merece la pena hacer mencién del trabajo llevado a cabo
Ono, K., et al [30] sobre liposomas de rapamicina con anticuerpo CD9 el
cual tiene como objetivo el de inducir la muerte celular a linfomas de
Burkitt al ser dirigido por la sobreexpresién de receptores CD9 en dichas
células. Su elaboracion fue por medio de una liofilizacién los cuales
posteriormente se hidrataron y por ultimo hubo una sonicacion para
reducir el tamafio del liposoma. Al finalizar se agregd el anticuerpo de

CD9 volviendo hidréfoba la capa externa del liposoma.
2.6 Diseio de Experimentos

En el area quimica es frecuente hacer experimentos con la intencién de
resolver un problema o comprobar una idea, sin embargo, es comun que
estas pruebas o experimentos se hagan con base en el ensayo y error,
tomando como base a la experiencia y a la intuicidn, en lugar de seguir
un plan experimental adecuado que garantice una buena respuesta a las
interrogantes planteadas. Es tal el poder de la experimentacién que, en
ocasiones, se logran mejoras a pesar de que el experimento se hizo con
base en el ensayo y error. Sin embargo, en situaciones de cierta
complejidad no es suficiente aplicar este tipo de experimentacion, por lo
que es mejor proceder siempre en una forma eficaz que garantice la
obtencidn de las respuestas a las hipotesis planteadas en un lapso corto
de tiempo y utilizando pocos recursos. El disefio estadistico de
experimentos es precisamente la forma mas eficaz de hacer pruebas.[31,
32]



26
Definicion

El disefio de experimentos (DOE) consiste en determinar cuales pruebas
se deben realizar y de qué manera, para obtener datos que, al ser
analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que
permitan responder las interrogantes planteadas, y de esa manera
clarificar los aspectos inciertos de un proceso, resolver un problema o

lograr mejoras.[33]

Para poder entender cudl es el método por el cual el disefo de
experimento funciona se tienen que tomar en cuenta varios conceptos

como.

Variable(s) de respuesta. A través de esta(s) variable(s) se conoce el
efecto o los resultados de cada prueba experimental, por lo que pueden
ser caracteristicas de la calidad de un producto y/o variables que miden
el desempefo de un proceso. El objetivo de muchos estudios
experimentales es encontrar la forma de mejorar la(s) variable(s) de

respuesta. Por lo general, estas variables se denotan con la letra y.[33]

Factores controlables. Son variables de proceso o caracteristicas de los
materiales experimentales que se pueden fijar en un nivel dado. Algunos
de éstos son los que usualmente se controlan durante la operacion normal

del proceso.

Factores no controlables o de ruido. Son variables o caracteristicas
de materiales y métodos que no se pueden controlar durante el

experimento o la operaciéon normal del proceso.

Factores estudiados. Son las variables que se investigan en el
experimento, respecto de cdémo influyen o afectan a la(s) variable(s) de

respuesta. Los factores estudiados pueden ser controlables o no
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controlables, deben seleccionarse los factores que se consideran, por
conocimiento del objeto de estudio, que pueden tener efecto sobre la

respuesta de interés.

Niveles y tratamientos. Los diferentes valores que se asignan a cada
factor estudiado en un disefo experimental se llaman niveles. Una
combinacion de niveles de todos los factores estudiados se llama

tratamiento o punto de disefio (Imagen 17).

Factores de diseno (faciles de controlar):
Tiempo de ciclo, presién del molde, velocidad de tomillo,
temperatura, tiempo de curado, contenido de humedad

Xy Xpeeo X,
Vo
YI YZ Yf{

Materia prima ——— Proceso _—
Caracteristicas de calidad:
encogimiento, dureza, color,

T T T costo, textura

7y Zyenn 2y

Factores de ruido (dificiles de controlar):
» Parametros de calidad del proveedor

» Quimica del pléstico

» Otras variables del proceso

» Variables ambientales

Imagen17. Factores y variables de proceso de fabricacion de envases de

plastico.
[Pullido, H.G. and R.d.l.V. Salazar, Analisis y disefio de experimentos. 2008, McGRAW -
HILL/INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.: Mexico DF. pag. 9 fig. 1.4]

2.6.1 Clasificacidén y Seleccién de los Disefios Experimentales.

Existen muchos disefios experimentales para estudiar la gran diversidad
de problemas. Esta cantidad de disefios hace necesario saber como elegir
el mas adecuado, por ello, es preciso conocer como es que se clasifican

los disefios de acuerdo con su objetivo.

Los cinco aspectos que mas influyen en la seleccién de un disefio

experimental son:
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1. El objetivo del experimento: se utiliza como un criterio general de
clasificacion de los disefios experimentales, mientras que los otros
cuatro puntos son utiles para subclasificarlos.

2. El nimero de factores a estudiar.

3. El nUmero de niveles que se prueban en cada factor.

4. Los efectos que interesa investigar (relacién factores-respuesta).

5. El costo del experimento, tiempo y precisién deseada. [33]

La clasificacion general de los disefios experimentales de acuerdo con su
objetivo se observa en la imagen 18. Dentro de cada rama se pueden
clasificar de acuerdo al nimero de factores, al tipo de efectos que se
pretende estudiar y segun las restricciones existentes. [33]

Disefio completamente al azar

Disefio de bloques completos al azar
Disefio de cuadros latino y grecolatino

1. Disefios para comparar dos
0 m4s tratamientos

2. Disefios para estudiar el
efecto de varios factores
sobre una o més variables
de respuesta

Disefios factoriales 2
Disefios factoriales 3%
Disefios factonales fraccionados 2¢-7

Disefios para el modelo Disefios factoriales 2ty 2¢-7
. o de primer orden Disefio de Plakett-Burman
3. Disefios para la optimizacién Disefio simplex
de procesos :
Disefios para el modelo Disefio de composicién central
de segundo orden Disefio de Box-Behnken
Disefios factoriales 3¢ y 3¢-¢

Arreglos ortogonales (disefios factoriales)

4. Disefios robustos .o
Disefio con arreglos interno y externo

Disefio simplex con centroide
Disefio con restricciones
Disefio axial

’ Disefio simplex-reticular
5. Disefios de mezclas I

Imagen 18. Clasificacion de los diferentes tipos de disefio de experimentos

[Pullido, H.G. and R.d.l.V. Salazar, Analisis y disefio de experimentos. 2008, McGRAW -
HILL/INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.: Mexico DF. pag. 15 fig. 1.5]
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2.7 Diseiio Robusto (Taguchi)

Taguchi establece que la calidad de un producto debe ser medida en
términos de abatir al minimo las pérdidas que ese producto le trae a la
sociedad, desde que inicia su fabricacion hasta que concluye su ciclo de
vida; estas pérdidas sociales se traducen en pérdidas de la empresa en el
mediano y largo plazos. Taguchi retoma el concepto del control de calidad
fuera de linea (off line QC), planteando que la inspeccién y el control del
proceso no son suficientes para alcanzar una calidad competitiva, y que
los niveles elevados de calidad sdélo pueden lograrse, en términos

econdémicos, en las fases de disefio (producto y proceso).

El objetivo del disefio de Taguchi es lograr productos y procesos robustos
frente a las causas de la variabilidad (ruidos), que hacen que las
caracteristicas funcionales de los productos se desvien de sus valores
optimos provocando costos de calidad. Decimos que un producto o
proceso es robusto cuando su funcionamiento es consistente al exponerse

a las condiciones cambiantes del medio.
La metodologia Taguchi establece tres metas:

1. Disenos robustos (insensibles) ante el medio ambiente para
productos y procesos.

2. Disefno y desarrollo de productos, de modo que sean robustos a la
variaciéon de componentes.

3. Minimizacién de las variaciones con respecto a un valor objetivo.
Factores de control, de ruido y de senal

Como se menciond previamente, en un proceso existen basicamente dos
tipos de factores: controlables y no controlables (o de ruido). Por lo

regular, los factores de estudio son controlables. Sin embargo, en un
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disefio robusto es conveniente tener una clasificacion mas detallada del
tipo de factores controlables que pueden influenciar el proceso, en cuanto
a su efecto sobre la media y la variabilidad de la respuesta de interés. Se

distinguen cuatro tipos de factores, a saber (Imagen 19):

i. Afectan la media y la variabilidad.
ii. Afectan soélo la variabilidad.
iii. Afectan soélo la media.

iv. No afectan la media ni la variabilidad.

Cuando en el disefio clasico se afirma que un factor tiene efecto sobre la
respuesta, por lo general se quiere decir que el factor tiene efecto sobre
la media de la caracteristica de calidad. En cambio, en el disefio robusto
se tiene mas presente que el efecto de un factor también puede ser sobre

la variabilidad, o sobre la media y la variabilidad de manera simultanea.

Factor de control

1
1
1
1
i 1
1 1
! !
Z

) 7

[ —

Zy

A=<

3 Ay
Factor de ruido Factor de control

Imagen 19. Factores de control, de ruido y de sefal

[Pullido, H.G. and R.d.l.V. Salazar, Analisis y disefio de experimentos. 2008, McGRAW-
HILL/INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.: Mexico DF. pag. 300 fig. 9.3]
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2.7.1 Arreglos Ortogonales

Los arreglos ortogonales (Imagen 20) son disenos propuestos por Taguchi
que, como su nombre lo indica, tienen la propiedad de ortogonalidad (sus
columnas son linealmente independientes, mismas que también poseen

los disefos factoriales clasicos).[31, 33, 34]

Num. de

orea (5 5 45 -
l 1 1 | | 1 1 |
2 1 1 | 2 2 2 2
3 1 2 2 | 1 2 2
4 1 2 2 2 2 | |
3 2 1 2 | 2 | 2
b 2 1 2 2 | 2 |
7 2 2 | | 2 2 |
8 2 2 1 2 | | 2

2 factores: columas 1, 2.

3 factores: columnas 1, 2. 4.

4 factores: columnas 1, 2, 4, 7.

5 factores: columnas 1, 2.4, 7, 6.

6 factores: columnas 1, 2, 4, 7. 6, 5.
T factores: las siete columnas.

Imagen 20. Ejemplos de disefios ortogonales (sistemas que al multiplicar dos

columnas cualesquiera el resultado es 0)

[Pullido, H.G. and R.d.l.V. Salazar, Analisis y disefio de experimentos. 2008, McGRAW -
HILL/INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.: Mexico DF. pag. 305 fig. 9.6]

2.8 Uso del Diseiio de Experimentos Taguchi en la Elaboracion de

liposomas

En la actualidad existen varios articulos en lo que se implementa este
disefio para evaluar las condiciones de optimizacién, éstos se comentan

en la tabla 2.



Articulo
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Descripcion de la experimentacion

Formulacién y
evaluacién de
liposomas que
contienen  farmacos

antituberculo por el
disefio de la matriz
ortogonal de
Taguchi.[35]

El objetivo de este estudio fue lograr el atrapamiento deseado de farmacos
antituberculosos (rifampicina e isoniazida) en el liposoma. Los liposomas se
produjeron mediante una técnica de evaporacion de pelicula fina utilizando
fosfatidilcolina de soja. Los estudios de evaluacion de diferentes variables de
procesamiento como la relacion de farmaco a lipido, relacion de fosfatidil colina y
colesterol, temperatura y tiempo de hidratacion fueron evaluados por el disefio de
Taguchi sobre porcentaje de atrapamiento de farmaco (PDE), distribucion de

tamafio, velocidad de liberacion y tamafio de particula.

Preparaciéon de un
sistema de liposomal
y su liberacién in vitro

de rapamicina.[36]

El objetivo de este estudio fue preparar un sistema de suministro liposomal para
la rapamicina y estudiar sus caracteristicas de liberacion in vitro. La formulacidn se
optimiza mediante el disefio ortogonal, y el grado de liberacion de la rapamicina

por los liposomas se midi6é por el método de dialisis inversa.

Las interacciones
celulares y los efectos
fotoprotectores de los
portadores de lipidos
nanoestructurados
cargados con
idebenona

estabilizados usando
surfactante libre de

PEG [37]

La estrategia de preformulacion utilizando un disefio de tres niveles, de tres
variables, L9 Taguchi fue importante en la mejora BID-CEN aspectos fisicoquimicas
clave, tales como, la eficacia de captura, la liberacion del farmaco (sostenido), la
oclusidn, la deposicion en piel y la estabilidad fisica. Espetrometro UV, microscopia
confocal y citometria de flujo técnicas que se utilizaron para median el estrés
oxidativo en las células HaCaT, estudiar una captacion celular cualitativa, medir
especies reactivas de oxigeno intracelulares, y el potencial de membrana

mitocondrial, respectivamente.

The optimum process
conditions for
liposome production
using an orthogonal
array

experimentation[38]

Un disefio experimental fue empleado en este trabajo para determinar la condicidn
optima para la preparacion de liposomas que contienen Hb. De una serie de
Tal

combinacion de factores y condiciones de procesamiento permitieron producir

experimentaciones, se obtuvo una combinacién optima de factores.

liposomas Hb que contienen con buena distribucién de tamafio de particula y alta

eficiencia de encapsulacion.

Tabla 2. Uso del DOET en la elaboracién de liposomas

2.9 Analisis del Efecto de Modo de Fallo (EFEMA)

es un conjunto de directrices, un método y una forma de identificar

problemas potenciales (errores) y sus posibles efectos en un sistema para

priorizarlos y poder concentrar los recursos en planes de prevencién,

supervision y respuesta.[39]
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Los EFEMAs fueron formalmente introducidos a finales de los 40’'s
mediante el estandar militar 1629. Utilizados por la industria aeroespacial
en el desarrollo de cohetes, los EFEMAs fueron de mucha ayuda en evitar
errores sobre tamafos de muestra pequefios en la costosa tecnologia de

cohetes.

El principal empuje para la prevencion de fallas vino durante los 60's
mientras se desarrollaba la tecnologia para enviar un hombre a la luna en
la misién Apolo. Ford Motor Company motivados por los altos costos de
demandas de responsabilidad civil introdujo los EFEMAs en la industria
automotriz a finales de los 70’s para consideraciones de seguridad y

requisitos regulatorios

En 1993 Chrysler, Ford y GM crearon el documento (Potencial Failure
Mode And Effects Analysis) que cubria los tipos vigentes de EFEMA. El
documento formo parte de la norma QS 9000 (Hoy conocida como ISO
16949).

Los Beneficios de implantacion de EFEMA en un sistema son:

Identifica fallas o defectos antes de que estos ocurran

e Reducir los costos de garantias

e Incrementar la confiabilidad de los productos/servicios (reduce los
tiempos de desperdicios y re-trabajos)

e Procesos de desarrollo mas cortos

e Documenta los conocimientos sobre los procesos
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Tipos de AMEF
EFEMA de disefio (D-EFEMA)

e Se usa para analizar componentes de disenos. Se enfoca hacia los
Modos de Falla asociados con la funcionalidad de un componente,
causados por el disefio

e Evalla subsistemas del producto o servicio.
EFEMA de proceso (P-EFEMA)

e No debe utilizar controles en el proceso para superar debilidades
del diseno.

e Se usa para analizar los procesos de manufactura, ensamble o
instalacion. Se enfoca en la incapacidad para producir el
requerimiento que se pretende.

e Los Modos de Falla pueden derivar de causas identificadas en el
AMEF de Disefo.

e Asume que el producto segun el disefio cumplirad su intencidn final.

e Evalla cada proceso y sus respectivos elementos.

e Usado en el analisis de proceso y transiciones.
EFEMA de proceso (P-EFEMA)

e Se usa para analizar los procesos de manufactura, ensamble o
instalacion. Se enfoca en la incapacidad para producir el
requerimiento que se pretende.

e Los Modos de Falla pueden derivar de causas identificadas en el
AMEF de Disefo.

e Asume que el producto segun el disefio cumplirad su intencidn final.

e Evalla cada proceso y sus respectivos elementos.

e Usado en el analisis de proceso y transiciones.
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3.- Hipoétesis

La implementaciéon del diseno de experimentos Taguchi en la fabricaciéon
de liposomas de sirolimus, permitird determinar los factores de mayor
impacto, lo cual determinara cuales son las mejores condiciones para
obtener un mejor tamafo y potencial Z promoviendo una posible

reduccidn de costos y tiempo.
4.- Objetivo

Optimizar la fabricacion de liposomas de rapamicina con base en el disefo

de experimentos Taguchi.
4.1 Objetivos Particulares

1. Determinar las variables de proceso y de respuesta utilizando el
sistema de analisis de modo de fallos.

2. Disefiar y fabricar liposomas ajustandose al DOET
Caracterizar los liposomas mediante diferentes técnicas

4. Determinar las condiciones oOptimas de trabajo analizando las
variables de respuesta: tamafho, potencial Z, y % de sirolimus
recuperado.

5. Ejecutar y comprobar la optimizacién de liposomas con rapamicina
mediante la determinacion de tamano, potencial Z, % de sirolumus
recuperado, cantidad de fosfolipido total, asi como Microscopia

Electrénica de Transmision(TEM).
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5.- Metodologia
5.1. Materiales

El sirolimus, Sinbiotik International, fue donado amablemente por el
laboratorio Santgar. El colesterol, grado técnico, fue comprado en quimica
Meyer, el fosfato dibasico de sodio anhidro se comprd en distribuidora
Quimica Mexiquense, el fosfato de sodio monobasico anhidro y el manitol
fueron comprados en Quimica USP de México,el hidroxido de sodio en
Drogueria Cosmopolita, la lecitina de soya (Metarin) de Ampher foods y
la sacarosa de PCCA. El etil 4-hidroxibenzoato, la trehalosa dihidratada,la
L-a-fosfatidilcolina tipo iv-s =30% (enzimatico),la L-a-fosfatidilcolina
grado microbioldgico, el 2-fenoxietanol, el tiocianato de amonio vy el
cloruro de hierro (III) fueron comprados en Sigma Aldrich. El metanol
grado HPLC, la acetona R.A., el acetonitriloR.A., el acetonitrilo HPLC y el
diclorometano grado R.A. fueron J. T Baker. Finalmente, el sulfato de zinc
heptahidratado fue de HYCEL de México. Todos fueron utilizados como se
compraron, sin anterior purificacion. El agua se obtuvo con un sistema de

deionizacién de agua con el equipo NANOpure DIamond Life Science (UV/UF)
5.2 Elaboracion de Liposomas
5.2.1 Elaboracion de liposomas Iniciales (método de calentamiento)

Se pesd en una balanza analitica Adventurer OHAUS el fosfolipido
(23.3mg) y el colesterol (7.73) en relacién 7:3 mol:mol, manteniendo
variacion no mayor a 0.1 mg. Se vertieron en un matraz bola de 25 mL,
posteriormente se adicionaron 4 mL de buffer de fosfatos a pH 7.4 a una
concentracion de 0.01 M y glicerol hasta una concentracién total de 3%
v/v; dicha mezcla se dispersé durante 1 hora en una parrilla de agitacion

a temperatura ambiente y con una velocidad de 750 rpm. Posteriormente



37

se pesaron que cantidad de sacarosa y 10 mg de rapamicina (igualmente
cuidando que la variacion del peso no exceda los 0.1 mg); se adicionaron
a la mezcla que se encuentra en el matraz bola y se aforé a un volumen
de 10 mL con buffer de fosfatos, se sellé con un tapdén de hule y se saturé
con nitrogeno para eliminar el oxigeno. Posteriormente se colocd en
calentamiento a una temperatura de 70 °C durante 20 min y agitacion
750 rpm, controlando con una parrilla con termopar IKA. Finalmente se

filtrd utilizando un filtro de Nylon con tamafio de poro 0.45 um.
5.2.2 Elaboracion de Liposomas por Sonicacion y Exclusion

Se peso en una balanza analitica Adventurer OHAUS el fosfolipido (27 mg
0 23.3 mg) vy el colesterol (5.7 mg o 7.7 mg), con una proporcion 7:3 o
6:4 mol:mol, y manteniendo una variacién no mayor a 0.1 mg, se
vertieron en un matraz bola de 25 mL, posteriormente se afadieron 4 mL
de buffer de fosfatos a pH 7.4 a una concentracion de 0.01 M; dicha
mezcla se dispers6 durante 1 hora en una parrilla de agitacién a
temperatura ambiente y con una velocidad que puede ser de 750, 850 o
950 rpm. Posteriormente se pesd el crioprotector correspondiente
(Sacarosa 171.1 mg, manitol 77.3 mg, Trehalosa 160 mg) y 10 mg de
rapamicina que (igualmente cuidando que la variacién del peso no exceda
los 0.1 mg), se adicionaron a la mezcla que se encuentra en el matraz
bola. Se ahadieron 5 mL de buffer con conservador (fenoxietanol) que se
encuentra en una concentracién de 0.06% v/v y se aford a un volumen
de 10 mL con buffer de fosfatos y se tapd con tapdén de hule y se saturd
con nitrégeno, para tenerlo en un ambiente inerte. Posteriormente se
colocd en calentamiento que podia ser de 60, 70 u 80 °C durante un
tiempo determinado el cual puede ser de 20, 35 o 50 minutos y agitacion
similar a la utilizada durante la dispersion de fosfolipido y colesterol,

controlando con una parrilla con termopar IKA. Al término del tiempo de
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calentamiento se sénico el producto en Sonicador Cole-parmer con una
frecuencia alrededor de 47 kHz y posteriormente se filtré a través de

filtros nylon de Jeringa Millex de 0.45 pm y 0.22 pm consecutivamente.
5.2.3 Liposomas por adicién de metanol, sonicados y liofilizados.

Se peso en una balanza analitica Adventurer OHAUS el fosfolipido (27mg)
y el colesterol (7.7 mg) en una relacion 6:4 mol:mol, manteniendo una
variacion no mayor a 0.1 mg, se vertieron en un matraz bola de 25 mL.
Posteriormente, se afiadieron 4 mL de buffer de fosfatos a pH 7.4 a una
concentracion de 0.01 M; dicha mezcla se dispersé durante 1 hora en una
parrilla de agitacién a temperatura ambiente y con una velocidad de 950
rpm. Posteriormente se pesaron 873mg de sacarosa y 10 mg de
Rapamicina (igualmente cuidando que la variacion del peso no exceda los
0.1 mg); la rapamicina se disuelve en 600 pL de metanol para
posteriormente adicionarlo junto con la sacarosa a la mezcla que se
encuentra en el matraz bola. Se agregaron 5 mL de buffer con
fenoxietanol que se encuentra en una concentracién de 0.06% vy se aforé
a un volumen de 10 mL con buffer de fosfatos, se tapd con tapdén de hule
y se saturd con nitrégeno. Posteriormente se colocé en calentamiento a
70 °C durante 20 min y agitacion 950 rpm, controlando con una parrilla
con termopar IKA. Al término del tiempo de calentamiento se sdnico el
producto en Sonicador Cole-parmer con una frecuencia alrededor de 47
kHz durante tiempos que van desde los 20 a los 50 min y temperaturas
de 20 a 50 °C. Al terminar la fabricacion el producto se trasvaso a
recipientes tipo ambar para protegerlos de la luz, posteriormente se
programo la liofilizadora Labconco en modo automatico con una presién

de 0.021 mbar con las siguientes condiciones:

e Condiciones del Segmento 1: -55°C 24 horas
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e Condiciones del Segmento 2: velocidad 1.04 °C/min, -10 °C, 12
horas
e Condiciones del Segmento 3: velocidad 0.5 °C/min, 0 °C, 20 horas

e Condiciones del Segmento 4: velocidad 1.0 °C/min, 5 °C, 4 horas
5.3 Caracterizacion de liposomas
5.3.1 Tamafio de Particula

Se determind en un equipo Malvern Zetasizer nano zs ZEN 3600, el cual
es un equipo de dispersién dindmica de luz, que cuenta con laser rojo a

633 nm y mide a un angulo de 173°.

5.3.2. Potencial Z

Se realizd en un equipo Malvern Zetasizer nano zs ZEN 3600, que cuenta

con laser rojo a 633 nm y mide a un angulo de 173°.
5.3.3 Determinacién de Fosfolipido

El analisis se realizé por medio de un método espectrofotométrico UV-
visible en donde se cuantifico un complejo colorido formado entre
fosfolipidos y ferrotiocianoato de amonio [21]. El analisis se realizd en un
espectrémetro Ocean Optics S2000 utilizando una fuente de luz de
tungsteno DT-1000CE-BT, una interfaz de puerto serie SAD500 (Ocean
Optics, Inc.) y una celda de vidrio de longitud de trayectoria de 10 mm

Las mediciones se realizaron a la Amax de 492.23 nm.
5.3.3.1. Preparacién del Reactivo de Ferrotiocianato de Amonio(AFR)

Se prepardé una solucidn estandar de ferrotiocianoato de amonio
disolviendo 27.03 g de FeCl3-6H20 y 30.4 g de NH4-SCN en 1 L de agua

destilada.
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5.3.3.2. Curva de Calibracion de Lecitina.

Se prepard una disolucion stock de lecitina (0.1 mg/mL) usando
cloroformo como disolvente. Tomando alicuotas del stock se prepararon
soluciones estandar en un intervalo de concentracién de 0.2 a 0.01
mg/mL, y se anadid suficiente cloroformo para obtener el volumen final
de 2.0 mL. Posteriormente, se anadieron 2.0 mL de reactivo de
ferrotiocianoato de amonio (AFR). El sistema que se obtuvo es bifasico el
cual se agité en vortex durante 2 min. La fase de cloroformo absorbe el
complejo que se forma al hacer reaccionar el ferrotiocianato de amonio
con la lecitina el cual se midié en el intervalo de 400-700 nm con un

blanco de cloroformo, manteniendo esta solucién en un bano de hielo.
5.3.3.3 Preparacion de la Muestra.

Se tomd una muestra de 100 pL con una concentracidon de lecitina de
alrededor de 0.135 mg/mL adicionandole 2 mL de Ferrotiocianato de
Amonio agitando manualmente. Se afiadieron 2 mL de cloroformo y el
sistema bifasico se agitd en vértex durante 2 min en tubos de ensayo
tapados. Se midié la absorbancia de la fase organica a Amax del complejo
colorido. La concentracién de fosfolipidos en las muestras se determind

por interpolacion en la curva de calibracion media.
5.3.4 Medicién del pH

Con un promedio de 3 muestras se midi6 el pH en el potenciometro ORION

3 STAR pH benchted, colocando 100 pL de muestra, aforandolo a 10 mL.
5.3.5 Valoracion

El analisis, determinacién de rapamicina en la formulacién liposomal, se

realizd por medio de un método de cromatografia liquida de alta presién
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acoplado a un detector de Arreglo de diodos (HPLC-UV) en donde se
cuantifico el sirolimus (rapamicina). El analisis se realiz6 en un HPLC
Waters con bomba binaria, inyector manual mediante valvula Rheodyne,
con una columna Hypersil Gold C18 (4.6 x 150 mm, tamafo de particula
de 5 um) a 50 °C. Tomando una pequefa muestra de 20 WL se realizo el
cromatograma con fase movil Acetonitrilo-Agua, a un gradiente de elucion
de 7 minutos de 40% a 100% de acetonitrilo, con un flujo 0.8 mL/min,

midiendo a un maximo de longitud de onda de 279 nm.
5.3.5.1 Preparacién de la Curva de calibracién de Sirolimus.

Se prepard una disolucion stock de sirolimus (0.04 mg/mL) usando
metanol HPLC como disolvente. Tomando alicuotas del stock se
prepararon soluciones estandar en un intervalo de concentracién de
0,0004 a 0.0104 mg/mL, y se afnadio suficiente acetonitrilo para obtener

el volumen final de 2 mL por cada concentracion.
5.3.5.2 Preparacion de las Muestras

Consistid en colocar 250 yL de muestra en un matraz aforado de 2 mL,
se adicionaron 100 pyL de metanol HPLC y se agitaron en vortex 30
segundos. Se agregaron 50 pL de solucidon de sulfato de zinc 2% p/v en
metanol (60:40) (para que precipitara la lecitina y no saturar la columna
del HPLC) y se agita por 30 segundos en vortex. Se llevé al aforo con
acetonitrilo. La muestra se centrifugé a 14000 rpm durante 10 minutos.
Del sobrenadante se tomd6 una muestra de 100 pL y se llevé a un volumen

de 2 mL, esta solucion se filtré en un filtro de nylon de 0.45 pm.
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5.3.6 Microscopia Electrénica de Transmision.

Las imdagenes de microscopia electréonica de transmisién (TEM) se
obtuvieron utilizando el microscopio JEM-2010 (JEOL) a un voltaje de

aceleracién de 200kV, con una resolucion de 0.19nm.

Preparacion de la muestra: para poder tener una mejor imagen de los
liposomas se realiz6 la adicidn de 10 pL de la muestra en una rejilla de
cobre revestido por formvar durante 20 minutos permitiendo un secado
al aire, posteriormente se realizd una tincidon negativa con acetato de
uranilo. La rejilla TEM se expuso a una gotita de 10 pL de una solucién de

acetato de uranilo al 2% en p/v durante 3 minutos.
5.3.7 Estudio de Liberacion in vitro

Para realizar esta prueba se optd por utilizar la membrana “Dialysis
tubing, Spectra/Por” de poro de 12 a 14 kDa, la cual siguiendo las
instrucciones del proveedor se cortd y se hidraté durante 24 horas. Al
término de la hidratacion se afiadi6 una cantidad de 3 mL de la
formulacién (equivalente a 2.4 mg de sirolimus) y 3 mL del medio el cual
es Acetonitrilo al 20% en agua; esta bolsa se cerrd con hilo nylon.
Posteriormente se colocaron dentro de un vaso de precipitados con 130
mL de medio a una temperatura de 37+2 °C y a una agitacidon de 450
rpm tomando muestra de 1 mL con reposicidn de medio desde las 2 hasta

las 36 horas.
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5.4 Optimizacion
5.4.1. Analisis del Efecto de Modo de Fallo (EFEMA)

Para poder realizar el diseno de experimentos se realizé este analisis, el
cual describe la gravedad de cada efecto (S) clasificandolo en una escala

donde 1 es insignificante y 5 es catastrofica.

Para cada causa, se determina la clasificacién de ocurrencia (O). Esta
clasificacion evalla la probabilidad de que se produzca un fallo por ese
motivo durante la vida util de su alcance. La ocurrencia se clasifica
generalmente en una escala de 1 a 5, donde 1 es extremadamente

improbable y 5 es inevitable.

Para cada control, se determina la clasificacion de deteccién (D). Esta
clasificacion evalla cuan bien los controles pueden detectar la causa o su
modo de fallo. La deteccidén suele clasificarse en una escala de 1 a 5,
donde 1 significa que el control es absolutamente seguro para detectar el
problema y 5 significa que el control estd seguro de no detectar el

problema.

Para poder determinar una guia para clasificar los posibles fallos en el
orden en que deben ser abordados, se calcula el nUmero de prioridad de

riesgo, o RPN, que esiguala S x O x D. [39]
5.4.2. Disefio de Experimentos Taguchi

Para realizar la optimizacion del sistema se realizaron 3 diferentes disenos

de experimentos.

El primer disefio DOET 1 L18 se llevé a cabo con la ayuda del sistema

AMEF tomando asi los factores que podrian ser relevantes en la



44

formulacién. Posteriormente, tomando datos del Taguchi inicial, asi como
también cambios que eran necesarios se realizaron dos disefios mas DOET
2 L9 y DOET 3 L9.

5.4.2.1 Asignacién de Factores y Niveles

A continuacion (tablas 3, 4 y 5), se muestran los disefios que se realizaron

durante toda la optimizacion.

Proporcion Conservador Fosfolipido Crioprotector Temperatura Agitacion Tiempo de
Lecitina- (°C) (rpm) calentamiento
Colesterol (min)
(mM)
L1 (7:3) FE M Trea (160 mg) | 60 750 20
L2 (7:3) FE S Saca (171mg) | 70 850 35
L3 (7:3) FE SMicro Mani .(77.5) 80 950 50
L4 (7:3) EP M Trea (160 mg) | 70 850 50
L5 (7:3) EP S Saca (171 mg) | 80 950 20
L6 (7:3) EP SMicro Mani (77.5 mg) | 60 750 35
L7 (7:3) EPFE M Saca (171 mg) 60 950 35
L8 (7:3) EPFE S Mani (77.5mg) | 70 750 50
L9 (7:3) EPFE SMicro Trea (160 mg) | 80 850 20
L10 | (6:4) FE M Mani (77.5 mg) | 80 850 35
L11 (6:4) FE ) Trea (160 mg) | 60 950 50
L12 | (6:4) FE SMicro Saca (171 mg) | 70 750 20
L13 (6:4) EP M Saca (171 mg) 80 750 50
L14 | (6:4) EP ) Mani (77.5 mg) | 60 850 20
L15 @ (6:4) EP SMicro Trea (160 mg) | 70 950 35
L16 | (6:4) EPFE M Mani (77.5mg) | 70 950 20
L17  (6:4) EPFE S Trea (160 mg) | 80 750 35
L18 | (6:4) EPFE SMicro Saca (171 mg) | 60 850 50

Tabla 3. DOET 1 L18(FE=fenoxietanol, EP=etil parabeno, EPFE=etil parabeno-
fenoxietanol [1:1], M=lecitina Metarin, SMicro= lecitina grado microbioldgica

Aldrich, S=lecitina Aldrich, Mani=manitol, saca=sacarosa, Trea=Trehalosa.)
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Fosfolipido Crioprotector Tiempo de

Sonicacion
(min)

L1 M Trea (2422 mgq) 20

L2 M Mani (1163.3 mg) | 35

L3 M Saca (2183 mg) 50

L4 S Trea (2422 mqg) 35

L5 S Mani (1163.3 mg) 50

L6 S Saca (2183 mg) 20

L7 SMicro Trea (2422 mqg) 50

L8 SMicro Mani (1163.3 mg) | 20

L9 SMicro Saca (2183 mg) 35

Tabla 4. DOET 2 L9(M=lecitina Metarin, SMicro= lecitina grado microbiolégica

Aldrich, S=lecitina Aldrich, Mani=manitol, saca=sacarosa, Trea=Trehalosa)

Fosfolipido Temperatura Tiempo de
de sonicacion
sonicacion (min)
(°C)

L1 M <10 20
L2 M 25 35
L3 M 50 50
L4 S <10 35
L5 S 25 50
L6 S 50 20
L7 SMicro <10 50
L8 SMicro 25 20
L9 SMicro 50 35

Tabla 5. DOET 3 L9. (M=lecitina Metarin, SMicro= lecitina grado microbioldgica
Aldrich, S=lecitina Aldrich)
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6.- Resultados y Discusion

La especificacion necesarias de los liposomas para permitir el ingreso al
interior de las células es que el tamano de particula sea menor a los 300
nm [40] y contar con una diferencia de potencial alta <-30 mV o > +30

mV para ser considerados como formulaciones estables [21, 36].
6.1 Prueba Previa de Colesterol y Lecitina

El desarrollo se llevé a cabo basado en la metodologia de Linares Alba et
al,[21]. Se realizd un disefio de experimentos para la fabricacién de
liposomas vacios con 2 factores. Un factor para evaluar el efecto de las
diferentes combinaciones de lecitina y colesterol a 4 niveles y el segundo
factor con 3 niveles de las diferentes lecitinas. Con el fin de delimitar la
concentracion de colesterol y lecitina a emplear en el disefio de

experimentos Taguchi.

Proporcion Lecitina Tamaifio (nm) Potencial
Lecitina- Z(mv)
Colesterol
1:0 M 450+73 -57+2.8
S 53.17+23 -55.3+3
SMicro 401.8+42 -47.8+3
9:1 M 560.7+39 -51.3+3
S 463.1+13 -58.6+2.5
SMicro 311.7+38.04 -46.3+2.1
7:3 M 541.2+91 -53.7£3.3
S 298.8+75 -50.7+2.8
SMicro 350.5+51 -44.6+2.5
6:4 M 395.2+80 -49.3+3.3
S 338.1+45 -48.6+3.2
SMicro 343.2+29 -51.5+2.8

Tabla 6. DOE para determinar proporcion lecitina colesterol reportando

promedio de tres muestras.
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En todos los casos las dispersiones resultaron ser estables con un
potencial Z inferior a -30 mV (Tabla 6), esta carga negativa que se
muestra es causada por los grupos fosfato desprotonados.[41] Por parte
del colesterol no se reflejé un cambio significativo ya que con todas las

proporciones el potencial Z se mantuvo arriba de la magnitud deseada.

Por otro lado, se noté una amplia variabilidad en cuanto a los resultados
de tamafio de particula. En general el tamafo se modificé cuando la
proporcion de colesterol aumenta, esto se puede deber a que el colesterol
al ser una molécula hidréfoba puede generar interacciones entre las capas
y fungir como anclaje para multicapas y con esto un probable crecimiento
de tamano.[42]para las 4 proporciones se encontraron valores tanto
grandes como pequenos, sin embargo, los valores tanto para una relaciéon
Lecitina-Colesterol 7:3 y 6:4 fueron ligeramente mas similares, lo cual
indica al acercarse a una proporcion de igualdad estos se complementan
haciendo que tenga mas estabilidad asi mismo es posible que bajo estas

condiciones es posible obtener liposomas sin sirolimus de menor tamano.
6.2 Diseno de Experimentos L18

En busca de evaluar las variables que mayor impactan en la fabricacion
de liposomas vacios (sin sirolimus), se realizd el disefio Taguchi L18 (tabla
7), el cual se determiné al seleccionar las variables que podrian tener un

mayor riesgo de acuerdo a la Tabla 3.



Modo
de falla

potencial

Efecto local de

falla

Causa(s)
potenciales

/mecanismo

Proceso de

control

Marca Seleccion de | Modificacion del | Costo Elegir y 1 15
comercial de | proveedor tamafio de particula mantener el
lecitina Entrampe de proveedor
farmaco adecuado
Cinética de
liberacién
Proporcién Ponderacion Modificacién del | Mala Control estricto 1 9
colesterol- tamafio de particula | ponderacién de la
lecitina Entrampe de | Organizacion ponderacion
farmaco molecular
Cinética de | diferente
liberacidn
Conservador Contaminaciéon por | Disminucion de la | Mala Afadir 1 5
microorganismos estabilidad ponderacion cantidades
Riesgo de infeccién | Materias primas | adecuadas
del paciente contaminadas
Estabilidad de | Liposomas Perdida de la | Exposicion a la | Empaque de 3 15
la rapamicina suspendidos por | actividad. luz vidrio ambar
mucho tiempo
Contenedor
inadecuado
Velocidad y | Seleccion de una | Tamafio de | Falla del | Control de 3 12
tiempo de | adecuada agitacién | particula y potencial | sistema de | velocidad
agitacion z mala | agitacién
homogenizacion
Temperatura Seleccion de una | Tamafio de | Falla del | Controlar la 3 12
durante la | adecuada particula y potencial | termostato temperatura
agitacion temperatura z malo

Tabla 7. EFEMA para determinar los factores del disefio de experimentos.

Se observo que las variables a estudiar fueron las cantidades de lecitina

colesterol en una proporcion 7:3 y 6:4. Ya que existe riesgo de

contaminacidon por ser una soluciédn que sera multidosis se pensd en

conservadores como etil parabeno (EP) y fenoxietanol (FE). La calidad de
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producto se ve afectada por los distintos proveedores y se desed
investigar las tres lecitinas disponibles. Como forma de conservacién
debido a la degradacidon en medio acuso de sirolimus, se decidié utilizar
tres crioprotectores ampliamente estudiados en la literatura: trehalosa,
sacarosa y sorbitol [43-48]. Y por ultimo las variables de proceso
temperatura, agitacion y tiempo de calentamiento a tres niveles de

acuerdo con la tabla 7.

El analisis de los resultados con respecto al tamafo de particulas se hizo
con ayuda del programa minitab 17 statistical con el que se obtuvo la
grafica 1 de efecto para los 7 factores, en donde se observa que los
tamanos oscilan desde 350 hasta 750 nm, asi mismo tomando en cuenta
también el ANOVA (Tabla 8) indica que todos los factores son
significativos y que pueden cambiar el sistema con excepcion de la marca

de fosfolipido.

a)

P LC Cons Fosf Crio Temp RPM Tiemp Error
700

600

Ak

300

»n B &
& & NI

Tamano {nm) Media de medias
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Grafica 1. Grafica de efectos DOET 1 L18 del tamafio de particula.



Efecto

50

PLC 722.51 | 1.00 722.51 | 6.38 | 4.451
Cons 2310.52 | 2.00 1155.26 | 10.20 | 3.592
Fosf 652.25 | 2.00 326.12 | 2.88 | 3.592
Crio 867.78 | 2.00 433.89 | 3.83 | 3.592
Temp | 1398.86 | 2.00 699.43 | 6.17 | 3.592
RPM 3778.55 | 2.00 1889.28 | 16.68 | 3.592
Tiemp  2854.38 | 2.00 1427.19 | 12.60 | 3.592
Error 1925.62 | 17.00 |113.27 | 1.00

Tabla 8. ANOVA tamano de particula del DOET 1 L18

De la misma manera, el tratamiento para potencial Z, indica que todos

los factores son capaces de modificar significativamente a los liposomas

como se muestra en la grafica 2 y tabla 9. Sin embargo, el potencial Z se

encuentra por debajo de -30 mV en todos los experimentos realizados.
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Grafica 2. Grafica de efectos del potencial Z del DOET 1 L18 (Los valores de

potencial Z son negativos y estan representados como valor absoluto)
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Efecto

PLC 0.22 1.00 0.22 13.43 4.451
Cons 0.30 2.00 0.15 9.03 3.592
Fosf 1.02 2.00 0.51 31.04 3.592
Crio 0.19 2.00 0.10 5.88 3.592
Temp 0.38 2.00 0.19 11.53 3.592
RPM 0.27 2.00 0.14 8.33 3.592
Tiemp 0.38 2.00 0.19 11.50 3.592
Error 0.28 17.00 0.02 1.00

Tabla 9. ANOVA potencial Z DOET 1 L18

En cuanto al objetivo fue necesario trabajar bajo condiciones donde se
presente un tamafo de particula mas pequefio y las condiciones

propuestas fueron:

e Proporcién Lecitina-colesterol: 7:3
e Conservador: Fenoxietanol

e Fosfolipidos: Proveedor Meterin

e Crioprotector: sacarosa

e Temperatura de agitacion: 70 °C
e Velocidad de agitacion rpm: 950

e Tiempo de agitacion: 20 min

6.2.1 Evaluacion de las Condiciones Optimas con Respecto al Disefio de

Experimentos 1 L18

Se prepararon 3 muestras con las condiciones optimas del DOET 1 L18,
se observd que el tamafo 6ptimo se encuentra en 321.42+18.56 nm,
Tabla 10. Este resultado demostré que bajo las condiciones éptimas es

posible reducir el tamafio de particula, sin embargo, este tamano se
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encontrd por arriba de los 300 nm es por ello que se necesitd de

alternativas para la reduccién de tamafio.

Tamaio «([-W 321.42+18.56
particula

Potencial 2 -50.23£5.17

Tabla 10. Resultados de la optimizacion
6.2.2 Pruebas de Reduccién de Tamano

De acuerdo a la literatura, la sonicacion es una alternativa para reduccion
de tamafo de particula [12, 13]. Ademas, y con el propdsito de observar
el comportamiento de la estabilidad sin glicerol, se prepararon muestras
con y sin glicerol a las condiciones éptimas descritas anteriormente en el
DOET 1 L18 y se sonicaron en el equipo Cole-Parmer® 8890 a 42 kHz,
durante 20,30 y 50 minutos, a 25°C y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante un periodo de 7 dias. Los resultados (tablas 11 y 12),
mostraron que cuando se someten a una sonicacion de 30 min se optiene
un tamafio de 164+39 nm con glicerol y 16767 sin glicerol ademas de
gque para que se mantiene constante durante 7 dias. Gracias a este
analisis se implementé la reduccion de tamafio de particula aplicando
sonicacion después de la etapa de calentamiento. Por otro lado, la
presencia o no del glicerol no modifica significativamente el tamafo de
particula, asi que este se elimind de la fabricacion y para compensar la

eliminacion del glicerol se incrementd la cantidad de crioprotector.



Tiempo de

sonicacion

con glicerol

sin glicerol

(minutos)

o 443+158 451182
20 356+35 431+53
30 164+39 167+67
50 248+134 403+21

Tabla 11. Prueba de reduccidon de tamafo con sonicacion

Tiempo (dias) con glicerol sin glicerol
o 164+51 167+40

1 10745 169+51

2 104+24 124+8

6 119+67 159451

7 113+7 148+57

Tabla 12. Prueba de estabilidad de tamafo con sonicacion de 30 min

Para evaluar la nueva etapa de proceso, sonicacidon, se realizd
nuevamente el DOET 1 L18, sonicando durante 30 min a temperatura

ambiente.

Los resultados se analizaron utilizando una distribucién del 90% de
tamanfo de particula, debido a que el equipo muestro dos poblaciones una
de menor tamafio y otra mucho mas grande. Esto puede deberse a la

aglomeracion de los liposomas.[49]
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Efecto PF (size number d90)

Data Means

PLC Cons Fosf Crio Temp RPM Tiemp Error
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Grafica 3. Efectos de la D90 del tamafio de particula del DOET 1 L18

Efecto

P LC 13.72 1.00 13.72 0.65 4.494
Cons 24.42 2.00 12.21 0.58 3.634
Fosf 1547.94 2.00 773.97 36.71 3.634
Crio 424.53 2.00 212.27 10.07 3.634
Temp 60.75 2.00 30.38 1.44 3.634
RPM 492.65 2.00 246.33 11.68 3.634
Tiemp 545.71 2.00 272.85 12.94 3.634
Error 358.44 17.00 21.08 1.00

Total 3468.17 12.00 289.01

Tabla 13. ANOVA tamaio de particula DOET 1 L18

Los factores significativos fueron el fosfolipido, el crioprotector y la
agitacion para el tamafo de particula (Grafica 3 y Tabla 13), oscilando el
tamano entre 80 y 150 nm. Para el potencial Z (Grafica 4 y Tabla 14)

todos los factores son significativos en la fabricacién con un intervalo de
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potencial de -52 a -56 mV. Se observd que de acuerdo con los criterios
de aceptacioén los resultados se encontraron dentro, y asi, se propusieron
las condiciones Optimas: Proporcion Lecitina-colesterol 7:3, ya que
aunqgue el tamafio que se indica es mayor a la media aunque mas cercana
a este lo que lo que haria que el producto se desempefaria con variacion
minima , el potencial Z es menor (o mayor en valor absoluto);
Fenoxietanol, ya que con este conservador tanto el tamafio como el
potencial Z se encuentran mas cerca de la media de 101.2 nm y -52.4
mV respectivamente; Temperatura de agitacién 70 °C, porque el tamafio
de particula se acerca a la media y el potencial Z es menor; Velocidad de
agitacién 950 rpm, este nivel se toma por que el potencial Z se encuentra
menor a este punto; Tiempo de agitacion 20 minutos, ya que se alcanza

el potencial Z maximo y el tamafio se encuentra cerca de la media.

Efecto Potencial Z (mV)

PLC Cons Fosf Crio Temp RPM Tiemp Error

TS

S P CRE DL P OFERS PP DS >V

RS

56

55

Media de medias
g 4 2z

(5]
=

Grafica 4. Diagrama de efectos del disefio L18 (Los valores de potencial Z son

negativos y estan representados como valor absoluto).
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F tab
(a=0.05, 10

Efecto 2, 16)

PLC 0.22 1.00 0.22 13.43 4.494

Cons 0.30 2.00 0.15 9.03 3.634

Fosf 1.02 2.00 0.51 31.04 3.634

Crio 0.19 2.00 0.10 5.88 3.634

Temp 0.38 2.00 0.19 11.53 3.634

RPM 0.27 2.00 0.14  8.33 3.634

Tiemp 0.38 2.00 0.19 11.50 3.634

Error 0.28 17.00 0.02

Total 3.05 12.00 0.25

Tabla 14. ANOVA del potencial Z L18

6.3 Disefio de Experimentos 2 L9

El paso de sonicacion para reducir el tamafio del liposoma se realizé de
manera empirica, asi que para determinar cuales son las mejores
condiciones se decidié realizar un segundo disefio de experimentos, el
cual, se muestra en la grafica 5 en donde ademas de eliminar la adicion
de glicerol y aumentar la cantidad de crioprotector para compensar la
falta de glicerol en la isotonicidad, se afiadié al disefio dos de los factores
que afectaban en gran medida al tamafio de particula los cuales son el

tipo de crioprotector y el tipo de fosfolipido.

Los resultados de este tratamiento se muestran en las Graficas 5y 6, asi
como también los ANOVAs de las tablas 15 y 16 donde se observa que
para el tamano de particula los tres factores son significativos y para el
potencial Z el tiempo de sonicacién es el Unico factor que no afecta, esto
es congruente ya que no se adiciona algun reactivo que cambie la fuerza
idnica de las particulas. Aunque el efecto de mayor impacto para el

tamafio de particula es el fosfolipido, y para el potencial Z es tanto el
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fosfolipido como el crioprotector. Para determinar cudl es el crioprotector
mas indicado se analiz6 el comportamiento tanto del potencial Z como del
tamafio de particula, concluyendo que es la sacarosa la mas adecuada,
debido a que se los datos con este reactivo se encuentran cerca de la
media, disminuyendo su efecto con respecto a su variabilidad. Para el
fosfolipido se observé que se obtiene un tamafo mas pequefio con el
grado microbioldgico, pero el potencial que se tiene es menor, asi que se
optd por Metarin (lecitina de soya), ya que tendria una mayor estabilidad
y un costo menor. Para determinar el tiempo de sonicacién, se observéd
gue tiene el mismo efecto 20 min o 50 min sobre el tamafio de particula,
pero en el potencial Z tiene un mejor efecto cuando se somete durante 50

min.

Tamarno de Particula

FOSF CRIO SONI D
450

Tamano {(nm)
[¥] N w w ry
g8 = @ e w3

Grafica 5. Diagrama de efectos del tamano de particula del DOET 2 L9
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Efecto

fosfolipido 2386.382 1193.191 | 34.654 | 4.737
crioprotector | 519.276 259.638 | 7.540 |4.737
t sonicacién | 728.288 364.144 | 10.575  4.737
error 275.449 |8 | 34.431

Tabla 15. ANOVA del tamafio de particula del DOET 2 L9

N NN

Potencial Z

FOSFO SONI ERROR
50

CRIO
49
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47
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Potencial Z (mV)

M SMicro S Mani Saca Trea 20 35 50 1 2 3

Grafica 6. Diagrama de efectos del Potencial Z del DOET 2 L9 (Los valores de

potencial Z son negativos y estan representados como valor absoluto)
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Efecto

Fosfolipido 2.446 2 | 1.223 58.899 4.737
Crioprotector | 3.751 2 |1.875 90.342 4.737
t sonicacion | 0.114 2 | 0.057 2.763 4.737
Error 0.166 8 |0.020

Tabla 16. ANOVA del tamano de particula del disefio de DOET 2 L9

Gracias a este anadlisis se determinaron propiedades que hasta el
momento ayudarian con el proceso de optimizacién como son: Proporcién
Lecitina-colesterol (7:3), Conservador (Fenoxietanol), Fosfolipidos
(Proveedor Metarin), Crioprotector (Manitol), aunque debido al costo se
decidié optar por la sacarosa ademas de que es mas facil manipularla.
temperatura de agitacion (70 °C), velocidad de agitacion rpm (950),

tiempo de agitacién (20 min).

6.3.1 Evaluacion de las condiciones éptimas con respecto al disefio de
experimentos 2 L9

Se prepararon 3 repeticiones de las muestras con las condiciones éptimas
del DOET 2 L9 (Tabla 17), donde se encontré que el tamafio de la
formulacién con las mejores condiciones se encuentra en un tamafio de
267+£9.9 nm; en comparaciéon con el DOET 1 L18 se observa que al
aumentar la cantidad de carbohidrato, aumenta el tamano esto a causa
de mayor aglomeraciéon de las particulas, aunque se mantuvo en los
intervalos de aceptaciéon; con respecto al potencial Z de -46.7+£0.9 mV,

se encuentra por debajo del valor de aceptacion.

A esta formulacion se le determind la cantidad de sirolimus recuperada
total (Tabla 17) la cual resulté ser muy baja de 227.7+5.65 ug/ml de la

cual se esperaria que fuera de 1000 pg/ml, por lo cual se pensé en la
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posibilidad de que la perdida de este farmaco fue debida a la adsorcién

en las paredes del material donde fue envasado o al momento de filtrar.

Tamaino Potencial Sirolimos
Particula Z (mV) total en la
(nm) formulacion
(kg /mL)
M1 270.0 -47.1 293.4
M2 254.9 -45.4 155.5
M3 279.0 -47.7 234.4
Promedio | 267.9 -46.7 227.7
Cv 9.9 0.9 5.65

Tabla 17. Evaluacidn de la formulacién optimizada con el DOET 2 L9
6.3.2 Pruebas de adsorcién de sirolimus en el envase primario

De acuerdo con la bibliografia el sirolimus puede adsorberse dependiendo
del material con el cual se encuentra en contacto, presentando una mayor
afinidad con el vidrio de silicatos [50], por ello se realizd una cinética de
adsorcion con liposomas vacios adicionando 10 mg sirolimus y se realizé
la valoracién de la soluciéon a 1, 14 y 24 horas, Tabla 16. Se observa que

la cantidad adsorbida por parte del material fue de alrededor de 10%.

Tiempo (h) 9% Sirolumus

inicio 52.6
1 59.1
14 42.5
24 44.1

Tabla 18. Resultados de adsorcién de sirolimus en el envase primario



61
6.3.2.1 Seguimiento de Perdida de sirolimus

Debido a estos resultados de adsorcion de sirolimus se realizaron pruebas
para determinar donde se encontraba el sirolimus restante asi que se
realizaron lavados en el matraz bola y el filtro con 200 puL de metanol al
término de una fabricacidon de liposomas, se encontrd un area en el HPLC
de 2627566 equivalente a 7.2 mg de sirolimus y al igual que el filtrado
gue se encontrd un area en el HPLC de 437927 equivalente a 1.2 mg de
sirolimus. Lo cual representa una pérdida importante por lo cual se planed

la modificacion del método de fabricacion.
6.3.3 Modificacion del Método de Fabricacion

Al encontrar que la cantidad total de farmaco es baja, se realizaron
pruebas para aumentar la cantidad de farmaco en la formulacién, ya que
dicha cantidad representa mas del 70% de pérdida de farmaco en el
proceso de fabricacidn. Se prepararon muestras simulando lotes de 10
mL, en donde se evalud la alternativa de que, el sirolimus se solubilizara
en 1 mL de metanol y asi adicionarse al matraz con la mezcla de lecitina,

colesterol, sacarosa y fenoxietanol.

Los resultados de tamafo y potencial Z se muestran en la Tabla 19 donde
se aprecia que el tamafo no se compromete utilizando metanol como
medio de disolucion de sirolimus ya que los valores se encuentran por
debajo de los tamanos con el sistema optimizado del DOET 2 L9, aunque
para el potencial Z si hubo un cambio ya que este aumenta en 10 mV.
Este incremento pudo deberse a que el metanol ayudé a una mayor
suspension de sirolimus y de esta manera la superficie del liposoma
interacciond mas con éste, ademas del efecto del disolvente al contribuir

con sus grupos -OH, a interaccionar con mayor facilidad con el agua [51,
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52]. A pesar de lo anterior los liposomas cumplieron con el criterio de

aceptacion de <300 nm y <-30 mV.

Potencial Cantidad de

y 4 Sirolimus

(mV) Hg/mli
220.2 -34.9 702

Tabla 19. Resultados con adicion de metanol
6.4 Disefo de Experimentos 3 L9

Teniendo en cuenta que la cantidad que se adsorbe del fosfolipido es un
factor importante, asi como también el ajuste del tiempo y temperatura
de sonicacion y adicion de metanol, se planted un tercer diseno que se
muestra en la tabla 6 donde se describe un disefio L9 tomando como
factores el tipo de fosfolipido con 3 niveles para saber cudl de estos es
mejor en la adsorcidén del sirolimus, la temperatura de sonicacién a 3
niveles y el tiempo de sonicacidon a 3 niveles. La adicién de metanol no se
toma en cuenta en el disefio ya que es esencial, sin embargo, se
disminuye la cantidad de metanol a 400 uL ya que es suficiente para
solubilizar a la rapamicina, ademas se adicioné la etapa de liofilizacidon

para eliminar el metanol.

A partir de las siguientes graficas 7, 8 ,9 y tablas 20, 21 y 22 se observé
que para el potencial Z todos los factores son significativamente
diferentes al error, por lo que cualquier cambio en alguno de estos
factores repercutiria en la fabricacidon, a diferencia de la cantidad de
sirolimus adsorbida que de todos los factores ninguno repercute en
cambiarla y en el tamafio solo el fosfolipido es significativo. Tomando en
cuenta los comportamientos con respecto a las graficas de efecto 9, 10 y

11 se toma como fosfolipido a Metarin ya que ademas de ser econdmico
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proporciona mayor estabilidad, asi como también una mayor inclusién en
la cantidad de sirolimus, y con respecto al tamafio proporciona el mayor
diametro, pero por debajo de lo deseado. Para la determinacion de la
temperatura de sonicacion se decide la de 50 °C ya que a esta
temperatura la absorcion de rapamicina es mayor, asi como también el
tamafio es menor y con respecto al tiempo de sonicacién se toman 20
minutos ya que a este tiempo la absorcidon es mayor, asi como el potencial

Z es menor y el tamafno es el menor.

Potencial Z

fofolipido Tem soni t sonic error
46

45
44
43
E 42 ./.\. \/ S —
41
40
39
38

37
M S SMicro <10 25 50 20 35 50 1 2 &

Grafica 7. Diagrama de efectos del Potencial Z del DOET 3 L9 (Los valores de

potencial Z son negativos y estan representados como valor absoluto)

fosfolipido 3.191 2 1.595 14428.403 4.737
temperatura 0.015 2 | 0.007 70.170 4.737
de sonicacion

tiempo de | 0.194 2 0.097 879.007 4.737
sonicacion

Error 0.0008 |8 | 0.0001

Total 3.401 6 | 0.566

Tabla 20. ANOVA del potencial Z del DOET 3 L9
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HPLC

fosfolipido t sonic tiem sonic error
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550

% sirolimus

M S SMicro <10 25 50 20 35 50 1 2 3

Diagrama de efectos del % de sirolimus recuperado del DOET
3L9

Fosfolipido  4.845 2 | 2.422 0.562 4.737
temperatura | 3.350 2 | 1.675 0.389 4.737
de

sonicacion

tiempo de 4.035 2 | 2.017 0.468 4.737
sonicacion

Error 34.445 8 |4.305

Total 12.231 6 | 2.038

Tabla 21. ANOVA del % de sirolimus recuperado del DOET 3 L9



Grafica 9.

Tamario de Particula
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Diagrama de efectos del Tamafio de particula del DOET 3 L9

Tamafo (nm)
g =
(=] (=]

B

1 2 3

Efecto

Fosfolipido 117.171 2 | 58.585 | 6.613 4.737
temperatura | 74.135 | 2 | 37.067 | 4.184 | 4.737
de
sonicacion
tiempo de 35.134 |2 | 17.567 | 1.983 | 4.737
sonicacion
Error 70.864 | 8 | 8.858
Total 226.441 6 | 37.740
Tabla 22. ANOVA del tamafio de particula del DOET 3 L9

6.4.1 Caracterizacion y Comparacién del Sistema Optimizado con el

Inicial

65

Se prepararon muestras por triplicado con las condiciones 6ptimas del

DOET 3 L9 bajo las siguientes condiciones: Proporcion Lecitina-colesterol

(7:3), Conservador (Fenoxietanol), Fosfolipidos (Proveedor Metarin),

Crioprotector (sacarosa), temperatura de agitacién (70 °C), velocidad de

agitaciéon rpm (950), tiempo de agitacion (20 min), tiempo de sonicacién



66

20 minutos y temperatura de sonicacién 50°C, asi como también la
fabricaciéon de liposomas con condiciones iniciales como el articulo de
Linares Alba et al[21]

Descripcién de cada uno de los sistemas: el inicial se aprecia como una
solucién opaca blanquecina mas turbia en la formulacidén optimizada que
la inicial esto debido a que al momento de filtrar hay pérdida de
fosfolipidos en la formulacion lo que en la optimizada no sucede, como
puede observase en la tabla 24 el pH aparente para el inicial se encuentra
en 6.66+0.04 mientras que para el optimizado se encuentra 6.41+0.3
esto indica que no hay cambio significativo entre ambas fabricaciones.
Para el tamafio de particula (tabla 23) se redujo en gran medida de
326+48 nm a 154+17.7 nm disminuyendo también la variacion y esto es
normal ya que con la sonicacidon se optuvo el cometido de disminuir el
tamano. Con respecto al potencial Z, los resultados son similares entre -
40.6 £ 7.6 y optimizado a -40.0+£3.3 mV. Por otro lado, el porcentaje de
sirolimus recuperado en la formulacién optimizada es notoriamente
superior ya que en la formulacion inicial no se alcanzé ni un 10% mientras
que la formulacion optimizada es de 89.4+17.9 %, esto debido a la baja
solubilidad del sirolimus en donde en la inicial no se logré la inclusidon en
los liposomas lo que en la formulacién optimizada se realizd gracias al

metanol.

Tamano de Particula Potencial Z

Formulacién | Formulacion | Formulacion | Formulacion
Inicial (nm) Optimizada Inicial (mV) Optimizada
(nm) (mV)
M1 377.0 140.9 -32.4 -42.1
M2 319.5 147.5 -42.1 -41.7
M3 281.6 174.3 -47.4 -36.3
promedio | 326.0 154.2 -40.6 -40.0
DE 48.0 17.7 7.6 3.3

Tabla23. Comparacion de fabricacion inicial y optimizada tamafio y potencial z.
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% Sirolimus recuperado PpH

Formulacién | Formulacion | Formulacion | Formulacion
Inicial Optimizada Inicial Optimizada
M1 8.5 69.6 6.63 6.41
M2 0.3 104.3 6.65 6.71
M3 0.6 94.2 6.71 6.12
promedio | 3.1 89.4 6.66 6.41
DE 4.6 17.9 0.04 0.30

Tabla 24. Comparacion de fabricacién inicial y optimizado dé % de sirolimus

recuperado y pH

Con respecto a la cantidad de fosfolipido total al final de la elaboracién de
liposomas, se observd que la cantidad en la fabricacidn inicial es muy baja
de un promedio del 27+0.7 % (tabla 22), esto debido a que la mayor
cantidad se perdia en el filtro, por ello la cantidad de rapamicina final es
menor y la otra fraccién en el matraz bola donde se hace la fabricacién,
en cambio la cantidad de fosfolipido en la formulacidon optimizada llega a
ser del 74.6+9.5% esto indica que al eliminar el proceso de filtracion y al

solubilizar con metanol se impide la perdida de fosfolipido.

% de % de
Fosfolipido Fosfolipido

final en la final en Ila

formulacion formulaciéon

inicial optimizada
M1 26.96 71.57
M2 28.08 67.03
M3 28.29 85.37
Promedio | 27.77 74.66
DE 0.71 9.55

Tabla 25. Resultados de % de fosfolipido final en la formulacion

La caracterizacién usando tincidn negativa para TEM (imagenes 21 y 22)
mostrd que para la elaboracién tanto inicial como optimizada se obtienen

estructuras esféricas. utilizando el programa GATAN DigitalMicrograph se
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realizo la medicion de los diferentes tamafos (n=100) determinando que
en la fabricacion inicial se observé un de diametro de 435£187 nm en
tanto para el sistema optimizado su tamafio fue mucho menor ya que éste
fue de 100£30 nm. Asi miso se aprecia menor polidispersién en el lote

optimizado.

Imagen 22 Microscopia electronica de transmision sistema inicial
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6.4.2 Estudio de Liberacion in vitro

El estudio de la liberacidn in vitro se realizé con membrana de dialisis,
utilizando membranas de celulosa regenerada de tamafio de poro de 12
a 14 kDa, para permitir la difusidon del principio activo manteniendo a las
particulas separadas del medio de liberacidén. Una de las desventajas mas
importante de este tipo de membrana es que puede limitar el paso del
farmaco y controlar la velocidad de liberacién, lo que hace necesario

evaluar la membrana antes de su aplicacion.

Para farmacos con poca solubilidad, cuando se lleva a cabo un estudio de
caracteristicas de liberacién, se usa tipicamente un tensioactivo o un
disolvente organico para mejorar la solubilidad del farmaco en el medio
de liberacidn para satisfacer las condiciones de disipacion, es por ello que
se determind la solubilidad maxima del sirolimus en diferentes medios

para establecer cual es el mejor para llevar a cabo el estudio de liberacién.

i Solubilidad
Nombre del medio Composicion L.
maxima
SDS Agua + 0.4% SDS | 35 ug/mL
0.9% NaCl + 0.05%
Brij 8 ug/mL

Brij + 0.0003% BHT

Solucién salina + 2-
Propanol S5 pg/mL
propanol (?:1 v/v)

PBS pH 4 + 0.1%
Pluronic ] 13.5 ug/mL
Pluronic

Acetonitrilo Acetonitrilo 20% 65.57 ug/mL

Tabla 26. Resultados del estudio de solubilidad maxima

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 23. Se consideré que
el medio mas adecuado para llevar a cabo las pruebas de liberacion es el

acetonitrilo debido a la alta solubilidad del sirolimus.
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Finalmente, para conocer el impacto del medio en la estabilidad de los
liposomas, 500 pL de una suspension de liposomas se incubaron en 5 mL
de acetonitrilo al 20% a 37 ©°C, con agitacion continua. Se analizé el
tamano de particula de las muestras tras 48 y 120 horas (estimados como
el tiempo minimo y maximo para desarrollar el estudio de liberaciéon) por
el método de dispersidén dindmica de luz y estos resultados se compararon
con los de una muestra de liposomas sin tratamiento, a un nivel de

dilucidon adecuado (tabla 24).

Muestra Tamano de particula del

(h) sistema optimizado (nm)

Sin acetonitrilo 185.6+70.62
0 172.8482.64
48 152.5+66.04
120 167.34+90.65

Tabla 27. Estabilidad de los liposomas en acetonitrilo

Observando los resultados descritos en la tabla 24, podemos inferir que
el tratamiento con acetonitrilo no propicia la pérdida de estabilidad de los
liposomas, lo que se traduce en que el tamano de particula no cambia de
forma significativa después de la incubacién, por lo que este medio se

utilizé para realizar el ensayo de liberacién.

Este estudio se realizdé tanto para la formulacién inicial como para la
formulacién optimizada. En las graficas 12 y 13 se puede apreciar que
para la fabricacion inicial la liberacién del fadrmaco es rapida ya que a la
hora se libera mas del 50% del contenido de rapamicina lo que puede ser
causado por la baja concentracion de la misma. Para la liberacién del
sistema optimizado se observa que hay un incremento lineal hasta un

periodo de 10 h, posteriormente llega a una liberacién sostenida y vuelve
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a liberarse, esto es causado por que se adsorbe y se libera de las paredes
del material donde se estd llevando la liberacion, asi como también puede
ser causado por el comportamiento de liberacidn-absorcion de los mismos

liposomas.

liberacion fabricacion inicial

300
250
200
150
100

50

%liberado

Tiempo(H)

Grafica 10. Perfil de liberacion de la formulacion inicial.

promedio optimizado
50
40
30
20

%librado

tiempo(h)
Grafica 13. Perfil de liberacién de la formulacién optimizada.

Para entender el comportamiento cinético de liberacion, se realizaron
ajustes no lineales con distintos modelos matematicos de cinéticas de
liberacion (Tabla 25), entre los que se encuentra los modelos de orden 0,

Higuchi y Korsmeyer-Peppas.
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Higuchi Korsmeyer y Peppas orden 0

K R? K n R? K R?

formulacién | 0.009 | 0.167 | 0.851 0.029 | 0.287 | 0.001 | 0.076

inicial

formulacion | 0.070 | 0.946 | 0.048 0.628 | 0.952 | 0.009 | 0.901

optimizada

Tabla 25. Comparacion de ajustes no lineales

La liberacion de la formulacidén inicial no se ajusta a ninguno de los
modelos ya que se da de manera rapida alcanzando el 100% a las 5 horas
de iniciada la liberacién. En cambio, para el sistema de la formulacién
optimizada, la cinética se ajusta mejor al modelo de Korsmeyer-Peppas
dando un valor de *n” de 0.628 lo que indica que tiene un comportamiento
de liberacion andémalo o de hinchamiento, en donde principalmente se
lleva a cabo una absorciéon del medio y posteriormente difusion tipo
Fick.[53, 54]. Esto mostré que el sirolimus se encuentra distribuido en
gran parte en la bicapa, ademas el que se ajuste a Korsmeyer indica que
el liposoma no se destruye rapidamente debido a las condiciones del
medio. El comportamiento observado coincide con el informado por
Zhi-Lin Miao et al[55] el cual utilizéd el mismo método de liberacion pero
utilizando con disolvente metanol y observd que la liberacion del 80% de
una solucién de sirolimus se lleva a cabo en un periodo de 10 h,
posteriormente disminuye, reduciendo hasta un 40% a las 28h,

indicando, también, un proceso de reabsorcion.

Con estos resultados se puede hacer constar que el liposoma optimizado
cumplird con la funciéon de liberar farmaco en un lapso prolongado de
tiempo, sin embargo, es preciso realizar pruebas in vivo para mayor

informacion.
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7.- Conclusiones

Se logré disefiar y fabricar liposomas por medio de diferentes
disefios de experimentos determinando para cada uno de estos
disefios variables como: tipo de fosfolipido, proporcion Leticita-
colesterol, tipo crioprotector, tiempo de calentamiento,
temperatura de calentamiento, tiempo de sonicacién y temperatura
de sonicacion. Asi mismo se midieron como factores de respuesta
el potencial z, tamafio de particula y cantidad de sirolimus en

solucion.

Con los DOET 1 L18, DOET 2 L9 y DOET 3 L9 se determinaron las
condiciones de la formulacion 6ptima, las cuales fueron: Proporcién
Lecitina-colesterol (7:3), Conservador (Fenoxietanol), Fosfolipidos
(Proveedor Metarin), Crioprotector (sacarosa), temperatura de
agitacién (70 °C), velocidad de agitacién rpm (950), tiempo de
agitacion (20 min), tiempo de sonicacién 20 minutos y temperatura

de sonicacion 50°C.

Los liposomas optimizados presentaron las siguientes
caracteristicas; tamafio de particula de 154+17.7 nm, potencial Z
de -40.0+3.3 mV y un rendimiento de sirolimus en la formulacién
de 894+179 (ug/mL), ademas de lograr mejorar el perfil de
liberacion, el cual nos indica que tiene un comportamiento de
liberacidn por hinchamiento y posterior difusidon. Lo cual permite
una liberacion sostenida mayor, en comparacion con otros

liposomas previamente desarrollados.

Se logré la optimizacién de la formulacion el proceso de fabricacion
de liposomas con sirolimus, mediante la implementacion DOET, con

un numero reducido de experimentos, dando como resultado el
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intercambio de etapas en la fabricacién como, la filtracién y adicion

de glicerol, por la sonicacion, liofilizacion y la adicién de metanol.
8. Perspectivas

Probar su eficiencia y seguridad en un modelo in vivo, asi como también
probar el tratamiento para diferentes enfermedades autoinmunes, no solo
para la enfermedad de Sjogren, como la enfermedad renal crénica,

tratamiento para la tuberculosis.

Adicionar un farmaco hidrofilico el cual puede ayudar a incrementar la
potencia del sirolimus como es la ciclosporina y de este modo disminuir la

dosis necesaria para una inmunosupresion efectiva.
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