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1. INTRODUCCION.

El Clotrimazol (CLOT) es un antifungico de amplio espectro perteneciente al grupo
de los imidazoles. Su toxicidad es baja y es utilizado ampliamente para tratar
infecciones del tracto vaginal. Una concentracion de 3 ug/mL es efectiva para inhibir
diferentes especies de hongos, en particular especies de Candida, que son

responsables de la vulvovaginitis (Pasqualotto, et al, 2008).

El desarrollo de la nanotecnologia en diversas areas incluye la administracion de
farmacos en sistemas coloidales, su principal utilidad es mejorar la biodisponibilidad
del farmaco y reducir al minimo los efectos secundarios de esté mediante el
transporte de las moléculas a los lugares deseados. Ha sido eficaz para la

administraciéon de farmacos que presentan escasa solubilidad acuosa.

Los sistemas coloidales acarreadores de farmacos son capaces de liberar principios
activos en sitios especificos del cuerpo (Pindn, 2005). La nanoencapsulacion de
farmacos incrementa la eficiencia, especificidad, tolerabilidad e indice terapéutico
del principio activo (Lara, 2015). Las nanoparticulas (NP’s) pueden ser definidas
como particulas coloidales sdlidas con talla submicrénica. En la actualidad existen
diversos métodos para preparar NP’s poliméricas. Son técnicas similares en donde
una solucién organica que contiene los componentes de la nanoparticula funciona
como una fase interna durante la preparacién y una solucién acuosa que contiene
estabilizadores constituye el medio de dispersion (Quintanar-Guerrero, et al., 1998).
La obtencion de NP’s con caracteristicas homogéneas depende, entre otros

factores, de la adecuada seleccion de la técnica de preparacion (Lara, 2015).

Las NP’s se caracterizan en términos de tamafio, morfologia, contenido de principio
activo, y liberaciéon de farmaco in vitro (Reyes y Rivera, 2015). En el grupo de
investigacion del Laboratorio de Sistemas Farmacéuticos de Liberacion Modificada
se desarrollaron tesis que proponen la inclusion de antimicoticos en NP’'s
poliméricas de Acetato Ftalato de Celulosa (CAP) para potencializar las
propiedades microbicidas de este polimero en el tratamiento de infecciones
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vaginales. Ademas, se observo que el CAP es estable en fluido vaginal (condiciones

acidas).

En revisiones biblio-hemerograficas no se encontr6 un método de cuantificacion
validado de CLOT en NP’s de CAP. La importancia del método analitico es conocer
la encapsulacion del principio activo y el comportamiento de éste en la liberacion in
vitro. La validacién analitica es un requisito clave para evaluar y demostrar la

confiabilidad de un método idoneo (Renger, et al., 2011).
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2. MARCO TEORICO.

2.1. Nanociencia.

Richard Feynman en su discurso “hay mucho espacio en la parte inferior” de 1959
menciono la posible existencia de la nanociencia. Feynman especul6 sobre lo que
podria estar en la escala molecular y desafié a la comunidad técnica “a encontrar
maneras de manipular y controlar cosas en pequefa escala". Inspirado por la vision
de Feynman, la nanociencia se define hoy como; el estudio de la manipulacién y el
control de los materiales a escala molecular, es decir, un orden de escala espacial
menores de cien nanometros. Menos de un milésimo de la anchura de un pelo
humano. La extraordinaria caracteristica de la nanociencia es que permite la
adaptacién y la combinacién de propiedades de la materia a nivel fisico, biolégico y
de ingenieria, un nivel muy bajo de bloques arquitectonicos de la naturaleza. La
nanotecnologia se ha desarrollado en diversas areas; electronica, materiales
conductores, sensores, biotecnologia, tecnologia ambiental, medicina, entre otras,

incluyendo a las NP’s para la administracion de farmacos (Goddard lll, et al., 2007).

El disefio y la sintesis de sistemas eficaces de administracion de farmacos son de
vital importancia para la medicina. La innovacién y la nanotecnologia han impulsado
sinérgicamente el avance de la administracion de farmacos. La quimica de los
materiales permite la generacién de sistemas biodegradables, biocompatibles,
sensibles al medio ambiente y sistemas de entrega dirigidos. La nanotecnologia
permite controlar el tamafo, la forma y la multifuncionalidad de las particulas
(Zhang, et al., 2013).

Su principal utilidad es mejorar la biodisponibilidad del farmaco y reducir al minimo
los efectos secundarios de esté mediante el transporte de las moléculas a los
lugares deseados. Se puede aumentar el tiempo de circulacion de los farmacos
dentro del organismo, ya que las particulas mas grandes tienden a ser eliminadas
mucho mas rapido que las mas pequefas, mejoran las velocidades de disolucién

debido al aumento de superficie y potencial quimico y ha sido eficaz para la

3

CUAUTITLAN



administracién de farmacos que presentan escasa solubilidad (Shekunov, et al.,
2006).

2.2. Nanoparticulas poliméricas.

Las NP’s pueden definirse como particulas sdlidas coloidales que varian en tamafio
de 10 a 1000 nm (1 pm), formadas por materiales macromoleculares en los que el
principio activo (farmaco o material biolégicamente activo) se disuelve, se entrampa,
encapsula, adsorbe o adjunta en la matriz de la nanoparticula (Kreuter, 2007). La
matriz puede ser elaborada con infinidad de materiales como son; polimeros no
biodegradables, polimeros biodegradables, lipidos, proteinas, o polisacaridos,
proporcionandoles nuevas ventajas como nanoacarreadores biocompatibles.
(Breunig, et al., 2008). Si se comparan con otros acarreadores coloidales, como los
liposomas, las NP’s presentan una mayor estabilidad, cuando estan en contacto
con fluidos biolégicos; debido a su naturaleza polimérica son mas susceptibles de
convertirse en sistemas de liberacion prolongada y controlada (Quintanar-Guerrero,
et al., 1998).

Las NP’s se pueden dividir en dos grupos: nanoesferas y nanocapsulas, como se
muestra en la figura 1; las nanoesferas son sistemas matriciales en las cuales el
farmaco esta fisica y uniformemente dispersado o adsorbido, mientras que las
nanocapsulas son sistemas en los cuales el farmaco se encuentra en una cavidad
oleosa rodeado por una membrana polimérica, o adsorbido en ésta (Kumari et al.,
2010).




Nanoesfera Nanocapsula

Fig. 1. Representacion esquematica de nanoesfera y nanocapsula.

Las NP’s pueden usarse para administrar farmacos hidréfilos, farmacos hidréfobos,
proteinas, vacunas, macromoléculas. Pueden ser formuladas para la entrega
dirigida al sistema linfatico, cerebro, paredes arteriales, pulmones, higado, bazo, o
para la circulacion sistémica a largo plazo. Por lo tanto, existen numerosos
protocolos para sintetizar NP’s basados en el tipo de farmaco utilizado. Una vez que
se elige un meétodo, los parametros deben adaptarse para crear las mejores
caracteristicas posibles. Cinco de las caracteristicas mas importantes son: tamano,
encapsulacion, eficiencia, potencial zeta (carga superficial) y caracteristicas de

liberacion (Hans, et al., 2007).

Los materiales utilizados para preparar NP’s pueden clasificarse en dos grupos:
polimeros sintéticos y compuestos, tales como proteinas y lipidos. Se han propuesto
diversos métodos para preparar NP’s de compuestos naturales, que implican el uso
de calor o sonicacion, altos volumenes de disolventes o aceites organicos y
productos quimicos toxicos. Por otra parte, la incertidumbre de la fuente y pureza
de la macromolécula y el potencial de antigenicidad restringe el uso de este tipo de
NP’s. También se han reportado inconvenientes para NP’s poliméricas preparadas
por polimerizacion de mondmeros dispersados. La mayoria de las NP’s formadas a
partir de estos monémeros no son biodegradables y algunos subproductos pueden
no ser totalmente biocompatibles, pueden contener residuos toxicos tales como
monomeros, oligdbmeros o la persistencia de los catalizadores, ademas, pueden

ocurrir reacciones cruzadas con el farmaco o degradacion de los componentes
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cuando la radiacién se utiliza para inducir la polimerizacién (Quintanar-Guerrero, et
al., 1998).

Los polimeros sintéticos han recibido significativamente mas atencion que los
naturales debido a lo mencionado en el parrafo anterior, los mas utilizados para las
NP’s han sido: poli-e-caprolactona (PCL), poli (acido lactico) (PLA), poli (acido
glicélico) (PGA) y sus copolimeros, entre otros. Estos polimeros son conocidos por
su biocompatibilidad y por su excrecion a través de vias naturales, ademas, la
velocidad de degradacion y, en consecuencia, la velocidad de liberacion del farmaco
puede manipularse variando la relaciéon de PLA o PGA. Se han desarrollado varios
sistemas de administracidon con estos polimeros para minimizar los efectos

secundarios (Hans, et al., 2007).

La biocompatibilidad de los monémeros es el fundamento de la biocompatibilidad
del polimero. Las propiedades de degradacion son afectadas por la cristalinidad, el
peso molecular, la temperatura de transicién vitrea y la hidrofobicidad del
monomero. La solubilidad de los polimeros en disolventes organicos es un factor
importante que debe ser considerado en la fabricacion de sistemas de liberacién de

farmacos (Pifdn, 2008).

El desarrollo de productos biodegradables y la garantia de un proceso robusto de
produccion requieren un conocimiento exhaustivo de los materiales y el proceso a
utilizar. Hoy en dia existen varios métodos para preparar NP’s, en consecuencia,
se han llevado a cabo extensos estudios y los equipos de investigacion han
publicado revisiones sobre las técnicas, materiales y mecanismos de formacion para
la preparacion de NP’s (Mora-Huertas, et al., 2011). Quintanar Guerrero y
colaboradores clasifican las técnicas de preparacion a partir de polimeros

preformados en cuatro categorias (Piiidn, 2008):

a
b
c
d

) Emulsificacién-evaporacion.

) Desplazamiento de disolvente.

) Método “salting-out” o inmiscibilidad por soluciones salinas.
)

Emulsificacion-difusion.
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2.3. Métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas.

2.3.1. Emulsificacién-evaporacion.

En este método el polimero y farmaco hidrofobo se disuelven en un disolvente
organico tal como; diclorometano, cloroformo o acetato de etilo, ésta mezcla se
emulsiona con una solucion acuosa que contiene tensioactivo o emulsionante para
formar una emulsion aceite en agua (o / w). Después de la formacion de una
emulsion, el disolvente organico se evapora reduciendo la presion o agitando
continuamente, induciendo la precipitacion del polimero. Con el fin de disminuir y
homogeneizar el tamafo de particula, pueden emplearse homogeneizacion de alta
velocidad o ultrasonicacion (Mohanraj y Chen, 2006), en la figura 2 se esquematiza

este método.

Fig. 2. Representacion esquematica del método emulsificacién-evaporacion.
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2.3.2. Desplazamiento de disolvente.

El desplazamiento de disolventes y la emulsificacion-difusiéon son los métodos mas
utilizados para preparar NP s biodegradables. La diferencia principal entre ellos es
el procedimiento, que resulta de la miscibilidad total o parcial del o los disolventes

organicos utilizados en agua (Mora-Huertas, et al., 2011).

Este método también conocido como nanoprecipitacidon, fue descrito y patentado
por Fessi y colaboradores, consiste en dos fases, una acuosa y otra organica; la
primera es constituida por los estabilizantes disueltos en agua y la segunda se
compone de la sustancia activa y el polimero biodegradable disueltos en un
disolvente miscible en agua como la acetona. La fase organica es adicionada lenta
y constantemente a la fase acuosa con agitacion magnética constante, formandose
instantaneamente las NP’s por la rapida difusion del disolvente que favorece la
precipitacion del polimero. La acetona es evaporada a presion reducida, la figura 3
presenta esta técnica de preparacion (Quintanar Guerrero et al, 1998; Reyes y
Rivera, 2015).

Fig. 3. Representacion esquematica del método desplazamiento de disolvente.
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2.3.3. Método de “salting-out”.

Este método es ampliamente utilizado en la industria, debido a su alto rendimiento,
pureza, velocidad y sencilla operacion. El método no exige tratamiento térmico en
el procesamiento de la muestra y, por tanto, es especialmente util para la
incorporacion de farmacos termolabiles. Se basa en el fendmeno de solubilidad, en
donde, esta se reduce a traveés de la adicion de un electrolito a un no electrolito en
agua. Aunque se trata de una etapa de emulsificacién, se evita el uso de
tensioactivos y disolventes clorados. El estabilizante soluble en agua se anade a
una soluciéon saturada de electrolito (por ejemplo, cloruro de sodio, acetato de
magnesio o cloruro de magnesio) alcanzando la consistencia de un gel viscoso.
Posteriormente, el polimero y el farmaco son disueltos en un disolvente organico.
La acetona se utiliza frecuentemente como disolvente debido a sus propiedades
solubilizantes. La adicion de la fase organica al gel viscoso bajo agitacion continua
provoca la salificacion del disolvente organico, induciendo la formacion de NP’s en
un medio organico-acuoso. Finalmente, el disolvente y electrolito son eliminados por
filtracion de flujo cruzado (Toth, et al., 2005; Mishra, et al., 2010). En la figura 4 se

esquematiza este método.

Fig. 4. Representacion esquematica del método “salting-out”.
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2.3.4. Emulsificacion-difusion.

La técnica de emulsificacién — difusion fue patentada en 1999 (Quintanar-Guerrero,
et al., 1999), parte de un polimero preformado e involucra el uso de un disolvente
parcialmente miscible en agua, el cual debe ser previamente saturado en agua para
asegurar el equilibrio termodinamico inicial de ambos liquidos. El polimero se
disuelve en el disolvente saturado con agua y esta fase organica se emulsifica bajo
agitacion vigorosa en una solucion acuosa que contiene un estabilizante y que a su
vez ha sido saturada con el disolvente organico. La subsecuente adicién de agua
libre (no saturada) al sistema causa que el disolvente difunda hacia la fase externa,
resultando en la formacion de las NP’s (figura 5). Generalmente los disolventes que
se utilizan son eliminados por destilacion a presion reducida. Se ha demostrado que
cada gota de la emulsion produce varias NP’s y que éstas se forman por distintos
fendbmenos que ocurren en la interfase durante la difusion del disolvente. Sin
embargo, la formacién de las NP’s no puede ser completamente explicada por las
turbulencias producidas en la interfase, por lo que los autores han sugerido que las
NP’s se forman por la inestabilidad fisicoquimica que produce el transporte del
disolvente, de manera similar al mecanismo utilizado para explicar los procesos de
emulsificacién espontanea. La difusion del disolvente desde las goticulas transporta
consigo moléculas de polimero a la fase acuosa, formando regiones localizadas
sobresaturadas, en las cuales se originan nuevos globulos o agregados de polimero
(no totalmente desolvatados). La estabilizacién de estas NP’s embrionarias por la
presencia de un agente estabilizante es crucial para evitar coalescencia y formacién
de aglomerados durante y hasta la completa difusién del disolvente (Quintanar-
Guerrero, et al., 1998; Pifidn, 2008; Lara, 2015).
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Fig. 5. Representacion esquematica del método emulsificacion — difusion (Lara, 2015).

2.4. Infecciones Vaginales.

La flora vaginal normal es un ecosistema dinamico que puede alterarse con
facilidad. Las secreciones vaginales tienen una composicién que incluye moco
cervical, secreciones transudadas a través de la pared vaginal, que varia con la
edad, la fase del ciclo menstrual, la excitacion y la actividad sexual, los

anticonceptivos, embarazos y estado emocional.
Las secreciones vaginales normales se caracterizan por ser (Caballero, et al., 2000):
Inodoras.

Claras o blancas.

)
)

c) Viscosas.
) Homogéneas o algo floculentas con elementos aglutinados.
)

pH acido < 4.5.

f) No fluyen durante el examen del espéculo.

g) Sin neutrdfilos polimorfonucleares.
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La microbiota vaginal sana es una barrera biolégica importante para los
microorganismos patégenos (Nardis, et al., 2013). La Gardnerella vaginalis (G.
vaginalis) puede aislarse en el 5 a 60 % en las mujeres sanas sexualmente activas,
el Mycoplasma hominis en el 15-30 % y existen concentraciones balanceadas de
organismos facultativos y anaerobios. Las especies microbiolégicas que se
encuentran en la vagina de la mujer saludable en edad reproductiva tienen gran
importancia, por ejemplo, los Lactobacillus spp producen peroxido de hidrogeno, a
este compuesto se le han atribuido propiedades bacteriostaticas o bactericidas,
dependiendo de la especie microbiana, dificultando la produccion de bacterias
catalasa negativas. Los bacilos producen acido lactico a partir de la descomposicién
del glucdégeno que se deposita en las células epiteliales de la vagina después de la
pubertad. Este proceso hace que el pH normal de la vagina se ubique entre 3.8 y
4.4, excepto durante las menstruaciones, que fomenta el crecimiento de /actobacilos
acidofilicos (bacilos anaerobios y facultativamente grampositivos) (Caballero, et al.,
2000).

Se denomina vaginitis a la inflamacion infecciosa o no infecciosa de la mucosa
vaginal. Las causas pueden variar de acuerdo con la edad, en las nifias podria
originarse por escasa o incorrecta higiene perineal. En mujeres de edad fértil por lo
general se debe a infecciones que pueden ser causadas por bacterias, parasitos,
virus u hongos. Existe también la vaginitis tréfica que esta relacionada con la
menopausia o la vaginitis senil y la vaginitis traumatica por cuerpos extrafios que
pueden generarse por tampones olvidados, por ejemplo, y también engloba la

vaginitis causada por violaciones.

Existen varios factores que predisponen a la vaginitis, eventualmente se clasifican
como enddgenos y exdgenos. Entre los enddgenos se encuentran: enfermedades
metabdlicas como la diabetes, la anemia ferropénica, hipo e hipertiroidismo,
enfermedades cronicas y VIH. Entre los factores exdgenos se encuentran: el uso de
prendas ajustadas, ropa interior sintética, obesidad, poca higiene, aerosoles y
desodorantes vaginales, anticonceptivos orales, dispositivos intrauterinos,

diafragma, duchas vaginales, también el uso de antibidticos, radiaciones,
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inmunosupresores, gestagenos y corticoides, asi como una dieta rica en

carbohidratos y tratamientos hormonales (Padilla, 1997).

Cada una de las infecciones vaginales presenta caracteristicas dinamicas y
patoldgicas peculiares. Palmeira y colaboradores en 2015, hicieron una recopilacién
de las infecciones vaginales mas comunes: Bacteriosis Vaginal (BV), Vaginitis
Aerébica (VA), Candidosis Vulvovaginal (CVV) vy tricomoniasis. Descritas a

continuacion.

2.4.1. Bacteriosis vaginal.

Se identifica por un gran aumento en el numero de bacterias endégenas, por lo
general G. vaginalis y otros microorganismos patdégenos como Afopobium vaginae,
Bacteroides spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus spp., Mobiluncus spp. y
Mycoplasma hominis. Esto es acompafiado de una reduccion significativa en el
numero de lactobacilos protectores, que explica un caracteristico incremento en el
pH vaginal (pH> 4.5) en comparacion a un medio vaginal sano tipico. La BV es, de
acuerdo con varios autores, la infeccion vaginal mas comun en mujeres de edad
reproductiva, aunque también puede afectar a las mujeres durante la menopausia,
frecuentemente es asintomatica. A pesar de su alta prevalencia, es la infeccion
vaginal menos diagnosticada y se ha demostrado que, si no se trata, puede
asociarse con complicaciones. Una de las principales limitaciones es que tiene una
definicion sindromica, en otras palabras, cualquier combinaciéon de tres de sus
cuatro criterios de diagndstico llamados Amsel (abundante dispersion vaginal
cremosa y adherente, olor a pescado podrido, pH> 4.5, presencia de células clave
en el frotis vaginal) conduce a un unico diagnéstico. El olor, su sintoma mas comun,
parece estar relacionado con los metabolitos, como aminas, producidas por
patdgenos y el bajo contenido de acido debido a una disminucién en la poblacién
de lactobacilos. Estas caracteristicas dinamicas, junto con la observacidn
microscopica de células vaginales exfoliadas cubiertas por G. vaginalis, son la base
de los criterios diagndsticos de Amsel. Por otra parte, G. vaginalis parece ser la
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unica bacteria que expresa factores de virulencia relacionados con la infeccién por

BV, lo que sugiere que las otras bacterias pueden ser oportunistas.

2.4.2. Vaginitis aerdbica.

Los datos microscoépicos de infecciones vaginales causadas por bacterias sugirieron
en algunos casos que las condiciones estaban completamente relacionadas con
BV, ya que las bacterias aerdbicas predominan y hay signos de respuesta
inflamatoria, pero existian bacterias que no se ajustaban completamente a los
criterios de este diagndstico, por lo que eran clasificadas como "flora intermedia”,
esto impulsé a la busqueda de la nueva entidad. A diferencia de BV, esta condicion
estd muy asociada con la inflamacion, como lo confirma la observacion
microscopica de leucocitos y células parabasales en muestras vaginales y un
significativo aumento en la cantidad de citocinas proinflamatorias en los lavados
vaginales. Adicionalmente, los patégenos asociados con esta infeccion son distintos
de los asociados con BV, siendo principalmente bacterias aerdbicas, como
Estreptococos del grupo B, Escherichia coliy Enterococés. Como los Lactobacilos
son escasos en este medio vaginal, la concentracién de lactato es muy baja, y el
succinato, un metabolito producido por microorganismos anaerobios tipicamente
presentes en BV, esta ausente. Los sintomas asociados con VA también son
indicativos de una enfermedad inflamatoria, ya que los sintomas genitales son
enrojecimiento del epitelio, baja descarga y dispareunia. Aunque el fluido vaginal
presenta un pH> 5.0, no se presenta olor a pescado podrido en esta condicion. La

prevalencia de VA oscila entre el 5 % y el 10 % en mujeres no embarazadas.

2.4.3. Candidiasis vulvovaginal.

Los sintomas mas comunes asociados con CVV son irritaciéon y secrecion vaginal,

quemadura vulvar, prurito e inflamacién. Aunque estos sintomas no son
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exclusivamente relacionados con esta infeccion, cuando se asocian a una secrecion
vaginal tipo "queso cottage”, homogéneamente gruesa a floculante, sin olor a leche
o fermentacion, da un panorama general que se ha considerado tipico. Las mujeres
a menudo tienen dispareunia, disuria y no pocas veces una leve hemorragia por
fisuras y excoriaciones. El examen éptico revela eritema, hinchazén y fisuracion de
la vulva, con papular pustular discreto y perlas periféricas. El enrojecimiento difuso
se extiende al epitelio vaginal. Dado que los sintomas de CVV no son
patognomonicos, el diagndstico exige la deteccion de células de levadura y formas
miceliales (usualmente considerados fenotipos patdégenos) en un examen de fluido
vaginal al microscopio. El pH vaginal en tales casos es invariablemente normal (4.0-
4.5). Uno de los retos mas dificiles con respecto a Candida spp. es el
comportamiento de su presencia en el medio vaginal. A pesar de la evidencia clara
del papel de Candida albicans en CVV, solo puede aislarse de la vulva y/o la vagina
hasta en un 20 % en las mujeres asintomaticas de edad reproductiva. Como los
mecanismos de defensa vaginales parecen no actuar rapidamente, la presencia de
levaduras en la vagina puede confundirse con un comensalismo, el cual no es
verdadero sino un estado transitorio o una infeccion subclinica quiescente. Puede
presentarse infecciones recurrentes causadas por cepas de levadura resistentes a
pesar del tratamiento antifungico prolongado. Las cepas aisladas antes y después
del tratamiento son idénticas en mas de dos tercios de las recurrencias. El proceso
de colonizacién se ha relacionado con Candida spp. La existencia de un estado de
colonizacion antes de la infeccion apoya la definicion de Candida spp. como

patdgeno oportunista (Palmeira, et al., 2015).

Existen determinados medicamentos que son efectivos en el tratamiento de la
vaginitis. El objetivo principal es eliminar las manifestaciones y signos de la infeccién
vaginal. La tabla 1 muestra los medicamentos comunmente recetados para el

tratamiento de la vaginitis dependiendo del microorganismo a eliminar.
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Tabla 1. Farmacos utilizados en el tratamiento de la vaginitis (http//w20.ssaver.gob.mx; Garcia, 2011).

Microorganismo

“

Forma
farmacéutica

Tabletas orales 500 mg
Ampolletas 200 mg
Metronidazol Suspension 250 mg en 5 ml.
Ovulos 500 mg
Gel 0.75%
Crema vaginal 2%
Clindamicina Tabletas orales 300 mg
Ovulos 100 mg
Tabletas vaginales 100 mg
Crema vaginal 1%
Clotrimazol Tabletas vaginales 500 mg
Supositorios vaginales || 200 mg
Supositorios vaginales || 500 mg
Crema 2%
Miconazol
Supositorios vaginales | ---
Tabletas vaginales 100000 Ul
Nistatina
Crema 2%
Fluconazol Tabletas orales 100, 150 y 200 mg
Butoconazol Crema vaginal 2%
Ketaconazol Ovulos 400 mg
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Continuacién Tabla 1. Farmacos utilizados en el tratamiento de la vaginitis (http//w20.ssaver.gob.mx; Garcia,
2011).

Tinidazol Tabletas orales 500 mg
Tabletas orales 500 mg
Ampolletas 200 mg
Parasitos
Metronidazol Suspension 250 en 5 ml.
Ovulos 500 mg
Gel 0.75 %

2.5. Administracion vaginal.

Mientras la vagina se consideraba un 6rgano pasivo, ahora es reconocida por ser
parte del aparato reproductor femenino. Su relevancia como érgano funcional es en
diferentes aspectos; desde la sexualidad hasta la homeostasis (Palmeira, et al.,
2015). En 1918 la vagina era calificada como un organo incapaz de absorber
farmacos. Estudios posteriores revocaron este concepto errébneo mostrando
efectividad terapéutica sistémica después de la administracién vaginal de
medicamentos. Aunque esta ruta ofrece un tratamiento de género especifico, evita
obstaculos asociados con la administracibn oral o parenteral, es decir;
hepatotoxicidad del farmaco, metabolismo de primer paso, fluctuaciones de las
concentraciones plasmaticas del farmaco, efectos secundarios, inconveniencia,

irritacion de la mucosa gastrointestinal, entre otras (Berginc, et al., 2012).

Los sistemas de administracion utilizados para tratamientos vaginales incluyen
soluciones (espumas, duchas), aerosoles, semisodlidos (cremas, unglentos, geles),
tampones, tabletas, capsulas, pesarios, supositorios, sistemas de particulas, anillos
intravaginales, esponjas y polvos. En la actualidad se investigan y desarrollan

sistemas de administracion de farmacos para prevenir enfermedades de
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transmision sexual, como la infeccidon por VIH. Estos sistemas estan siendo
desarrollados para entregar formulaciones intravaginales topicas de agentes anti-
VIH o microbicidas para prevenir la transmision del virus en la mucosa (van Eyk and
van der Bijl, 2005).

El desarrollo de formas farmacéuticas de administracidén vaginal esta siendo un
prominente campo de investigacion. Sin embargo, la optimizacion de los sistemas
de administracion vaginal de farmacos todavia necesita un arduo trabajo para
mostrar resultados prometedores en pruebas preclinicas (das Neves, et al., 2008).
Con respecto a lo anterior, se han propuesto enfoques nanotecnoldgicos para
mejorar la eficacia de farmacos comunmente usados, y otras modalidades de

tratamiento, como nuevos farmacos y/o medicamentos (Palmeira, et al., 2015).

La aparicion de micro y nanotecnologias junto con la implementacion de rutas de
administracidon no invasivas e indoloras ha revolucionado el mercado farmacéutico
y el tratamiento de la enfermedad. Con el objetivo de superar los principales
inconvenientes de la via oral la ingenieria de sistemas innovadores de
administracién de farmacos por rutas mucosales ha salido a la luz y ha ganado el
interés de la comunidad cientifica debido a la posibilidad de cambiar drasticamente
la farmacocinética del farmaco, mejorando asi su eficacia terapéutica. Ademas, para
lograr el objetivo de la administracién de farmacos en la mucosa, el desarrollo de
bioadhesivos se ha perfeccionado para adaptarse a aplicaciones especificas
(Sosnik, et al., 2014).

La vagina no tiene glandulas secretoras; pero se encuentra una mezcla de fluidos
originados de numerosas fuentes que componen la pelicula superficial humeda de
este tejido. Este recubrimiento mucoso tiene varias funciones fisiolégicas
importantes y juega un papel significativo en la absorcién de farmacos. La
composicién, volumen y propiedades reoldgicas de los fluidos vaginales se ven
afectadas por la edad, la etapa del ciclo menstrual y la excitacion sexual, lo que
influye en el patrén de liberacion de un farmaco a partir de un sistema de
administracion vaginal. Ademas, esta bien establecido que cambios en el volumen,

la viscosidad y el pH del fluido vaginal puede afectar la eficacia de los sistemas
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administrados. Es importante destacar que, debido a la accion de autolimpieza del
tracto vaginal, los tiempos de residencia de las formas de dosificacion y los sistemas
de administracion seran reducidos, a menos que se modifiquen para esta ruta

especifica (das Neves et al., 2011)

Como ya se mencion6 una caracteristica que define a la mucosa vaginal es la
presencia de una capa protectora de fluido llamado moco, que actua como una
barrera fisica contra los dafios quimicos y biolégicos, asi como un lubricante natural
que se opone al dafio por cizalla. Este fluido también desempefia importantes
funciones homeostaticas, como la regulacion del balance hidrico y el transporte
ionico, la eliminacion de restos celulares, la regulacién inmune de la mucosa, el
transporte de espermatozoides en el tracto cervicovaginal, entre otros (Litt M., 1984;
Sosnik, et al., 2014).

La alta relaciéon de area de superficie a volumen de nanosistemas es de suma
importancia ya que la interfaz disponible para establecer enlaces aumenta
drasticamente. Esto generalmente significa que, tras el establecimiento de
interacciones adhesivas entre los nanosistemas y la mucina, se adhieren durante

mas tiempo.

La quimica de la superficie, la carga y el tamafo de los nanosistemas determinan
su comportamiento mucoadhesivo. Estas propiedades se pueden ajustar para
maximizar o minimizar las interacciones con los fluidos mucosos (Sosnik, et al.,
2014), el contenido basico puede ser liberado por friccion, presion, cambio de la
temperatura, difusién a través de la pared del polimero, disolucion o biodegradacion
de la pared del polimero (Chun-Wah, et al., 2012).

2.6. Clotrimazol (CLOT).

Los hongos causan un amplio espectro de enfermedades. Los ejemplos mas
comunes son infecciones localizadas en la piel y membranas mucosas, tales como

pie de atleta, infecciones vaginales e infecciones en las ufias. Los tratamientos
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farmacolégicos de estas enfermedades implican el uso de agentes antifungicos
topicos, como terbinafina, clotrimazol, miconazol o ciclopirox (Chun-Wah, et al.,
2012).

En los ultimos afos, ha aumentado el interés por las infecciones producidas por
Candida spp y Candida albicans en particular, ya que la incidencia de estas
infecciones ha aumentado considerablemente y se ha reconocido nuevas
patologias basadas en este microorganismo. Las mucosas oral y vaginal se
caracterizan por tener una biota normal, que consiste en un complejo de bacterias
susceptible a provocar infecciones en condiciones fisiolégicas extraordinarias; por
ejemplo, Candida albicans la cual es un hongo ubicuo que normalmente se
encuentra en la piel, estbmago, colon, vagina, recto, boca y garganta. Cuando este
organismo prolifera, puede producir infecciones que van desde condiciones
relativamente insignificantes, hasta infecciones sistémicas cruciales en pacientes

inmunodeprimidos y/o sometidos a quimioterapia (Esposito, et al., 2013).

El CLOT es un antifungico sintético derivado del imidazol, utilizado ampliamente
para el tratamiento de este tipo de infecciones. Infortunadamente, la administracion
oral de este farmaco no es conveniente debido a sus efectos secundarios (dolor en
abdomen o estbmago, diarrea, nauseas o vomito) y su corta vida media que requiere
frecuente dosificacion. Por estas razones, una administracién tépica es adecuada y
recomendada. Sin embargo, el CLOT presenta una solubilidad en agua muy baja,
por lo que necesita ser incorporado en un vehiculo apropiado para tener niveles
adecuados de absorcién. Cuando se aplica por via topica, el CLOT penetra en la
epidermis, pero la absorcidn sistémica si se produce es muy baja. Tras la
administracion vaginal alcanza niveles de absorcion del 3 al 10 % de la dosis
(Esposito, et al., 2013), se metaboliza en el higado a compuestos inactivos, que se

excretan por heces u orina (www.drugbank.ca).

EI CLOT es un farmaco comun en medicina humana y veterinaria para el tratamiento
de infecciones fungicas, ademas, se ha informado que es activo contra bacterias
gram-positivas como estafilococos y estreptococos (Kalhapure, et al.,, 2015).

También se ha investigado su utilidad en el tratamiento de anemia falciforme, artritis
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reumatoide, malaria (Tiffert et al., 2000), tuberculosis (Kelly et al., 2001; McLean et
al., 2002) y se investigan derivados del CLOT como inmunosupresores (Wulff et al.,
2000; Posbring, et al., 2009).

El CLOT pertenece a los diversos grupos de azoles que bloquean la sintesis de
esterol, al inhibir la enzima 14 a alpha - desmetilasa dependiente del citocromo P450
(Stenersen, 2004). Los esteroles regulan la integridad estructural, la funcién de las
membranas citoplasmicas y el crecimiento de hongos (Porsbring, et al., 2009),
también inhibe la respiracion enddgena de los hongos al interactuar con los
fosfolipidos de membrana y puede inhibir la transformacién de levaduras a las

formas miceliales (www.drugbank.ca).

Su férmula es; 1- (2-cloro-fenil) difenilmetil-1H-imidazol, con identificacion CAS-
Reg.-No. 23593-75-1 (Esposito, et al., 2013). Es altamente lipdfilo, con un pKa 6.12
considerandose una base débil, presenta baja solubilidad en rangosdepH 1a 10y
tiene un punto de fusidon de 141 a 145 °C (Buchanan, et al., 2007). Se propone
encapsular el CLOT en nanoparticulas poliméricas que permitan mejorar su eficacia
terapéutica en el tratamiento de infecciones vaginales causadas por hongos, como
la CVV.

2.7. Acetato ftalato de celulosa (CAP).

Actualmente, se estan llevando a cabo investigaciones para desarrollar estructuras
de polimeros biocompatibles en la ingenieria de tejidos 6seos y nerviosos que
puedan superar las limitaciones de los andamios estudiados previamente. Las
numerosas caracteristicas de los polimeros celulésicos como biocompatibilidad,
biodegradabilidad y soporte mecanico a las células, optimizan su uso en la

ingenieria de tejidos (Garcia, et al.2017b).

Teniendo esto en cuenta, se ha explorado la posibilidad de utilizar uno de los
derivados de celulosa mas interesantes, el CAP, como biomaterial en ingenieria de
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tejidos. En investigaciones recientes se ha encontrado que el CAP tiene

propiedades antimicrobianas y antivirales (Shrestha, et al. 2016).

En aplicaciones vaginales se ha utilizado para prevenir la infeccidon del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1), el virus del herpes (HSV | y Il) y patogenos no
viricos. (Garcia, et al.2017b). Se ha observado que inactiva cepas como Chamydia
trachomatis, Neisseria gpnorrhoeae, Heamophilus ducreyiy Trichomonas vaginalis,
sin afectar los lactobacilos de la flora vaginal natural, contribuyendo a la resistencia
contra las enfermedades de transmision sexual. Por lo tanto, las formulaciones de
CAP cumplen los criterios de microbicidas y justifican una evaluacion adicional in

vivo en humanos (Neurath, et al., 1999).

ElI CAP es un polimero derivado de la celulosa utilizado con bastante frecuencia, las
propiedades fisicoquimicas del CAP se han estudiado detalladamente desde 1998,
se ha evaluado la distribucion de masa molecular la degradaciéon térmica y la
temperatura de transicién vitrea (Shrestha, et al. 2016). Se utiliza como excipiente
en la preparaciéon de formas farmacéuticas solidas de liberacion controlada y
sostenida (Garcia-Casas, et al., 2017a). En términos de seguridad se considera
como no toxico, apto para uso en biologia humana (Neurath et al., 1999). Es un
material conocido por su caracteristica degradacion en dependencia del pH, el bajo
nivel de degradacioén en fluidos por debajo de pH 6.8 lo hacen muy resistente a los
medios gastricos y se utiliza como un material de recubrimiento entérico (Garcia, et
al.2017b). Esta propiedad del CAP es benéfica en el caso de productos
farmacéuticos dependientes del pH ya que ayuda a la administracion dirigida del
farmaco (Shrestha, et al. 2016).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

Objetivo General:

Preparar y caracterizar nanoparticulas de acetato ftalato de celulosa conteniendo
clotrimazol por el método de emulsificacion difusién y desarrollar métodos analiticos
que permitan cuantificar el farmaco liberado de las nanoparticulas en las pruebas in

vitro.

Objetivos Particulares:

a) Incorporar clotrimazol en nanoparticulas poliméricas por el método de
emulsificacién-difusion usando como polimero acetato ftalato de celulosa y
alcohol polivinilico como estabilizante.

b) Caracterizar las nanoparticulas poliméricas a través de su distribucion de
tamano de particula, potencial zeta e indice de polidispersion, cristalinidad,
porcentaje de estabilizante residual, eficiencia de encapsulamiento y perfil de
liberacion in vitro.

c) Desarrollar métodos analiticos para cuantificar el clotrimazol incluido en
nanoparticulas poliméricas de acetato ftalato de celulosa y el farmaco en los

estudios de liberacién in vitro.

Hipdtesis:

Al desarrollar un método analitico para cuantificar clotrimazol permitira conocer la
cantidad de clotrimazol que puede incorporarse en nanoparticulas poliméricas de
acetato ftalato de celulosa y evaluar el perfil de liberacion in vitro del clotrimazol a

partir de las nanoparticulas poliméricas utilizando bolsas de dialisis.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reactivos, material y equipo.
4.1.1. Reactivos.

[ Iy Ny Ny Ny Dy Ny Ny Iy Iy

NN Iy ey Iy Dy Ny Ny Ny I

Clotrimazol (donacion de Globe Chemicals S.A. de C.V., México)
Acetato ftalato de celulosa P.M. 2534.12 A.C.S. (Sigma-Aldrich, USA)
Metil etil cetona A.C.S. (Fermont, México)

Acetona (Fermont, México)

Metanol (Fermont, México)

Hexano (Fermont, México)

Alcohol polivinilico, Mowiol® 4-88 (Glomarza, México)

Acido bérico A.C.S. (Sigma-Aldrich, USA)

Yoduro de potasio A.C.S. (Sigma-Aldrich, USA)

Yodo A.C.S. (Sigma-Aldrich, USA)

Acido acético glacial R.A. (INDEQ, México)

Tubos de Membrana de celulosa (anchura plana 10 mm (0.4in.) Sigma-
Aldrich, USA)

Lauril sulfato de sodio (Drogueria cosmopolita, México)

Tween® 20 (Drogueria cosmopolita, México)

Gelucire® 44/14 (GATTEFOSSE SAS) Francia

Cloruro de sodio (Farmacia Paris, México)

Hidréxido de potasio (Farmacia Paris, México)

Hidréxido de Calcio (Farmacia Paris, México)

Acido lactico (Farmacia Paris, México)

Glicerol (Farmacia Paris, México)

Urea (Farmacia Paris, México)

Glucosa (Farmacia Paris, México)
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4.1.2.

[ Iy ey Ny Iy Iy Ay Ny I

U

U

Material y equipos

Balanza analitica (VE-204, VELAB), México

Agitador multi plaza (RT 5, IKA), USA

Agitador multi plaza (RT 10, IKA), USA

Rotaevaporador (R 210, BUCHI), Suiza

Bano Dubnoff (QUIMIS), Brasil

Ultra-Turrax (T25, IKA), USA

Potenciometro (HI2211, Hanna instruments), USA

Espectrofotometro (Espectrofotometro de UV Vis GENESYS™ 10S), USA
Liofilizadora de mesa (Labconco®), USA

Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC Q10 TA), USA

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern), UK

Aplicador automatico para cromatografia de capa fina de alta resolucion,
Automatic TLC Sampler Il versiéon 2.12 (CAMAG), Suiza

Escaner 3 y software CATS versidn 4.06 para cromatografia de capa fina de
alta resolucion (CAMAG), Suiza

Programa estadistico Statgraphics® Centurion XVI

Placas de silica gel F254 (Macherey-Nagel), Alemania
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5. METODOLOGIA.

Los siguientes estudios fueron realizados en continuidad al trabajo que se lleva a
cabo en el Laboratorio de Sistemas Farmacéuticos de Liberacion Modificada, se
tomaron como base los resultados obtenidos en los estudios de maestria de la
alumna Rocio Lara Sanchez para preparar y estandarizar los lotes sin farmaco y
obtener NP’s de CAP cargados con CLOT por el método de emulsificacién-difusion
(Lara, 2015).

5.1. Nanoparticulas obtenidas por el método emulsificacidon-difusion.

Preparacion de nanoparticulas.

En un embudo de separacioén, se agitaron y se mantuvieron en contacto durante 20
minutos un disolvente organico, en este caso la Metil Etil Cetona (MEC) y agua
bidestilada para promover la saturacion entre los dos liquidos. En el disolvente
organico previamente saturado: se disolvié el polimero (400 mg de CAP) y el
principio activo (100 mg de CLOT), para los lotes L1 y L2. En cambio, para el lote
control (LC) unicamente se disolvio el polimero (400 mg de CAP). Posteriormente
en el agua saturada se disolvio el estabilizante, Alcohol Polivinilico (PVAL) al 0.5 %.
Se realizé la emulsificacion de las soluciones con agitacion mecanica utilizando un
dispersor ultra-TURRAX (IKA T-25) a 17 000 rpm durante 10 min. Se agregé al
sistema 120 ml de agua bidestilada y se mantuvo la agitacién a 12 000 rpom durante
10 min. Se eliminé el disolvente organico reduciendo la presion con un
rotaevaporador (Buchi® R-210).

Para eliminar el exceso de PVAL de la suspension de NP’s, se sometieron a
ultracentrifugacion (Ultracentrifuga Optima LE 80-K, Beckman, USA) a 20 000 rpm
durante 25 min. Se decanté el agua y la pastilla se resuspendié en agua bidestilada

y se centrifugd a las condiciones anteriores. El procedimiento se llevé acabo por
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triplicado. Se liofilizaron los lotes; Lote 1 (L1), Lote 2 (L2), y Lote LC en una

liofilizadora de mesa (Labconco®, USA).

5.2. Evaluaciéon de nanoparticulas.

5.2.1. Tamafio de particula.

Se determind la talla de particula promedio utilizando un Zetasizer Nano ZS90
(Malvern, UK). Las determinaciones se hicieron por triplicado para cada lote (L1, L2,
LC), preparando suspensiones diluidas con agua bidestilada hasta alcanzar la
concentracion de particulas adecuadas. Previamente a la lectura las suspensiones
se sonicaron durante 10 minutos para evitar la aglutinacion. El analisis se llevo a

cabo en un angulo de incidencia de luz de 90° y temperatura de 25°C.

5.2.2. Potencial Z

Se agrego la suspension de NP’s a una celda capilar desechable, evitando agregar
burbujas al capilar. Se determiné el potencial Z promedio utilizando un Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern, UK). Las determinaciones se hicieron por triplicado para cada
lote (L1, L2, LC).

5.2.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

En charolas de aluminio no herméticas se pesaron de 3 a 5 mg de muestra; Polvo
de CLOT, polvo de CAP, NP’s de CAP cargadas con CLOT y polvo de PVAL,
posteriormente se escaned cada muestra entre 0 y 400 °C a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min utilizando un DSC Q10 (TA Instruments, USA).

27




5.2.4. Cuantificacién de alcohol polivinilico.

Se agregaron 15 mg de NP’s liofilizadas en 10 ml de MEC hasta sequedad. Se
adicionaron 9 ml de agua bidestilada y se continuo la agitacion magnética por 48
horas. La suspension se filtr6 con una membrana de 0.1 ym y se recolecté en un
matraz volumétrico de 10 ml llevando a volumen de aforo con agua bidestilada (a
este proceso se le conoce como digestion de NP’s para liberar los componentes de
las nanoesferas). De este se tomd 1ml y se ajusté a 5 ml con agua bidestilada
mezclandose con 2 mlde HsBO30.65My 1 mlde 120.05 M en Kl 0.15 M para formar
un complejo colorido. El sistema se leydo en un espectrofotdmetro UV-VIS
(Thermoscientific, Genesys 10s) a una longitud de onda de 640 nm. La absorbancia
obtenida se interpolo en una curva de calibracion para obtener la concentracion de

PVAL en el sistema. La cuantificacion de PVAL se realiz6 por triplicado.

5.3. Cuantificacién del clotrimazol.

5.3.1. Método directo (espectrofotometria UV-VIS)

5.3.1.1. Preparacion de fluido vaginal simulado.

Para este método el medio que se utilizoé fue FVS. Se pesaron 3.51 g de NaCl, 1.40
g de KOH, 0.22 g de Ca(OH)2, 2 g de acido lactico, 1 g de acido acético, 0.16 g de
glicerol, 1.4 g de urea, 5 g de glucosa, se disolvieron en agua destilada. Se midio el
pH con un potenciometro (Hanna Instruments HI 211), ajustandolo a 4.2 con HCI (1
N) o NaOH (1 N). La solucién se llevé a un volumen de aforo de 1 litro con agua
destilada (Huang, et al., 2012).

El farmaco es poco soluble en agua por lo que se realizaron pruebas de solubilidad
para determinar al tensoactivo adecuado. Se evaluaron, Lauril Sulfato de Sodio

(LSS) y Tween® 80, buscando solubilizar al CLOT en FVS. Se prepararon varios
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sistemas; en 25 ml de FVS se agregaron 5 mg de CLOT y tensoactivo al 0.5 %, 1
%,1.5%Yy 2 %.

5.3.1.2. Curva de calibraciéon del método directo (espectrofotometria UV-VIS)

Con base en la concentracion tedrica de CLOT incluido en las NP’s de CAP, se
construyo una curva de calibracion de 0.062 a 0.372 mg/ml de CLOT, utilizando

como medio FVS y de tensoactivo LSS al 1 %.

Se pesaron 32 mg de CLOT, se disolvieron y se llevaron a un volumen de aforo de
100 ml con FVS y LSS al 1 %. Se tomaron alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5y 6 ml en
matraces aforados de 10 ml llevandose a volumen de aforo con FVS y LSS al 1 %.
Los sistemas se leyeron en un espectrofotometro UV-VIS (Thermoscientific,

Genesys 10s) a una longitud de onda de 263nm

5.3.2. Método indirecto (espectrofotometria UV-VIS con reactivo DDQ).

Se evalud la solubilidad de CLOT en metanol; disolviendo 25 mg de CLOT en 20 ml
de metanol, se observo el sistema cada 20 min, si se encontraban particulas

suspendidas se adicionaban 5 ml de metanol hasta disolucién completa.

5.3.2.1. Evaluacion del reactivo.

Se pesaron 0.04 g del reactivo 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona (DDQ) y se
disolvieron en 10 ml de metanol. Se pesaron 0.02 g de CLOT, se disolvieron en 20
ml de metanol llevandose a un volumen de aforo de 25 ml, se tomd una alicuota de
5 mly se llevo a un volumen de aforo de 10 ml con metanol. Posteriormente se tomé
1 ml de esta solucién de CLOT y se agregd a un matraz volumétrico de 10 ml
afadiendo 1 ml de la solucion del reactivo DDQ. Se agité manualmente el matraz

durante 3 min y se llevo al volumen de aforo con metanol. Inmediatamente se realizé
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un barrido espectrofotométrico en un intervalo de longitud de onda de 200 a 800 nm
(Khashaba, et al. 2000).

Se evalud la degradacion del reactivo con respecto al tiempo. Se prepararon
soluciones del CLOT y DDQ a las concentraciones descritas en el parrafo anterior,
realizando barridos espectrofotométricos de 200 a 800 nm a diferentes tiempos (O,
10, 20, 30, 60 y 120 min).

A continuacién, se valor6 la concentracidon del reactivo, preparando soluciones del
CLOT y DDQ a las concentraciones ya mencionadas. Al poner en contacto la
solucién del CLOT con DDQ se vario el volumen de reactivo (1, 2, 3,4, 5,7 y 9 ml).
Cada sistema se agité durante 3 min y se llevo a un volumen de aforo de 10 ml con

metanol. Se realizaron barridos espectrofotométricos de 200 a 800 nm.

5.3.2.2. Curva de calibracién del método indirecto (espectrofotometria UV-VIS
con reactivo DDQ).

Se pesaron 15 mg de CLOT. Con metanol se solubilizaron y se llevaron a un
volumen de aforo de 25 ml. Se tomaron alicuotas (0.5, 1, 2, 3, 4, 5y 6 ml), agregando
cada alicuota a matraces aforados de 10 ml. Se preparoé el reactivo, pesando 40 mg
del DDQ y se llevé a un volumen de aforo de 10 mL con metanol. Se agregd 1 ml
de reactivo DDQ a los matraces aforados de 10 ml que contenian las soluciones de
CLOT (El reactivo DDQ se afnadi6 a cada matraz en serie y en un tiempo constante
para obtener la linealidad de la curva). A partir del contacto del reactivo DDQ con la
solucién de CLOT cada sistema se agitd durante 2 min y se llevd al volumen de
aforo con metanol. Se leyé en el espectrofotdmetro UV-VIS (Thermoscientific,
Genesys 10s) a 450 nm. Es importante mencionar que para cada punto se prepard

un blanco bajo las mismas condiciones.
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5.3.2.3. Cuantificacion de clotrimazol en nanoparticulas de acetato ftalado de
celulosa utilizando reactivo DDQ.

Se pesaron 15 mg de cada lote de NP’s (L1, L2, LC) en vasos de precipitados de
10 ml. A cada vaso se le agregé 10 ml de MEC vy los tres se dejaron en agitacion
mecanica hasta sequedad. Se afadieron 9 ml de metanol a cada vaso de
precipitado para resuspender los residuos que contenian y posteriormente cada uno
se llevé a un volumen de aforo de 10 ml con metanol. Se agregd 1 ml de cada
solucion en matraces aforados de 10 ml. Se pesaron 0.04 g de reactivo DDQ y se
disolvieron en 10 ml de metanol. Acontinuacion se agregé 1 ml de reactivo DDQ a
cada matraz. A partir del contacto de la soluciéon de CLOT y el reactivo DDQ se agit6
durante 2 min y se llevé al volumen de aforo con metanol. Se ley6é a 450 nm en un

espectrofotometro UV-VIS (Thermoscientific, Genesys 10s).

La Carga de CLOT vy la eficiencia de entrampamiento se calcularon de acuerdo con

las siguientes ecuaciones:

Cantidad de CLOT en Np’'s
Cantidad de NP's

x 100

Carga de CLOT (%)=

Carga de CLOT (%) x100
% del contenido inicial de CLOT (1—fraccién de PVAL residual)

Eficiencia de entrampamiento(%)=

Cierta cantidad de PVAL se adsorbe en las NP’s, para evitar una desestimacion se
introduce el factor de correccion 1/ (1-fraccion de PVAL residual) en la ecuacién de
eficiencia de entrampamiento. El contenido inicial de CLOT corresponde a la
cantidad agregada a cada lote. Las determinaciones de eficiencia de
entrampamiento se calcularon con los datos de carga de CLOT y PVAL residual

correspondientes a cada lote.
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La eficiencia del proceso se calcul6 con la siguiente ecuacion, después del secado

por liofilizacion de las NP’s.

Peso de NP's recuperadas x 100
Peso de CLOT + Peso de CAP — Peso de PVAL residual

Eficiencia de proceso (%) =

El peso del CLOT incluido corresponde al CLOT cargado en las NP's y el peso de
CAP es la cantidad de polimero utilizado en la preparacion de las NP’s. El peso de
PVAL residual es el promedio de los ensayos de PVAL residual para cada lote
(Pifon, 2005; Lara,2015).

5.3.2.4. Liberacion in vitro del clotrimazol encapsulado en nanoparticulas
poliméricas de acetato ftalato de celulosa utilizando como medio fluido
vaginal simulado.

Se preparé FVS como esta escrito en el punto 5.1.3.1.1. Para promover la
solubilidad de CLOT se utilizé Gelucire® 44/14. La cantidad maxima disuelta de
farmaco en el medio fue a una concentracién de 5 % p/v. Sin embargo, al aumentar
la concentracion del tensoactivo, aumenta la turbidez del sistema y se dificulta la
cuantificacion en el espectrofotometro, debido a lo anterior se trabajo a una
concentracion del 3 % p/v, con respecto al 5 % p/v es minima la diferencia en la

cantidad de farmaco disuelto (Sanchez, 2016).

Se hidrataron las membranas de dialisis (Sigma-Aldrich 10 mm (0.4 in)) durante 14
horas con agua destilada. Se pesaron 30 mg de cada lote de NP’s poliméricas (L1,
L2, LC) y se suspendieron en 3 ml de FVS con Gelucire® al 3 %. Las suspensiones
se agregaron a las bolsas de dialisis que se formaron con la membrana y se
sumergieron en viales que contenia 30 ml de FVS con Gelucire® al 3 %. Los
sistemas se mantuvieron en un bafio de agitacion Dubnoff (QUIMIS) a una
temperatura de 37 °C + 1 °C. Se tomaron muestras de los viales las dos primeras

horas cada 30 min, después de la segunda hora la muestra se tomé cada hora por
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8 horas y se volvid a tomar a las 24 y 48 horas. Para cada toma de muestra se

repuso el volumen en los viales utilizando FVS con Gelucire® al 3 %. Se realizaron

las determinaciones de cada lote por triplicado.

5.3.3. Cuantificacién de clotrimazol por Cromatografia de capa fina de alta
resolucion (HPTLC).

5.3.3.1. Preparacion de soluciones.

Se prepararon soluciones de los componentes en las NP’s de CAP cargadas con

CLOT vy de las sustancias presentes durante la liberacién, como se muestra en la

tabla 2.

Tabla 2. Mezclas para evaluar la especificidad del método.

No. de
Vial

Contenido

1

10 mg de CLOT y 10 mg de CAP en 20 ml de MEC

Solucion de CLOT en FVS con Tween® 20 al 3 %.
Concentracién de 600 ng/ml

10 mg de CLOT en 10 ml de MEC

10 mg de CLOT en 10 ml de metanol

12 mg de CAP en 10 ml de MEC

FVS con Tween® 20 al 3 %

FVS
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5.3.3.2. Lavado de placas y determinacion de fase movil.

Para el lavado de la placa se saturd la camara cromatografica durante 10 min con
metanol. Se inserté la placa de silica gel F254 hasta que el metanol eluyd
completamente. Se extrajo la placa y se secé por 10 min. Se aplicaron las muestras
(de los viales descritos en la tabla 2) de manera automatica con un equipo ATS 4 a
una velocidad de 40 nl/s en bandas de 6 mm. Se evalud la separaciéon de los

compuestos probando las siguientes fases moviles:

O Tolueno: cloroformo: metanol (26: 65: 9 v/v).
U Acetonitrilo: Agua (70: 30 v/v).

U Tolueno: Acetona (75:25 viv).

O Hexano: Acetona (50:50 v/v).

O Hexano: Acetona (60:40 v/v).

La longitud de desarrollo fue de 5 cm y las placas se leyeron en un Scanner Camag

[l por densitometria a 265 nm.

5.3.3.3. Evaluacion de especificidad.

Se aplicaron las muestras automaticamente (de los viales descritos en la tabla 2) a
través de un equipo ATS 4 a una velocidad de 40 nl/s en bandas de 6 mm en placas
previamente lavadas y secadas. Se prepar¢ la fase movil de hexano: acetona (60:40
v/v) y se saturé la camara durante 10 min. Se inserto la placa para eluir la fase mavil.
Se extrajo la placa y se dej6 secar para leer en un Scanner Camag lll a 265 nm. Se

observo la interferencia entre sustancias para evaluar la especificidad del método.
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5.3.3.4. Curva de calibracion por el método de HPTLC.

Se disolvieron 90 mg de CLOT en 10 ml de metanol. Se tomé una alicuota de 3 ml
y se llevé a un volumen de aforo de 25 ml utilizando FVS con Tween®20 al 3 %. Se
aplicaron las soluciones de 0.5 a 6 yl de manera automatica con un equipo (ATS 4)
en bandas de 6mm, en placas de silica gel F254 previamente lavadas con metanol.
Se preparé la fase movil de hexano: acetona (60:40 v/v) y se saturdé la camara
durante 10 min. Se inserté la placa para eluir la fase movil. Se extrajo la placa y se
dejo secar para leer en un Scanner Camag Ill a 265 nm. Los parametros analiticos
que se evaluaron fueron linealidad (en un intervalo de 0.5 a 6.5 pg de CLOT),

selectividad, precision y exactitud.

5.3.3.5. Difusidon de soluciéon de clotrimazol.

A 5 ml de FVS con Tween®20 al 3 % se le agregd CLOT hasta saturarlo. Se dejo
en agitacion constante por 20 horas. Se centrifugd a 18 000 rpm durante 15 min. Se
tomdé 1ml del sobrenadante y se agregd a una bolsa de membrana de dialisis
(Sigma-Aldrich 10 mm (0.4 in)) previamente hidratada con agua destilada por 14
horas. Se sumergié en un vial que contenia 20 ml de FVS Tween® 20 al 3 %. El vial
se mantuvo en un sistema de agitaciéon continua, en un bafio de agua a 37 °C,
utilizando un recirculador con termostato. Se tomaron muestras del vial a diferentes
tiempos (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 24, 35, 48 y 54 horas), se repuso el volumen del vial
con FVS Tween® 20 al 3 %. La liberacion de la solucién de CLOT se hizo por
triplicado. Se aplicaron las muestras de manera automatica con un equipo (ATS 4)
en bandas de 6mm en placas silica gel F254 previamente lavadas con metanol. Se
preparo la fase mévil de hexano: acetona (60:40 v/v) y se saturd la camara durante
10 min. Se insert6 la placa para eluir la fase moévil. Se extrajo la placa y se dejo

secar. Se leyo en un Scanner Camag Ill a 265 nm.
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5.4. Liberacion del clotrimazol a partir de nanoparticulas poliméricas
de acetato ftalato de celulosa.

Se pesaron 15 mg de NP’s, se suspendieron en 1 ml de FVS con Tween® 20 al 3
%. Se agrego6 a una membrana de dialisis (Sigma-Aldrich 10 mm (0.4 in)) en forma
de bolsa previamente hidratada con agua destilada durante 14 horas. Se sumergio
en un vial que contenia 20 ml de FVS Tween® 20 al 3 %. El vial se mantuvo en un
sistema de agitacion continua en un bafio de agua a 37 °C, utilizando un recirculador
con termostato. Se tomaron muestras del vial a diferentes tiempos (1, 1:30, 2, 2:30,
3,4,5,6,7,8, 24,48 y 72 horas), se repuso el volumen del vial con FVS Tween®
20 al 3 %. Se aplicaron las muestras de manera automatica con un equipo (ATS 4)
en bandas de 6 mm en placas silica gel F254 previamente lavadas con metanol. Se
preparo la fase mévil de hexano: acetona (60:40 v/v) y se saturd la camara durante
10 min. Se insert6 la placa hasta eluir la fase moévil. Se extrajo la placa y se dejo
secar. Se leyd en un Scanner Camag lll a 265 nm. Este procedimiento se realizé

para los tres lotes de NP’s (L1, L2, LC) por triplicado.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Laboratorio de Sistemas Farmacéuticos de Liberacion Modificada, se han
realizado diversas investigaciones para encapsular CLOT en CAP, obteniendo lotes
de NP’s con caracteristicas satisfactorias (tamafio, morfologia, homogeneidad entre
lotes). El informe de Maestria en Ciencias Quimicas (Posgrado en Ciencias
Quimicas de la UNAM) de la alumna Maria del Rocio Lara Sanchez contiene las
variables que impactan la formacion y el tamafo de éstas (concentracién de
polimero, concentracién de principio activo, porcentaje de estabilizante, equipos,
tiempo, velocidad) y estandariza las condiciones por el método de emulsificacion-

difusion; el trabajo fue dirigido por una de las asesoras de esta tesis.

En este estudio se planted la posibilidad de obtener NP’s de acetato ftalato de
celulosa con clotrimazol a partir de dos métodos. Método de emulsificacion-difusion
modificado y método de emulsificacion-difusion tradicional. En la tabla 3 se describe
el procedimiento para ambos métodos y se observa que en el método de
emulsificacién-difusion modificado; no se adiciona agua destilada a la emulsion.
Esto se debe a que los volumenes de agua que se deben eliminar de la suspensién
son grandes y el método tradicional no es muy eficiente para encapsular farmacos

hidrofilicos.
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Tabla 3. Métodos para obtener NP's de CAP con CLOT.

Método emulsificacion-difusion

tradicional

Se pesaron 400 mg de CAP y la cantidad
correspondiente de CLOT (50mg, 100 mg y 150 mg)

Método emulsificacion-difusion
modificado

Se pesaron 400 mg de CAP y la cantidad
correspondiente de CLOT (50mg, 100mg, LC-150mg 6
LD-200 mg)

Se disolvieron en 20 mL de MEC previamente
saturada con agua destilada: soluciones A

se disolvieron en 20 mL de metil etil cetona (MEC)
previamente saturada con agua destilada: soluciones A.

Se preparo una soluciéon de polivinil alcohol (PVAL)
al 5 % con agua destilada previamente saturada con
MEC: solucion B

Se prepard una solucion de PVAL al 5 % con agua
destilada previamente saturada con MEC: Solucién B.

Se emulsificaron los 20 mL de la solucién A con 40
mL de la solucion B durante 10 minutos con un
agitador mecanico con propela de turbina a 2200
rpm

Se emulsificaron los 20 mL de la solucién A con 40 mL de
la solucion B durante 10 minutos con un agitador
mecanico con propela de turbina a 2200 rpm.

se adicionaron 120 mL de agua destilada y se
continud la agitacion durante 10 minutos mas.

La emulsion se paso a un evaporador de presion
reducida para eliminar el disolvente

Inmediatamente después la emulsidn se pasd a un
evaporador de presion reducida para eliminar el
disolvente

La suspension de las particulas se sometio a tres
“lavados” por ultracentrifugacion para eliminar el
exceso de PVAL

La suspension de las particulas se sometiod a tres ciclos
de “lavado” por ultracentrifugacién para eliminar el
exceso de PVAL

Cada lote se liofilizé en una liofilizadora de mesa

Cada lote fue liofilizado en una liofilizadora de mesa

Después de realizar las pruebas preliminares para elegir el disolvente y la

concentracion de PVAL prepard lotes por los dos métodos y concluyé que la técnica

de emulsificacion — difusion modificada forma agregados de NP’s de CAP con CLOT

debido a la deficiente difusién del disolvente a través del agua. Después aplicé la

técnica de emulsificacion — difusion tradicional y obtuvo lotes de NP’s de CAP con

CLOT.

Los lotes de NP's de CAP con CLOT obtenidos por la técnica tradicional

presentaron las siguientes caracteristicas: tamafo promedio de 235-290 nm, PVAL

residual menor a 4.6 % y Potencial Z de -24.0 a -34.5 mV. Las eficiencias de

entrampamiento disminuyeron conforme se aumenté la carga de CLOT. EI CLOT se

incorporé en las NP’s en forma molecular (de acuerdo con estudios de caliorimetria

diferencial de barrido) y el perfil de liberacién del CLOT desde las NP’s se ajusto al

modelo de Weibull; la liberacidn se mantuvo durante cuatro dias.
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Para evaluar la carga de principio activo, la eficiencia de entrampamiento y el perfil
de liberacién in vitro se desarrollé un método espectrofotométrico UV-Vis y se utilizd
como medio una mezcla de 60 % de soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 4.5 con
0.2 % de Tween® 20 y 40 % de etanol.

Dentro de las perspectivas de la investigacion de Maria Lara se encuentra: Realizar
mayores estudios de la permeacion del antimicético in vitro con tejido vaginal
animal, asi como evaluar la liberacién in vitro en un medio que simule las
condiciones fisiologicas. Por lo que fue necesario desarrollar un método analitico
para cuantificar CLOT liberado en NP’s de CAP. En condiciones fisiologicas,

utilizando como medio FVS.

Continuando con la investigacion de Maria Lara, se reprodujeron las condiciones
del método de emulsificacidén-difusion tradicional y se obtuvieron NP’s de CLOT con
CAP. Se caracterizaron los lotes y se desarrollaron tres métodos analiticos
buscando cuantificar el CLOT en NP’s de CAP y en los estudios de liberacién. Los

resultados obtenidos se describen a continuacion.

6.1. Preparacion de nanoparticulas

Se prepararon tres lotes de NP's; dos lotes de CAP cargados de CLOT (L1, L2) y
un lote control (solo del polimero CAP, LC). Se pesaron 400 mg de CAP y 100 mg
de CLOT, para los lotes cargados (L1 y L2) y 400 mg de CAP para el lote blanco
(LC). Se obtuvieron NP’s por el método de emulsificacién-difusion (Lara, 2015), que

posteriormente se caracterizaron obteniendo los siguientes resultados.
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6.2. Caracterizacion de nanoparticulas

6.2.1. Tamafio de particula.

La técnica de emulsificacion-difusion permitié preparar NP’s de talla submicrénica.
Para obtener el tamafio se utilizé el Zetasizer Malvern que se basa en la funcién de
los algoritmos de distribucién para la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS).
El movimiento Browniano de las particulas en suspension hace que la luz laser se
disperse en diferentes intensidades, con el analisis de las fluctuaciones en la
intensidad se obtiene la velocidad del movimiento Browniano y mediante la relacion
de Stokes-Einstein el tamafo de particula (Malvern). Los lotes (L1, L2, LC)
presentaron tamafios de 800 nm como se ve en la figura 6 con una estrecha
distribucién que se confirma con el indice de polidispersidad (PDI). Los tres lotes

obtuvieron valores de PDI menores a 0.17

o o , PDI = 0.091
Distribucion del tamafio por nimero
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Distribucion del tamafio por nimero PDI =0.152
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Fig. 6. Distribucién de tamario de particula para NP’s de LC(a), L1(b), L2(c).
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6.2.2. Potencial Z.

El potencial zeta se determind con el Zetasizer Nano ZS90, el lote LC present6 un
potencial z cercano a cero, mientras los lotes 1 y 2 reportaron potencial zeta de -
244 y -22.7 mV respectivamente (figura 7). La variacion de los lotes L1 y L2 con
respecto al lote LC se puede atribuir a la carga positiva del CLOT (Lara, 2015). Esto
es importante debido a que el potencial zeta es una medida de la carga de la
particula, se relaciona proporcionalmente con la carga de la superficie, representa
un indice para la estabilidad de las particulas. En el caso de particulas cargadas, a
medida que aumenta el potencial zeta las interacciones repulsivas seran mas
grandes conduciendo a la formacién de particulas mas estables con una distribucion
de tamano uniforme. Una nanosuspension fisicamente estable, estabilizada
unicamente por repulsion electrostatica tendra un potencial zeta minimo de £ 30mV,

esta estabilidad es importante para evitar la agregacion (Hans, et al., 2007).
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Fig. 7. Medicion de Potencial Z para NP’s de LC(a), L1(b), L2(c).
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6.2.3. Calorimetria.

La DSC es una técnica bien establecida de analisis térmico dentro de las ciencias
farmacéuticas. Se puede usar para caracterizar los eventos fisicos y quimicos a
través de cambios en la entalpia o en la capacidad calorifica de una muestra. Las
aplicaciones incluyen: la deteccion de polimorfismo; la medicion de la reaccién y la
cinética de descomposicion; la evaluacion de la compatibilidad de los constituyentes
en la formulacion; la determinacién de la pureza y determinacion de la temperatura
de transicion vitrea. Los eventos térmicos que son detectables pueden ser
endotérmicos, exotérmicos o pueden implicar un cambio en la capacidad calorifica

de una muestra (Clas, et al., 1999).

La figura 8 presenta los termogramas obtenidos de las muestras de CLOT, CAP,
PVAL y NP’s de CAP con CLOT. El punto de fusion tedrico del CLOT es de 147 a
149 °C (Moffat, et al., 2004). El cual coincide con el obtenido en el termograma del
CLOT, en el que se puede apreciar un pico endotérmico en aproximadamente 147
°C evidenciando la fusion del compuesto. El termograma de las NP’s cargadas con
CLOT no presenta el punto de fusion del farmaco evidenciando que este se
encuentra disperso a nivel molecular en las NP’s, el CLOT podria estar en un estado
amorfo o desordenado en una dispersion molecular o en estado sélido en la matriz
polimérica (Mu y Feng, 2002; Piiidn 2005).
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Fig. 8. Termograma de CLOT, CAP, PVA y Lote de NP'’s.

6.2.4. Cuantificacion de alcohol polivinilico.

El PVAL funciona como un coloide protector para los glébulos de la emulsion
formada durante la preparacién de las nanoesferas (Pinon, 2008), es necesario para
evitar el crecimiento de particulas, evitar la aglomeracién de las mismas y mejorar
su estabilidad (Chan, et al., 2011). Para determinar la cantidad de PVAL residual en
los lotes de NP’s (L1, L2, LC), se utilizé un método espectrofotométrico colorido que
considera la formacion de un complejo entre el PVAL en solucion y yodo, en
presencia de acido boérico (Pritchard y Akintola, 1972; Lara, 2015).

Se prepard una curva de calibracion para cuantificar el PVAL, pero los resultados

de las absorbancias que se obtuvieron del PVAL presente en las nanoesferas fueron
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menores al intervalo de absorbancias que posee la curva. Por lo que se tomé una
curva de calibracién realizada por el equipo de investigacién del Laboratorio de
Sistemas Farmacéuticos de Liberacion Modificada (Tabla 4 y figura 9). Se realizaron
las mediciones para cuantificar el PVAL presente en los lotes de NP’s (la
descripcion se encuentra en la seccion de metodologia en el punto 5.2.4). Los
resultados se presentan en la tabla 5. Todos los lotes obtuvieron residuos de PVAL
muy bajos, lo que indica que los lavados durante el proceso de preparacion de las

NP’s se realizaron adecuadamente.

Tabla 4. Curva de calibracion de PVAL.

Concentracion Absorbancia Abs/Conc

(ng/mL)

10.960 0.231 0.021
10.960 0.220 0.020
10.960 0.227 0.021
21.632 0.471 0.022
21.632 0.447 0.021
21.632 0.465 0.022
32.448 0.687 0.021
32.448 0.688 0.021
32.448 0.688 0.021
43.264 0.935 0.022
43.264 0.935 0.022
43.264 0.968 0.022
54.080 1.170 0.022
54.080 1.170 0.022
54.080 1.204 0.022
Promedio 0.021

DesvEst 0.001

C.V. 2.807
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Fig. 9. Curva de calibracion de PVAL.

Tabla 5. Resultados de la cuantificacion PVAL en los lotes (1,2 y C).

1 0.77
2 0.86
C 0.98

6.3. Cuantificacion de clotrimazol
6.3.1. Método directo (espectrofotometria UV-VIS)

Debido a la escasa solubilidad del CLOT en agua, se realizaron pruebas cualitativas
de solubilidad, esta se evalud visualmente y espectrofotométricamente adicionando
CLOT a diferentes medios: FVS (la preparacion del FVS se encuentra en la seccién
de metodologia, en el punto 5.3.1.1) con diferentes concentraciones de LSS (0.5 %,
1%, 1.5 %y 2 %); se realizaron barridos espectrofotométricos de 200 a 400 nm y

como se observa en la figura 10, la longitud de onda para cuantificar al CLOT es a
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263nm. La linea morada que corresponde al 2 % (la concentracién mas alta) queda
debajo de las demas concentraciones, la linea roja que representa al 1 % y la verde
al 1.5 % tienen picos similares, por lo que tendrian el mismo efecto, pero se
diferencia la cantidad de LSS. Por lo que se considero la concentracion de LSS al 1

% como la concentracion optima.

4
3.5
3
2:5 e (0.5%
2

— 1 %

1.5
1.5%

1
— 2%,
0.5

0
05 0 100 200 300 400 500
| Longitud de onda (nm) |

Absorbancia

Fig. 10. Barrido espectrofotométrico de CLOT en FVS con diferentes concentraciones de LSS.

6.3.1.1. Curva de calibracién del método directo (espectrofotometria UV-VIS)

Para el método analitico directo (por espectrofotometria UV-VIS) la curva de
calibracion de CLOT en FVS utilizando como tensoactivo LSS al 1 %, presentd una
R? de 0.9998, una ordenada al origen de 0.0006 y una pendiente de 2.3982 y un
coeficiente de variacion (C.V.) de 0.6215 %, la curva obtenida se muestra en la

figura 11.
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Tabla 6. Curva de calibraciéon de CLOT en FVS con LSS 1 %.

Concentracion

Absorbancia /

Absorbancia . s Promedio
(mg/ml) Concentracion
0.151 2.435
0.062 0.15 2.419 2.414 0.025 1.021
0.148 2.387
0.299 2.411
0.124 0.296 2.387 2.398 0.012 0.514
0.297 2.395
0.447 2.403
0.186 0.449 2.414 2.407 0.006 0.258
0.447 2.403
0.589 2.375
0.248 0.595 2.399 2.391 0.014 0.584
0.595 2.399
0.743 2.397
0.31 0.747 2.410 2.399 0.010 0.411
0.741 2.390
0.897 2.411
0.372 0.895 2.406 2.415 0.011 0.463
0.903 2.427
PROMEDIO 0.542
1
0.9
0.8
0.7
= 06
S o5
-g 0.4 y = 2.3982x + 0.0006
é 0.3 R2=0.9998
0.2
0.1
0
0.3 0.4
Concentracion (mg/ml) ‘

Fig. 11. Curva de calibracion de CLOT en FVS con LSS 1 %.
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Se esperaba que el método fuera especifico (la respuesta unicamente se debiera al

analito), debido a que el CAP presenta una solubilidad dependiente del pH
(Shrestha, et al., 2016), no es soluble en agua a pH < 5.8 (Neurath, et al., 2002),

pero al realizar un barrido espectrofotométrico con una mezcla de CLOT y CAP en

FVS con LSS al 1 %, se observa la interferencia del CAP que absorbe a la misma

longitud de onda que el CLOT (figura 12) lo que es negativo para la cuantificacién,

pero positivo para la investigacion, como el pKa del CAP es 5.28, significaria que

aun en el bajo pH del lumen vaginal (alrededor de 4.5) el CAP es muy poco soluble.

La importancia de lo anterior recae en que aun en el ambiente vaginal, el CAP podria

liberarse o ejercer su accion como microbicida desde una nanomatriz polimérica

(Lara, 2015).
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Fig. 12. Barrido espectrofotométrico de CLOT y CAP en FVS con LSS al 1 % de 200 a 400nm.
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6.3.2. Método indirecto (espectrofotometria UV-VIS con reactivo DDQ).

6.3.2.1. Evaluacion del reactivo DDQ

Como se observa en la figura 12 el CLOT y el CAP presentan absorbancia a la
misma longitud de onda, por lo que se propuso un método indirecto utilizando el
reactivo DDQ. El mecanismo de reaccion producido en el método propuesto
(método DDQ) depende de la formacion de un complejo donador-aceptor original
(DA) a través de la interaccion entre la amina terciaria del CLOT como n-electrén
donante y del DDQ como p-aceptor, se promovio la disociacion del complejo DA por
el alto poder de ionizacion del disolvente (metanol) donde tiene lugar la transferencia
completa del donante al aceptor. Esta alcanza la formacion del radical DDQ anion
como cromogeno predominante siguiendo la ley de Beer a una longitud de onda de
460 nm (Khashaba, et al., 2000).

Para evaluar el comportamiento del reactivo DDQ con el CLOT y CAP, primero se
realizaron pruebas de solubilidad y se observé que el CLOT es muy soluble en
metanol. En 25 ml de metanol se disolvieron 25 mg de CLOT, posteriormente se
realizd un barrido espectrofotométrico para evaluar la interacciéon de CAP y CLOT
utilizando el reactivo DDQ, como se observa en la figura 13 el reactivo solo
reacciona con el CLOT y no con el CAP, por lo que podemos decir que es especifico,

teniendo un maximo de absorbancia después de 450 nm

0.5 Clotrimazol-

© /\ CAP
e
3 CAP
-g 0 b
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<

-0.5
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Fig. 13. Barrido espectrofotométrico de 350 a 600 nm de CLOT y CAP en reaccion con DDQ.
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Al preparar el reactivo DDQ se observd que con el tiempo variaba la coloracion, de

este, en solucién con metanol, por lo que se prepard una solucién de CLOT con

reactivo DDQ (descrita en la parte de metodologia en el punto 5.3.2.1) y se corrieron

barridos espectrofotométricos de 400 a 800 nm de la misma solucion a diferentes

tiempos para determinar el tiempo de estabilidad de este (figura 14).

Después de 30 minutos se observa que disminuye la absorbancia de la solucion de

CLOT con el reactivo DDQ. Se concluyé que el reactivo es estable durante 30

minutos después de su preparacion (figura 15).
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Fig. 14. Barridos espectrofotométricos de la solucién de CLOT con reactivo DDQ a los tiempos 0, 10, 20,30, 60

y 120 min.
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Fig. 15. Barridos espectrofotométricos de la solucién de CLOT con reactivo DDQ a los tiempos 0, 10, 20,30

min.
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Khashaba y colaboradores proponen una concentracion para formar el complejo
entre el CLOT (49.7 - 800 ng/ml) y el reactivo DDQ (22.5 — 200 pug/ml) ya que los
cromogenos producidos cumplen la ley de Beer en ese intervalo de concentraciones
(Khashaba, et al., 2000). Tomando en cuenta esa concentracion se prepard una
solucién de CLOT y de reactivo DDQ (descrita en la parte de metodologia en el
punto 5.3.2.1) y se leyo cada sistema aumentando el volumen del reactivo para
variar la concentracion del mismo. En la figura 16 se muestra como disminuye la
absorbancia del sistema al aumentar la concentracion del reactivo en la solucion de
CLOT. Por lo que se preparé la curva de calibracién adecuando las concentraciones

a las condiciones descritas en el articulo ya mencionado.

1.5
—1ml
1 —2 ml
.
e 3ml
©
2 0.5 |
§ 4 ml
<
‘ =5 ml
0 — “.'l LMA— N
0 200 400 600 800 1000 7 ml
0.5 9 ml
Longitud de onda (nm)

Fig. 16. Barridos espectrofotométricos de la solucién de CLOT con reactivo DDQ (variando el volumen del
reactivo).

6.3.2.2. Curva de calibracién del método indirecto (espectrofotometria UV-VIS

con el reactivo DDQ).

Para el método analitico indirecto (por espectrofotometria UV-VIS con reactivo
DDQ) se construyé la curva de calibracion y se obtuvieron los siguientes parametros
de validacion: Linealidad (R? de 0.9842), una ordenada al origen de 0.052 y una
pendiente de 2.7158, con un C.V. de 1.304 %. El método cumple con linealidad,

especificidad y precision del sistema de acuerdo a la guia de validacion (2002) para
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meétodos espectrofotométricos emitida por el Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos de México, A.C.

Tabla 7. Curva de calibracion de CLOT utilizando reactivo DDQ.

Dt et Absorbancia Absorbanci.a' / Promedio D. E.
(mg/ml) Concentraciéon

0.098 3.333

0.029 0.099 3.367 3.311 0.071 2.139
0.095 3.231
0.201 3.419

0.059 0.201 3.418 3.447 0.049 1.424
0.206 3.503
0.401 3.410

0.118 0.402 3.418 3.438 0.042 1.220
0.410 3.486
0.569 3.226

0.176 0.569 3.226 3.232 0.010 0.304
0.572 3.243
0.703 2.989

0.235 0.697 2.963 2.997 0.039 1.300
0.715 3.039
0.797 2711

0.294 0.806 2742 2.747 0.039 1.435
0.820 2.789

Promedio 1.304

6.3.2.3. Cuantificacion de clotrimazol en nanoparticulas de acetato ftalato de
celulosa utilizando el reactivo DDQ.

Debido a que el método propuesto es lineal y especifico, se optimizaron las
condiciones para determinar el porcentaje de encapsulacién de CLOT en cada lote
de NP’s (1, 2, C). Se liberé el contenido de CLOT presente en las NP’s por medio
de una digestion de NP’s. En seguida se cuantificd por el método indirecto de

espectrofotometria UV-VIS con reactivo DDQ (el proceso esta descrito en la parte
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de metodologia en el punto 5.3.2.3). Obteniendo los resultados de la tabla 8. En
donde se observa el lote 2 tiene una eficiencia de entrampamiento mayor que el lote
1. Mientras que la eficiencia del proceso fue mayor en el lote uno y muy bajo en el
lote control. Estas variaciones pueden deberse a la velocidad con la que se agregdé
el agua libre a la emulsion. Se utilizé una propela diferente a la utilizada en el
procedimiento para obtener NP's de CLOT con CAP del informe de maestria de la
alumna Maria Lara, esto influye en la velocidad de agitacion. En el proceso para
eliminar el disolvente y agua de la suspension de NP’s, reduciendo la presién, se
formé una nata en el matraz produciendo perdida del producto. Ademas, en los
lavados para eliminar el exceso de PVAL de las NP’s y el cambio del vaso para

liofilizar los lotes al recipiente de contencién hubo perdida de producto.

Tabla 8. Resultados de la cuantificacion de CLOT en los lotes (1,2 y C).

Lote Cargade Eficiencia de Eficiencia
CLOT (%) entrampamiento de proceso
(%) (%)
1 10.80 54.42 72.48
2 17.90 90.28 58.89
Cc 34.32

6.3.2.4. Liberacion in vitro del clotrimazol encapsulado en nanoparticulas
poliméricas de acetato ftalato de celulosa utilizando como medio fluido
vaginal simulado.

En la prueba de especificidad que muestra la figura 12 no hay senal de CAP que
absorba a las longitudes de onda que absorbe el CLOT. Sin embargo, para que se
lleve a cabo el mecanismo de reaccion se necesita el poder de ionizacion del
metanol que se utiliza como disolvente. Para las pruebas de liberacion, el medio
que se requiere es FVS con un porcentaje de tensoactivo. Cuando se realizaron las
pruebas se comprobo6 que el complejo DA no se producia y se evidenciaba con la

coloracion del sistema; el DA en metanol daba una coloracién naranja y el DA en
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FVS emitia una coloracién cereza intensa y se comprobd con un barrido
espectrofotométrico de 400 a 600 nm de 0.5 y 1 ml de FVS con reactivo DDQ. En
donde se evidencia que el FVS presenta una absorbancia (figura 17). Las
absorbancias obtenidas durante la liberacién de CLOT fueron negativas y valores
discontinuos, por lo que se comenzo6 a estudiar la cuantificacién de CLOT a través

de la cromatografia en capa fina de alta resolucion.

0.6
0.5
0.4

0.3
0.2 e (0.5mL

0.1 e 1mL

Absorbancia

0
_0.1300 400 500 600 700

-0.2
Longitud de onda (nm)

Fig. 17. Interaccién de FVS con reactivo DDQ

6.3.3. Cuantificacion de clotrimazol por HPTLC.

Los procedimientos cromatograficos en capa fina se utilizan en diferentes
aplicaciones que van desde pruebas simples de deteccion a sofisticados ensayos
cuantitativos instrumentales de analitos en matrices complejas (Renger, et al.,
2011). Para evaluar el perfil de liberacion del CLOT a partir de NP’s de CAP, fue

necesario desarrollar un método analitico utilizando esta técnica.

6.3.3.1. Preparacién de soluciones y determinacion de fase mavil.

Se formaron mezclas que contenian los componentes presentes; en la preparacion
de las NP's (MEC, CAP, CLOT) y en los estudios de liberacion (metanol, FVS con
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Tween® 20 al 3 %). Se aplicaron estas mezclas en placas de fase normal y se
evaluaron diferentes fases moviles utilizando disolventes que solubilizaran al CLOT
(tolueno, cloroformo, metanol, acetonitrilo, acetona y hexano) haciendo mezclas
para variar la polaridad de las fases (procedimiento descrito en el apartado de
metodologia en el punto 5.3.3.2). La fase mdvil constituida por hexano acetona
(50:50 v/v) permitio eluir y separar el CLOT. Con esta fase mévil el CLOT presento
un Rf después de 0.5, se cambid ligeramente la polaridad de la fase hexano acetona
(60:40 v/v), con esta fase movil se obtuvo un Rf de 0.4, como se muestra en la figura
18.

Cabe mencionar que para eliminar posibles contaminaciones o residuos que
pudieran estar presentes en la placa de silica gel F254. Antes de cualquier
evaluacion, se realizo el lavado de la placa con metanol (procedimiento descrito en

la parte de metodologia en el punto 5.3.3.2).

6.3.3.2. Evaluacion de especificidad.

Se lavaron las placas de silica gel, y se aplicaron los sistemas (el contenido de cada
sistema se encuentra en la seccién de metodologia en el punto 5.3.3.1 en la tabla
2) con un equipo automatizado. Se corri6 la placa con la fase mévil y se leyé en un
Scanner Camag Ill a 265 nm por espectrofotometria UV-VIS (procedimiento descrito
en el apartado de metodologia en el punto 5.3.3.3). En el cromatograma se observa
que los componentes de las mezclas se quedan en el punto de aplicacién, mientras
que el CLOT se separa. En los sistemas 1, 2, 3 y 4 se ve el pico de CLOT con un
Rf de 0.4 y en los sistemas 5, 6 y 7 no hay presencia de CLOT y la linea es continua
(figura 18). Con esto se comprueba la especificidad del método para la

cuantificacion del CLOT.
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0 Mezcla de CLOT, CAP y PVAL en FVS con
Tween® 20 al 3 % (p/v)

CLOT en FVS

CLOT en MEC

CLOT en metanol

Oo0oo

U FVSconTween®20al 3% (p/v)
a Fvs

Fig. 18. Cromatograma de CLOT en diferentes sistemas.

6.3.3.3. Curva de calibracion

Se realizé la curva de calibracion entre 0.5 y 6.5 pg/mancha de CLOT utilizando
como medio FVS con Tween® 20 al 3 % (las condiciones especificas de elaboracion
se encuentran en el apartado de metodologia en el punto 5.3.3.4). En donde se
obtuvo una linealidad de 0.9968, una ordenada al origen de 113.04 y una pendiente
de 417.27, como se muestra en la figura 19 y tabla 9. Al encontrar que el método es
lineal y especifico, se evaluaron otros puntos de validacion para probar la

confiabilidad e idoneidad del método.
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Tabla 9. Curva de calibracion de CLOT utilizando HPTLC.

3000
2500
2000 o

1500 o

1000 T

. y=417.27x + 113.04
500 e R2 = 0.9968
®

0 1 2 3 4 5 6 7
ug de Clotrimazol

Area

Fig. 19. Curva de calibracion en HPTLC de CLOT en FVS con Tween® 20 al 3 %.

Se calcularon los siguientes puntos; la reproducibilidad del método en el mismo dia
y en diferentes dias para obtener precision (C.V.) menor al 3 % y exactitud (error
relativo) menor al 2 %. Se determiné el limite de cuantificacién (35.56 ng) y el limite

de deteccion (12.53 ng). Los resultados se presentan en la tabla 10.
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Tabla 10. Método analitico para cuantificar CLOT por HPTLC.

Cl s e
_ Porcentaje de recobro (%) 100.99 +
1.7

| EeEraa—"
L

Analista uno, dia uno (C.V., %)
Reproducibilidad I:
P Analista uno, dfa dos (C.V., %)

35.6

Limite de deteccion

6.3.3.4. Difusion de la solucidon de clotrimazol

Al tener un método confiable, se realizé un perfil de difusion in vitro para monitorear
la difusion de CLOT a través de una membrana de dialisis (Sigma-Aldrich 10 mm
(0.4 in)) utilizando como medio FVS con Tween® 20 al 3 % (descripcion detallada
en la parte de metodologia en el punto 5.3.3.5.) y determinar que el paso del farmaco
a través de la membrana de dialisis no es una limitante y que entonces la podemos
utilizar para evaluar la liberacion del farmaco a partir de las nanoparticulas. Como
se muestra en la figura 20; la difusion se cuantifica a partir de la primera hora hasta
las 48 horas alcanzando a difundir el 92 % de CLOT presente en la solucion. Por lo
tanto, la difusion de CLOT no se ve limitada por la membrana de dialisis, sino que

es dependiente de su solubilidad.
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Fig. 20. Liberacién de CLOT en FVS con Tween® 20 al 3 %.

6.4. Liberacion de clotrimazol en nanoparticulas poliméricas de
acetato ftalato de celulosa.

En la parte experimental de liberacion in vitro de CLOT a partir de las NP’s
preparadas se realizaron estudios empleando membranas de dialisis, en donde las
NP’s son suspendidas en pequefios volimenes de fase continua (FVS con Tween®
20 al 3 %) y son separados a través de una membrana de dialisis, manteniendo
condiciones sink durante toda la prueba (descripcidon del procedimiento en la parte

de metodologia en el punto 5.4).

Como era de esperarse, el perfil de liberacién del CLOT a partir de las NP’s es
completamente diferente al perfil de difusion del farmaco libre descrito en el punto
anterior. Como se muestra en la figura 21; se observa un comportamiento de
liberacién prolongada (promedio de los lotes 1y 2 de CLOT en NP’s de CAP),
empezando a liberar a partir de la sexta y de manera prolongada hasta las 72 horas
de monitoreo, alcanzando mas del 45 % de liberacion en este tiempo. Es interesante
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notar en la figura 21 que no hay el tipico efecto “burts” en la liberacion que se
observa en otros sistemas nanoparticulados, lo cual puede deberse a que los
lavados realizados a las NP’s para eliminar el PVAL fueron también eficientes
eliminando el farmaco adsorbido en la superficie de las NP’s. También se evaluo el
LC, en el que evidentemente no hay resultados, confirmando que el método elegido
para cuantificar el CLOT es el adecuado al no haber interferencia de los

componentes de las NP’s en la cuantificacion del farmaco.
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Fig. 21. Liberacion de CLOT en NP’s poliméricas de CAP utilizando como medio FVS con Tween® 20 al 3 %.

La liberacién de CLOT en NP’s de CAP alcanzé el 45 % aproximadamente a las 72
horas, no fue posible monitorear mas dias la liberacion, debido a que se realizaron
pruebas de estabilidad a la solucion de CLOT en FVS y este resulto inestable
después de tres dias. Después de analizar los datos del cambio en la concentracion
del farmaco en un programa estadistico Statgraphics® Centurion XVI y como se
muestra en la figura 22; el dia 1, 2 y 3 no hay diferencia estadistica significativa en
la concentracion del farmaco, mientras que en el dia 4 se observa diferencia
estadistica significativa con respecto al dia 3. Y se observa diferencia significativa

en la concentracion del farmaco en el dia 5 respecto a los demas dias (1,2,3 y 4),
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por lo que se decidid tomar solo los primeros tres dias para hacer el perfil de

liberacion.
Medias y 95 % de Fisher LSD
107 n ]
[
© L ]
8 87 N
= : ]
A1 ] } :
67 E ]

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Fig. 22. Estabilidad de Soluciéon de CLOT en FVS.

Para el analisis de los perfiles de liberacion se utilizan modelos matematicos simples
o sofisticados para determinar el mecanismo de liberacion (Peppas, et al., 2000;
Siepmann, et al., 2011). La velocidad de disolucién de un farmaco en un sistema
matricial de liberacion controlada depende de dos aspectos fundamentales: la
difusividad del farmaco en el medio y la dependencia de esta con la concentracién
del polimero. La interpretacion de dichos fendmenos fisicoquimicos implica el utilizar
modelos matematicos que tengan en cuenta ambos efectos. Los modelos mas
simples no tienen en cuenta la totalidad de los procesos y no pueden predecir con
exactitud los fendmenos de liberacién, pero son muy utiles, por ejemplo, cuando son
empleados en nuevas formas de dosificacién controlada de farmacos, o bien cuando
son parte de estudios biofarmacéuticos mas amplios, en estos casos modelos

empiricos o semi-empiricos son suficientes (Andreetta, 2003).
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Los perfiles de liberacion se analizaron de acuerdo con el modelo semi-empirico
propuesto por Rigter y Peppas que se ejemplifica en la ecuacién 1 (Peppas, et al.,
2000).

M, >
In—=mK+nlint Ecuacion 1
M

En donde My/M, es fraccion de farmaco liberado a un tiempo £, K es una constante
y “n” es la pendiente y representa el exponente de difusion, esté indica el probable
mecanismo de transporte y el tipo de liberacion (tabla 11); es importante mencionar
que en este modelo se toman en cuenta los datos hasta el 60 % de la cantidad total

liberada.

En los sistemas de liberacién de farmacos a base de polimeros, la liberacion del
farmaco esta intimamente relacionada con la solubilidad del mismo, pero también
con el tipo de polimero, los sistemas poliméricos se pueden hinchar (al absorber
agua y el farmaco disuelto difundir a través de esta capa) o bien el polimero se
puede erosionar, también es posible la combinacién de ambos fendmenos. El valor
de n nos indica el mecanismo de liberacién como se indica en la tabla 11. La cinética
liberacion (en la que se observa hinchamiento y/o erosion) se puede clasificar como:
controlado por la difusiéon de tipo fickiano; difusion no fickiano o andémala; o
controlado por la relajacion de las cadenas poliméricas. La tabla 12 (y la figura 23 y
24) muestra que para los lotes 1y 2, n es mayor a 0.5 y menor a 1 lo que indica un
mecanismo de transporte no fickiano (andmalo) dependiente del tiempo, en las
figuras 25 y 26 se reportan los datos obtenidos utilizando el modelo de Peppas (los

graficos se obtuvieron a partir de los datos incluidos en el anexo).
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Tabla 11. Mecanismo de transporte y tipo de liberacién con base al exponente de difusion “n” de acuerdo al
modelo de Peppas.

0.5  Difusién Fickiana | Dependiente del tiempo f (t°°)

0.5<n<1 No Fickiano (Anémalo) Dependiente del tiempo f (™)
1 Transporte caso |l Independiente del tiempo (orden cero)

n>1 Super caso I Dependiente del tiempo f (™)

En el caso de farmacos poco solubles en agua, el farmaco disuelto y no disuelto
coexisten dentro de la matriz, el farmaco no disuelto no se libera solo por difusion,
sino también son importantes los fenbmenos de erosion. Que la matriz se disuelva
en forma rapida o lenta tiene importancia para aquellos farmacos que son parcial o
poco solubles en agua, los procesos difusionales requieren de términos fuertemente
dependientes del tiempo. Por otro lado, la liberacion del farmaco, dependera

fuertemente de la composicion de la matriz polimérica (Andreetta, 2003).

w9

Tabla 12. Resultados de los exponentes de difusién “n” de acuerdo al modelo de Peppas.
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Fig. 23. Perfil de liberacion del CLOT a partir de NP’s de CAP (Lote 1).
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Fig. 24. Perfil de liberacién del CLOT a partir de NP’s de CAP (Lote 2).
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Fig. 25. Promedio de la cantidad liberada de farmaco del lote 1, aplicando el modelo de Peppas.
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Fig. 26. Promedio de la cantidad liberada de farmaco del lote 2, aplicando el modelo de Peppas.

Los datos también se analizaron de acuerdo al modelo de Higuchi. Este modelo se
puede aplicar con mayor exactitud a aquellas matrices unidimensionales tales como
peliculas de polimeros poco solubles que no sufran hinchamiento, como por ejemplo
el acetato de celulosa (Andreetta, 2003). La ecuacion (2) del modelo propuesto es

la siguiente:
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Ecuacion 2

En donde M:es la cantidad de farmaco liberada a un tiempo t, My es la cantidad

maxima liberada, K es una constante y t el tiempo. Este modelo se basa en estudiar

la velocidad de liberacion del farmaco a partir de sistemas matriciales.

El coeficiente de correlacion que se obtuvo en los lotes 1 y 2 son cercanos a uno

(tabla 13 y figuras 27 y 28), por lo tanto, los datos se ajustan al modelo propuesto

por Higuchi (los graficos se obtuvieron a partir de los datos incluidos en el anexo), y

podemos decir que el farmaco se encuentra disperso homogéneamente en todo el

sistema matricial (Rodriguez, 2010).

Tabla 13. Constantes obtenidas ajustando la liberacion de CLOT al modelo de Higguchi.

1 56.166 0.9971 6-72
2 66.447 0.9879 6-48
600
500
400
300
@ 200
y =56.166x - 68.781
100 R?=0.9971
0
0 4 8 10

Fig. 27. Ajuste de los datos de liberacion del CLOT a partir de las NP’s de CAP al modelo de Higuchi (lote 1).
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Fig. 28. Ajuste de los datos de liberacion del CLOT a partir de las NP’s de CAP al modelo de Higuchi (lote 2).
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7. CONCLUSIONES

Se prepararon NP’s poliméricas con CAP y CLOT por el método de emulsificacion-
difusion; las NP’s tuvieron tamanos cercanos a 800 nm, con indices de

polidispersion de 0.091 a 0.165, y potencial zeta de -22.7 a -24.4 mV.

La calorimetria diferencial de barrido evidenci6 que el CLOT se encuentra disperso
a nivel molecular en el CAP. Se obtuvo una eficiencia de encapsulamiento mayor al
50 % y bajos porcentajes de estabilizante residual (<1 %). Los perfiles de liberacién
in vitro mostraron que las NP’s tienen un comportamiento de sistema matricial cuya

liberacion se ajusta al modelo de Higuchi.

No fue posible determinar la cantidad de CLOT en las NP’s de CAP por medio de
un método directo (espectrofotometria UV-VIS) debido a que el CAP y el CLOT

absorben en longitudes de ondas similares.

Se desarrollé un método indirecto para determinar la cantidad de CLOT enlas NP’s
poliméricas. El método indirecto, contempld la formacién de un complejo con el
reactivo DDQ y el anillo imidazdlico que contiene el CLOT. La inestabilidad del
complejo en agua impidié la cuantificacién de CLOT en los perfiles de liberacién in

vitro.

Se desarrollé un método analitico por HPTLC para evaluar la cantidad de CLOT en
los estudios de liberacion in vitro. Este ultimo método demostro ser; lineal (0.9968),
especifico, exacto (100.99 + 1.7), preciso, con un limite de cuantificacion de 35.6 ng

y un limite de deteccion de 12.5 ng.

Los objetivos planteados en este trabajo de tesis fueron alcanzados y los resultados
del estudio de la liberacién in vitro indican que las NP’s propuestas tienen una

aplicacion potencial en el tratamiento de infecciones vaginales por hongos.
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8. PERSPECTIVAS

1) Evaluar la liberacion del clotrimazol contenido en las nanoparticulas en un
medio que favorezca la libre salida del farmaco, ya que en el medio utilizado
so6lo fue posible cuantificar el farmaco a partir de las 6 horas.

2) Evaluar el comportamiento de las nanoparticulas usando modelos bioldgicos
como el tejido vaginal de cerda.

3) Adaptar el método de cuantificacion desarrollado en esta tesis para otros
medios de liberacion in vitro o ex vivo.

4) Evaluar si el método de cuantificacién planteado puede ser utilizado para

evaluar la estabilidad de las nanoparticulas en funcién del tiempo,
determinando la eficiencia de encapsulamiento.
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ANEXO

En este apartado se presenta las tablas y graficos correspondientes a la cuantificacién por HPTLC
de los perfiles de liberacién in vitro de CLOT en los lotes de NP’s de CAP (L1 y L2) utilizando como
medio FVS con Tween® 20 al 3 %.

Tabla A 1. Resultados de la cuantificacién por HPTLC de la liberacién de CLOT (Areas bajo la curva)
de las NP’s de CAP.

Area bajo la curva
mg NP’s
6h 8h 24h 48h 72h
A 15.3 261.2 159.7 636.5 763.3 885.8
L1 B 16.2 305.4 263.1 664.9 855.9 1058.3
C 15.7 307.5 295.9 5935 1008.0 1296.6
A 15.8 336.6 289.4 665.4 1057.8 1020.5
L2 B 15.8 268.3 212.0 764.2 876.2 979.1
C 15.2 421.5 332.7 527.1 1060.8 1320.9
1400
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Fig. A 1. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L1, n=3).
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Fig. A 2. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L2, n=3).

Tabla A 2. Correccion de las cantidades de la liberacion de CLOT de las NP's de CAP (L1).

Cantidades (ug) Cantidades retiradas :::;iﬂ?:::;airadas Cantidad corregida liberada
L1A L1B L1C L1A L1B L1C L1A L1B L1C L1A L1B L1C
54.008 64.495 64.993 0 0 0 0 0 0 54.008 64.495 64.993
44.891 81.689 93.361 2.700 3.225 3.250 2.700 3.225 3.250 47.592 84.913 96.611
214.571 || 224.678 | 199.269 | 2.245 4.084 4.668 4.945 7.309 7.918 219.516 | 231.987 | 207.186
259.696 | 292.649 | 346.778 | 10.729 11.234 9.963 15.674 18.543 17.881 275.369 | 311.193 | 364.659
303.290 | 364.678 | 449.482 | 12.985 14.632 17.339 28.658 33.176 35.220 331.948 | 397.853 | 484.702

Tabla A 3. Correccion de las cantidades de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L2).

Cantidades (ug) Cantidades retiradas ::::;:i:::::sretiradas Cantidad corregida liberada
L2A L2B L2C L2A L2B L2C L2A L2B L2C L2A L2B L2C
71.897 55.693 92.039 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 71.897 55.693 92.039
91.048 63.504 266.143 | 3.595 | 2.785 1.264 | 3.595 2.785 1.264 94.643 66.288 | 267.407
224.856 | 260.016 | 175.639 | 4.552 | 3.175 5.323 | 8.147 5.960 6.587 233.003 || 265.976 | 182.226
364.500 299.874 365.568 11.243 | 13.001 | 8.782 19.390 18.961 15.369 | 383.890 318.834 | 380.936
351.226 336.493 458.130 18.225 | 14.994 | 18.278 | 37.615 33.954 33.647 | 388.841 370.447 || 491.777
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Tabla A 4. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L1) ajustado al modelo de
Peppas.

In(Mt/Ma)
In (t) L1A L2A L3A D.S. Promedio
1.792 -1.816 -1.820 -2.009 0.111 -1.882
2.079 -1.942 -1.544 -1.613 0.213 -1.579
3.178 -0.414 -0.539 -0.850 0.225 -0.601
3.871 -0.187 -0.246 -0.285 0.049 -0.239
0.000 -
0.000 1.000 2.000 3.000 4000 5.000
-0.500
3 -1.000
= —o—L1A
S~
s —e—11B
£ (-1.500
y =0.9154x - 3.5889 L1C
R2 = 0.9309
-2.000 y = 0.7804x - 3.1679
R? = 0.9803
-2.500

Fig. A 3. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP ajustado al modelo de Peppas (L1, n=3).
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Tabla A 5. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L1) ajustado al modelo de

Higuchi.
Mt
t 12 L1A L2A L3A D.S. Promedio
2.449 54.008 64.495 64.993 6.203 61.165
2.828 47.592 84.913 96.611 25.601 76.372
4.899 219.516 231.987 207.186 12.400 219.563
6.928 275.369 311.193 364.659 44.934 317.074
8.485 331.948 397.853 484.702 76.616 404.835
600.000 y = 48.656x - 63.339
R2=0.9551
500.000 o BE 54.968x - 63.243
R%?=0.9898
400.000
y =68.53x - 107.11
R? =0.9946
300.000
200.000 LIA
—@—L1B
100.000 —@—L1C
0.000
0.000 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 7.000 8.000 9.000

Fig. A 4. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP ajustado al modelo de Higuchi (L1, n=3).
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Tabla A 6. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L2) ajustado al modelo de

Peppas.
In (Mt / Ma)
In (t) L2A L2B D.S. Promedio
1.792 -2.747 -2.920 0.122 -2.833
2.079 -2.472 -2.746 0.194 -2.609
3.178 -1.571 -1.356 0.152 -1.464
3.871 -1.072 -1.175 0.073 -1.123
0.000
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500  4.000
-0.500
-1.000
S -1.500
=
=
‘e |-2.000
-2.500
-3.000
-3.500

4.500

—0—L2A
—e— 2B

y =0.805x - 4.1631
R?=0.9985

y =0.9186x - 4.5569

R?=0.952

Fig. A 5. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP ajustado al modelo de Peppas (L2, n=2).
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Tabla A 7. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP (L2) ajustado al modelo de

Higuchi.
Mt
t 2 L2A L2B D.S. promedio
2.449 71.897 55.693 11.458 63.795
2.828 94.643 66.288 20.050 80.466
4.899 233.003 265.976 23.315 249.489
6.928 383.890 318.834 46.001 351.362
8.485 388.841 370.447 13.006 379.644
450.000
400.000
350.000
300.000
i 250.000
200.000 —@— L2A
150.000 —8— 2B
100.000
50.000
y =69.611x - 101.82
0.000 R? = 0.999
0.000 2.000 4.000 6.000 8.000

y =63.283x - 93.919
R?=0.9358

Fig. A 6. Resultados de la liberacion de CLOT de las NP’s de CAP ajustado al modelo de Higuchi (L2, n=2).
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