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I Introduccién

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que causa deterioro mental
progresivo, principalmente en personas de la tercera edad, se estima que en el
mundo hay cerca de 50 millones de personas que padecen la enfermedad y cada
afio se registran alrededor de 10 millones de nuevos casos.' Los pacientes con
Alzheimer sufren de discapacidad funcional progresiva, pérdida de independencia,
angustia emocional cambios de comportamiento, reduccién de la atencidn,
dificultad para encontrar palabras, desorientacién espacial o de tiempo y sintomas
de comportamiento tales como conducta agresiva, incapacidad para realizar las
tareas comunes de la vida diaria, etc'.

La enfermedad esta relacionada con la pérdida de neuronas colinérgicas que
terminan en el hipocampo y la corteza cerebral, ademas de la acumulacién de
proteinas intracelulares y la acumulacion de depdsitos de proteina extracelulares
(placas seniles). El tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central
(SNC) es bastante complicado debido a la permeacion altamente selectiva de la
barrera hematoencefalica (BHE) la cual restringe la entrada de practicamente
cualquier sustancia hacia el cerebro, por lo que es complicado alcanzar las
cantidades terapéuticas necesarias con los tratamientos actuales”, por esta razén
la administracion intranasal, un método no invasivo de administracion, podria ser
una alternativa para lograr un tratamiento efectivo a nivel cerebral, ademas si el
farmaco es encapsulado en algun vehiculo de escala nanométrica, tales como
liposomas, micelas y otros sistemas similares, podria haber ventajas tales como el
incremento de la cantidad de farmaco que se logra administrar, proteccion de éste
frente a la degradacion y se podrian también sentar las bases para
posteriormente lograr que el transportador sea sitio especifico, reduciendo los
efectos adversos debidos al farmaco."

La rapamicina es un farmaco que promueve la autofagia de las proteinas no
deseadas que se acumulan intra y extracelularmente en la enfermedad de
Alzheimer ¥ por lo que con éste se podria elaborar un tratamiento efectivo por

medio de un transportador nanométrico. La rapamicina presenta grupos

11



funcionales no ionizables por lo que es practicamente insoluble en medios
acuosos, esto lo hace idoneo para su inclusién en una estructura de reciente
obtencién, la cual fue publicada en el 2016", dicha estructura de geometria
esférica con tamanos de hasta 200 nm tiene la particularidad de contar un nucleo
hidrofobico rodeado por fosfolipidos en bicapas o multicapas, segun con los
estudios instrumentales realizados por los autores.

Considerando lo anterior, en el presente trabajo experimental se muestra la
obtencion de una nueva estructura nanométrica esférica, a partir de estudios de
equilibrio de fase y mediante el empleo de una mezcla de tensoactivos no idnicos
y fosfolipidos, la cual se denominé como “Subag® (del coreano, sandia), el cual se
podria ser utilizado como terapia alternativa para el tratamiento del Alzheimer ; su
caracterizacion estructural se baso6 en varias técnicas instrumentales, tales como:
espectroscopia de infrarrojo (IR), microscopia electrénica de barrido (SEM) y
dispersion dinamica de luz. Ademas se evaluo la eficiencia de encapsulacion de

Rapamicina y se efectud el estudio cinético de liberacion in vitro.
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Il. Marco teérico
2.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son aquellas que estan relacionadas con
la pérdida progresiva de la estructura o funcion de las neuronas y por ende, del
sistema nervioso central, comparten entre ellas ciertas caracteristicas con
respecto al curso clinico, patologia y mecanismos moleculares; frecuentemente
estan acompanadas por muerte neuronal, desaparicion de cuerpos celulares
neuronales, patologia neuronal y proliferacién glial; todas estas afectaciones no
son reversibles y no existe ninguna terapia conocida para un tratamiento efectivo,
aunque cabe mencionar que hay ciertos tratamientos y terapia génica con lo que
se ha presentado una mejora temporal. El riesgo de desarrollar una de estas
enfermedades se incrementa con la edad. Entre las principales enfermedades
neurodegenerativas estan la enfermedad de Parkinson, de Huntington, esclerosis
lateral amiotréfica y la enfermedad de Alzheimer “'.

2.1.1 Enfermedad de Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad que esta relacionada con la pérdida de neuronas
colinérgicas que terminan en el hipocampo y la corteza cerebral, la acumulacion
de proteinas intracelulares que forman marafias neurofibrilares y con la
acumulacion de depositos de proteina extracelulares conocidas como placas
seniles, las cuales provocan el deterioro mental progresivo principalmente en
personas de la tercera edad, quienes sufren de discapacidad funcional progresiva,
pérdida de independencia, angustia emocional y sintomas de comportamiento
(cambios de comportamiento, deterioro de conducta social, conducta agresiva,
incapacidad para realizar las tareas corrientes de la vida diaria de acuerdo con la
OMS). Esta enfermedad esta caracterizada por la presencia de atrofia cerebral,
placas amiloides extracelulares y marafias neurofibrilares intraneuronales "',

Las placas seniles estan constituidas principalmente por el péptido g amiloide, el

cual se forma por la division de la proteina precursora amiloide (APP) por la
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participacion de las enzimas «, y y-secretasa, ésta ultima enzima cataliza la
formacion de los péptidos af, llamados amiloide £, el cual puede asociarse para
formar agrupaciones de dimeros y oligdbmeros para después crecer hacia fibras en
forma de laminas con plegamiento S que componen las placas seniles
amiloides.Aunque los oligdmeros aff son neurotoxicos se cree que la enfermedad
se desarrolla sobre todo a causa de la proteina tau, que normalmente se unen a
microtubulos en axones y los estabiliza, pero en la enfermedad de Alzheimer estan
fosforiladas excesivamente y se redistribuyen hacia el cuerpo celular de la
neurona y las dendritas, donde se agregan entre si volviéndose marafas
neurofibrilares insolubles; provocando pérdida de la sinapsis, apoptosis neuronal y
liberacidon mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (ROS) que producen
estrés oxidativo y contribuyen al proceso apoptético .

Aunque aun no hay una cura para esta enfermedad, hoy en dia existe un
tratamiento de referencia, el cual consiste en el uso de inhibidores de
colinesterasa, a fin de aumentar la transmision colinérgica (de modo que la
acetilcolina (ACh) liberada por las neuronas sobrevivientes pueda ser mas eficaz),
antagonistas de glutamato a fin de reducir su capacidad promotora de
excitotoxicidad, asi como el uso de antioxidantes con el fin de limitar el dafo

neuronal causado por los radicales libres.
2.2 Tratamiento con Rapamicina

La rapamicina es un macrolido fotosensible obtenido de Streptomyces
hygroscopicus, actua bloqueando selectivamente la activacion transcripcional de
citosinas y por lo tanto inhibiendo su produccion. Es un potente inmunosupresor y
posee propiedades antifungicas y antineoplasicas * .

El farmaco promueve la autofagia de las proteinas no deseadas que se acumulan
intra y extracelularmente en la enfermedad de Alzheimer”, pues es un regulador
negativo de la via mTOR, por lo que podria ser un tratamiento efectivo; sin
embargo contiene grupos funcionales no ionizables por lo que es practicamente

insoluble en medios acuosos. Figura 1.
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Por medio de la activacion de la via mTOR se inhibe la autofagia celular, el cual es
un proceso en que células danadas, proteinas viejas o mal plegadas son

transportadas hacia lisosomas para ser digeridas y degradadas.™

Xiii

Figura 1. Estructura quimica de la rapamicina.

El blanco de rapamicina en mamiferos o mTOR por sus siglas en inglés, es una
proteina con actividad cinasa, miembro de la familia fosfatidilinositol 3-quinasa y
es conocida por regular funciones biolégicas como el crecimiento celular,
proliferacion, sintesis de proteinas, apoptosis y autofagia; su desregulacion ha
sido implicada en diabetes mellitus tipo Il, cancer y neurodegeneracion™.

Se ha encontrado que mTOR inhibe la autofagia al producir ULK1 un miembro del
complejo de iniciacion asociado a la autofagia lo que da como resultado una

pérdida de la funcién cinasa ™.
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2.2.1 Caracteristicas biofarmacéuticas
e Absorcion

La rapamicina se absorbe poco en el tracto gastrointestinal, se estima que su
biodisponibilidad oral es del 15%; el tiempo que tarda en alcanzar el pico de

concentracién maxima se encuentra entre 0.7 y 3 horas.™
* Distribucion

El farmaco se distribuye ampliamente en los tejidos debido a su elevada
hidrofobicidad, por lo mismo su volumen de distribucion es alto y variado. La
biodisponibilidad promedio de la rapamicina en tableta después de la

| Xvii

administracion oral es de 27%, mas alta que la de una solucion ora

La Tabla 1 engloba las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de la
rapamicina, farmaco de clase Il, de acuerdo con el sistema de clasificacion
biofarmacéutica (BCS) por lo que tiene una baja solubilidad y una alta
permeabilidad; sin embargo, hay quien lo clasifica como un farmaco clase IV, es
decir poco soluble y poco permeable.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de la rapamicina

Propiedad Valor teorico
Solubilidad en agua 0.00173 mg /mL
Biodisponibilidad 15 %

Pka 9.96™"

Union a proteinas 92 %

Log P 4.3

Clasificacién biofarmacéutica | Clase 2, Clase 4™
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2.3 Sistemas de liberacion modificada como método de administracion de

farmacos en el SNC
2.3.1 Estructuras nanométricas

En las ultimas décadas se han investigado diversos sistemas de escala
nanométrica tales como liposomas, micelas, nanotubos de carbono, entre otros,
con el fin de utilizarlos como vehiculos de liberacion modificada de medicamentos,
ya que tienen la capacidad de regular la cantidad de farmaco liberada,
sosteniendo la duracion de la accidn terapéutica y/o favoreciendo la liberacion en
un sitio especifico u 6rgano diana. Estos sistemas ofrecen ciertas ventajas frente a
las formas farmacéuticas convencionales (capsulas, tabletas) tales como:

* Control del tiempo de liberacion del farmaco

* Posible direccion de la liberacion a un sitio especifico

* Liberacion en funcidn a un estimulo (temperatura, pH, presién, campo

magnético, fuerza ionica)
* Reduccion de los efectos adversos

* Incremento de la adherencia terapéutica al minimizar las dosificaciones

Estos vehiculos de transporte farmacéutico se caracterizan por tener un tamafio y
naturaleza quimica que les confiere ciertas propiedades, entre los sistemas que se

han usado se encuentran los siguientes:

2.3.2 Sistemas coloidales

Una dispersion coloidal es aquella compuesta por al menos dos fases una de las
cuales esta dispersa (fase en menor proporcion o discontinua) en de la otra (fase
en mayor proporcion o continua) y poseen un tamafio de particula entre los 107
m hasta 10° m; debido a su tamafio no sedimentan a tiempos cortos ya que el
movimiento normal de las moléculas de agua termina por influir en la trayectoria
de sedimentacion (movimiento Browniano), lo que retrasa la segregacion de

fases™.
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Dependiendo del estado de agregacion de las fases implicadas, los coloides se
pueden clasificar en aerosoles(gas en liquido), emulsiones (liquido en liquido) o
geles (solido en liquido).

Se ha encontrado que ciertos medicamentos incrementan o cambian sus
propiedades terapéuticas cuando se formulan en un sistema coloidal como la plata
coloidal el cual se usa como germicida y no es irritante como las sales de plata
ionica. Los sistemas coloidales se utilizan como formas de liberacion de farmacos
de naturaleza hidrofilica e hidrofébica ya que aumentan la solubilidad, estabilidad y
en algunos casos el sabor, lo que en consecuencia mejora sus parametros
farmacolégicos.™

En la Tabla 2 se muestran los sistemas de liberacion mas usuales y su aplicacion

farmacéutica.

Tabla 2. Sistemas de liberacidn para tratamientos terapéuticos.

Tamafio de Tipo de sistema de | Sistemas Aplicaciones y
promedio de liberacion representativos caracteristicas
particula (componentes)
. liberacion
Alginato, gelatina, )
) sostenida de
chitosan, )
) . medicamentos,
Microesferas, microesferas )
0.5-20 ym _ o andamios para la
hidrogeles poliméricas, ) .
) liberacion celular
hidrogeles . o
oL en la ingenieria
poliméricos .
de tejidos
Poliestireno, Liberacioén a un
microesferas de sitio especifico.
Emulsiones de acido polilactico, Liberacion
0.2-5 ym i ] )
5 microparticulas, Emulsiones O/W, controlada y
-19-2 um . o
micro emulsiones emulsiones W/O, dirigida de
micro emulsiones tratamientos
aceite en agua terapéuticos.
Fosfolipidos y Liberacién a un
30-1000 nm Liposomas vesiculas a base de | sitio especifico.
polimero con

18



bicapa
Micelas de i N
Liberacion a un
surfactantes N 5
3-80 nm Micelas sitio especifico.
naturales y
sintéticos
Liberacion a un
Nanoparticulas . .
o sitio especifico.
lipidicas, ) "
2-100 nm Nanoparticulas oo Dispositivos de
poliméricas e o
. o navegacion in
inorganicas i
VIVO.
Agentes de
2-100 nm Nanocristales Puntos cuanticos
imagen

2.3.3 Emulsiones

Una emulsién es un sistema disperso que consiste de al menos dos fases liquidas

inmiscibles (Figura 2), una de las cuales esta dispersa como glébulos (fase

dispersa) en la otra fase liquida (fase continua), son termodinamicamente

inestables debido al exceso de energia libre asociada a la superficie de los

glébulos o gotitas, por lo que estas tienden a juntarse para reducir la tension

interfacial implicada, es decir floculan, por ello el uso de un agente emulsionante

tal como un tensoactivo, ayuda a estabilizar el sistema ya que inhibe la

coalescencia al abatir la tensién interfacia

xxiii

hasta 100 pm.

I, XXii

el tamafo de particula va de 0.1 ym
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/
/) |
) j ) Aceite
Agua \J \)
Aceite
Agua
a) Emulsion W/O b) Emulsién O/W

Figura 2. Emulsiones w/o y o/w, a) representa el tipo W/O donde la fase acuosa
esta dispersa en aceite, por lo que un farmaco hidrofilico estaria en el centro
acuoso b) representa el tipo O/W donde la fase oleosa esta dispersa en agua, por
lo que un farmaco hidrofébico estaria en el centro conformado por las colas

hidrofébicas del tensoactivo.

2.3.4 Micelas mixtas

Estas estructuras estan constituidas de tensoactivos o surfactantes, que son
sustancias que abaten la tensién superficial y que estan compuestos por una
cabeza con un grupo polar y una cadena hidrobofobica de cadena larga (Figura 4)
que al estar en un medio acuoso bajo ciertas concentraciones y temperatura, se
agregan para formar micelas, éstas se ensamblan solo cuando los surfactantes
estan presentes a una cierta concentracién conocida como concentracion micelar

critica (CMC) la cual es caracteristica para cada surfactante.
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Dependiendo de la forma espacial del surfactante, la cual depende del volumen de
la region polar y la region no polar del tensoactivo, esta dada la geometria de las

micelas. Véase Figura 4.

/
a) Cono b) Cono c) Cono d) Cilindro e) Cono
truncado truncado truncado invertido

Figura 3. Esquema que muestra la conformacion espacial de un surfactante, la
figura geométrica que mejor los modela sirve para determinar el parametro critico

de empaquetamiento (Cpp) y por lo tanto el tipo de estructura que formarian.™

Las micelas mixtas son micelas que estan compuestas de bloques de copolimeros
de distintas clases, bloques de copolimeros mezclados con moléculas anfipaticas
o bloques de copolimeros y surfactantes aniénicos o cationicos.®™ En la figura 4,
se esquematiza el nucleo completamente hidrofébico conformado por las
cadenas hidrofdbicas, mientras que el exterior esta conformado por las cabezas
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hidrofilicas.

Figura 4. Esquema de una micela dividido por la mitad.
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Los factores que controlan el empaquetamiento de tensoactivos pueden ser

expresados mediante el Cpp definidos mediante la ecuacion 1:

Vr
Cpp=— (1)

Donde:

V7t : es el volumen de la proporcion hidrofébica de la micela

« : es el area de proyeccion de la region polar

| : es la longitud critica de la cadena hidrocarbonada

El valor de ese parametro sirve para determinar la estructura en la que se
organizaran los surfactantes, es decir si el Cpp es mayor que 1.0 la estructura que
se espera es una micela inversa, mientras que si el valor es igual a 1.0 se trata de
una bicapa plana, asi mismo si el Cpp es menor a 1 la estructura formada es una

micela esférica®" . Figura 5

a) Bicapa plana b)Micela c)Micela invertida

Figura 5. Organizacion de las estructuras en funcion del valor de CPP de los

surfactantes que las conforman.®™

2.3.5 Liposomas

Son sistemas vesiculares cerrados constituidos principalmente por fosfolipidos,
los cuales al ser tambiénmoléculas anfipaticas y al encontrarse en agua se
orientan de modo que forman bicapas concéntricas, teniendo su extremo
hidrofilico en contacto con el agua, mientras que la parte hidrofébica se orienta
hacia el centro con el fin de evitar el medio acuso, pueden adquirir tamafios en un

rango de 0.02 a 20 ym y estar constituidos por una o varias bicapas lipidicas como
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se muestra en la figura 6; en funcion de su tamafio y numero de “capas” pueden
ser clasificados como unilamilares pequefias (SUV), unilaminares de gran tamano
(LUV) o multilaminares (MLV).*

Fosfolipido

TN N
W

L 3 > €

Cabeza polar Cola hidrofdbica

Figura 6. Esquema de un liposoma partido por la mitad, se observa la bicapa
fosfolipidica con las cabezas de los fosfolipidos orientadas hacia la parte acuosa
tanto del exterior como en el centro y con las cadenas hidrofébicas orientadas
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hacia el interior de la estructura.

Los liposomas pueden estar constituidos de fosfolipidos de doble cadena
cationicos, anionicos o neutros, de naturaleza sintéticos o naturales, si bien los
fosfolipidos son el componente mayoritario, pueden tener también colesterol en la
membrana, para incrementar la estabilidad en fluidos biolégicos debido a que hace
mas fluida la membrana, prevenir agregacion de sustancias cargadas tales como
fosfatidilserina y cardiolipinas oo ya que se ha encontrado que ciertas proteinas
como el citocromo C, unen, deforman y penetran la bicapa, provocando cambios
en la permeabilidad. " Véase Figura 7.

Los liposomas son capaces de incorporar tanto farmacos hidrosolubles dentro del
nucleo acuoso como farmacos liposolubles dentro de Ila bicapa, son
biodegradables y no toxicos y se ha comprobado que mejoran las propiedades

farmacocinéticas de los farmacos.
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a)Farmaco hidrosoluble b)Farmaco liposoluble
Figura 7. Esquema de la encapsulacion de a) Farmaco hidrosoluble y de b)
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farmaco liposoluble dentro de un liposoma.

2.3.6 Lipomic

Es una nueva particula esférica, descrita por sus autores como una estructura tipo
emulsion, se trata de estructuras micelares compuestas de una o0 mas bicapas
fosfolipidicas (no confundir con un transferosoma, véase Anexo 1) que contienen
micelas mixtas de fosfolipidos y tensoactivos, especialmente ésteres de sorbitan
etoxilados y no etoxilados; por lo que es una estructura hidréfoba y por tanto
supondria una mayor eficiencia de encapsulamiento de farmacos hidréfobos; fue
obtenida a partir de una mezcla de ésteres de sorbitan etoxilados y no etoxilados
(Tween-Span), DPPC-colesterol y agua, la estructura presenta un nucleo micelar
mixto donde la cantidad de DPPC es baja pues esta constituido principalmente por
mondémeros de Tween-Span circundando esta estructura se encuentra al menos
una bicapa de DPPC, esta bicapa es similar a las estructuras liposomales, con
algunos monémeros de tensoactivo intercalados.™ Véase Figura 8.

Este tipo de estructura nanométrica tiene un uso potencial como transportador de
farmaco hidrofobico.
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< Tensoactivo
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% Fosfolipido

Figura 8. Esquema del Lipomic, se observa el nucleo de naturaleza mixta rico en
la mezcla Tween/Span y DPPC, rodeado por al menos una bicapa de DPPC que
ayuda a estabilizarlo.

Su obtencién se sustenta en estudios de equilibrio de fases, ya que son la mejor
herramienta para controlar la reproducibilidad de cualquier método de obtencion
de transportadores de farmacos en donde los surfactantes y fosfolipidos son
usados.

Los ésteres de sorbitan etoxilados en agua estructuran diferentes agregados en
funcién de su concentracion y temperatura, el diagrama binario de equilibrio de
fases correspondiente, muestra que a concentraciones menores de 20% m/m, en
el sistema se encuentran estructuras esféricas denominadas micelas; un
incremento en la temperatura promueve la insercion de mas mondmeros de
surfactante en la micela, macroscopicamente el sistema se torna ligeramente
turbio u opalescente, a esto se le conoce como punto de enturbiamiento; este
estado termodinamico es de mucho interés, ya que la tension interfacial agua-
micela es muy baja y ademas, las micelas incrementan su capacidad de
contencion. Bajo las condiciones termodinamicas especificas del punto de
enturbiamiento, sustancias como colesterol y fosfolipidos promueven el
ensamblado de estructuras no micelares con diferente morfologia, tamafro,
estabilidad y propiedades farmacéuticas. El Lipomic es un ejemplo de esta nueva
gama de estructuras de interés farmacéutico cuya obtencion tiene reproducibilidad
precisamente por el sustento en estudios de equilibrios de fase. ™
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2.4 Administracion intranasal

La via intranasal es una ruta no invasiva para la administracion de farmacos
ampliamente usada para tratamientos locales, puede ser util para el tratamiento de
diversas enfermedades debido a que los farmacos pueden ser absorbidos en
circulacion sistémica a través de la mucosa nasal sin presentarse efectos de
primer paso; entre las ventajas que ofrece esta via de administracion, esta la facil
administracidén; al no ser invasiva el paciente puede auto administrarse, la
absorcion de farmacos es alta para farmacos lipofilicos de valor de masa
molecular de hasta 1kDa y los niveles alcanzados en plasma son similares a los
alcanzados por via intravenosa pero el tiempo que tarda el efecto terapéutico es
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menor y la mas importante, permite la administracion de farmacos
directamente al cerebro sin pasar por la BHE. i

Las diversas ventajas que ofrece la via intranasal van desde evitar el efecto de
dilucion sistémica de los farmacos liberados por esta via y la evasion del efecto de
primer paso, el cual puede inactivar una parte de farmaco administrado por la
metabolizacién en el higado, ademas de que esta via permitiria el uso de dosis
terapéuticas menores, mejorando de esta manera la relacion costo efectividad y la
adherencia terapéutica, asi como el que los farmacos absorbidos tiene una
distribucion mas rapida hacia el sistema nervioso central, por lo que algunos de
ellos alcanzan mayor concentracion en el liquido cefalorraquideo en comparacion
con otras vias de administracién como son la orogastrica o la intravenosa™™* asi,
el uso de nebulizadores e inhaladores ayuda a disminuir los efectos sistémicos y

aumentar la concentracidon del farmaco en las vias respiratorias.

Es importante tener en cuenta que la cavidad nasal esta llena de endopeptidasas
y exopeptidasas que generan una degradacion temprana de aquellos farmacos
susceptibles a la degradacion enzimatica, repercutiendo en la biodisponibilidad del
farmaco; debido a este hecho las formulaciones que estén ideadas para una
liberacion en el SNC via intranasal, deben de atravesar rapidamente la mucosa

nasal. El transporte de farmacos a través de la mucosa depende de multiples
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factores, tales como las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia, el tipo de
su formulacién y las condiciones fisiologicas en el sitio de absorcion, por

mencionar algunos.”
2.4.1 Transporte de farmacos hacia el SNC via intranasal

Las superficies respiratorias y olfativas de la cavidad nasal son las principales
responsables del transporte de los farmacos administrados desde la nariz hasta el
cerebro, la cavidad nasal es rica en vasculatura, que se encuentra debajo de la
membrana mucosa. Los farmacos lipofilicos (no polares) generalmente se
absorben bien desde la cavidad nasal por difusion simple y, en la mayoria de los
casos, muestran un perfil de concentracion en plasma idéntico al observado
después de la administracion intravenosa. Los farmacos hidrofilicos (polares), por
otro lado, no se absorben bien y atraviesan la mucosa nasal a la circulacion
sistémica o se transportan a través de la mucosa nasal al sistema nervioso
central ™

Existen tres principales formas de transporte hacia el cerebro desde la cavidad
nasal:

1) Transporte a través de la mucosa nasal.

2) Transporte a través del nervio olfatorio. Figura 9.

3) Transporte a través del nervio trigémino. Figura 10.
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Bulbo olfatorio

amina cribosa

Tracto olfatorio

Ramo nasal interno medial
del nervio etmoidal anterior

Nervios olfatorios

Nervio nasopalatino

Conducto incisivo

Septo nasal

Figura 9. Vista lateral del nervio olfatorio

El transporte a través del nervio trigémino se lleva a cabo mediante dos zonas:
1) A través del agujero lacerado anterior o agujero occipital (Figura 11) cerca
de la protuberancia y
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2) através de la lamina cribosa cerca del bulbo olfatorio.
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Nervio Trigémino  Nervio oftalmico
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Nervio alveolar
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Nervio
mandibular
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Figura 10. Vista lateral del nervio Trigémino
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Figura 11. Vista superior del agujero occipital o agujero lacerado anterior en el

craneo

La captacidon de farmacos a través de la via olfativa se produce a través de vias
intraneuronales o extraneuronales. La via intraneuronal se prolonga y transporta
principalmente los farmacos a través de la via axonal, mientras que el transporte
de flujo masivo se realiza a través de los canales perineurales, por lo que el
farmaco se puede transportar desde la cavidad nasal al liquido cefalorraquideo y
la parénquima cerebral. La captacion de farmacos a través del nervio trigémino se
produce a través de un proceso de difusion; sin embargo, el principal portal para la
absorcion de farmacos desde la cavidad nasal es el epitelio olfativo donde la
absorcion se produce al pasar a través de la capa de mucosa, entre mas pequefa
y sin carga se encuentre una molécula de principio activo, mas facil sera su paso a
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través de esta capa.
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Debido a la anatomia y fisiologia de la cavidad nasal la cantidad de farmaco
descargada dependera del sistema de liberacion (que puede ser modificado o
prolongado, o no) y del dispositivo de administracion nasal, ya que depende de
factores tales como el modo de administracién, el tamafo de particula, la
formulacion, la velocidad de liberacidn de las particulas, el angulo del spray y el

cono formado por éste.

Los farmacos lipofilicos son transportados transcelularmente por un proceso de
difusién pasiva dependiente de la concentracion, mediado por receptor o
acarreador y por mecanismos de transporte vesicular, mientras que los farmacos
polares se cree que pasan a través de las uniones en el epitelio.

Si bien mediante la via de administraciéon nasal se puede alcanzar la liberacion
sistémica, esta via no es la mas Optima para todos los farmacos puesto que
aquellos que sean de naturaleza polar y de gran peso molecular pueden no
absorberse adecuadamente, esto debido a la pobre permeabilidad a la membrana,
el rapido recambio y la degradacion enzimatica de la cavidad nasal.

Si bien se ha encontrado que la mucosa nasal tiene algun caracter hidrofilico, es

mayoritariamente de naturaleza lipofilica.

En principio el tamafio de particula 6ptimo para poder atravesar la barrera
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hematoencefalica es de 200 nm™ ya que puede penetrar mas profundamente en
el cerebro y mantenerse en circulacién por mas tiempo, sin embargo se han
reportado nanoacarreadores con un tamafio de hasta 800 nm™ que lograr

atravesar la barrera hematoencefalica.
2.4.2 Mecanismo de absorcion a través de la mucosa nasal

La gran vascularidad que posee la cavidad nasal permite que los farmacos
lipofilicos sean bien absorbidos por un proceso de difusidn simple, por otra parte
las moléculas polares no son bien absorbidas aun mas si poseen un tamafio de
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particula grande por lo que su biodisponibilidad es pobre en este caso.
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El transporte a través de la mucosa tomando en cuenta la polaridad y tamaro del
farmaco se puede dar por procesos de difusion simple por gradientes de
concentracion o mediada por receptores con transporte transcelular (a través de la
célula)o paracelular (entre las células); generalmente compuestos con bajo peso
molecular (menor a 1000 daltons) usan transporte paracelular, mientras que el
transporte de moléculas polares se realiza normalmente por mecanismos de
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transporte vesicular tales como la pinocitosis.

La mucosa nasal es la unica locacién en el cuerpo humano que provee una
conexion directa entre el sistema nervioso central y la atmésfera. Los farmacos
administrados por la mucosa nasal atraviesan rapidamente el nervio cribiforme

(Figura 9) al SNC mediante tres rutas:

1) Directamente de las neuronas olfatorias localizadas en el bulbo olfatorio

2) Através de células de soporte y el lecho capilar circundante

3) Directamente en el fluido cerebroespinal®™"
Otro factor importante que puede afectar el transporte a través de la mucosa es la
renovacion mucociliar ya que de ésta podria depender el tiempo de contacto entre

xlix

la vasculatura y el farmaco.

Se ha encontrado que el uso de surfactantes tales como polisorbatos, sales
biliares y derivados de estas sales, acidos grasos, sus derivados, cosurfactantes y
ciclodextrinas, promueven la absorcion via intranasal, pues generalmente
actuan cambiando o mejorando la permeabilidad a través de la capa de células
epiteliales ya que modifican la bicapa fosfolipidica, por lo que en algunos casos
podrian ayudar a prevenir la degradacion enzimatica; sin embargo, el uso de estos
promotores debe ser cuidadosamente seleccionado pues podria causar dafo

permanente en el revestimiento de la mucosa.
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Considerando lo anterior, en el presente trabajo, se desarrolld6 de un sistema
nanomeétrico cargado de rapamicina, que busca ser una opcion en el tratamiento
del Alzheimer, al disminuir el progreso de la enfermedad en los pacientes,
mejorando asi su calidad de vida. A partir de ésteres de sorbitan etoxilados y no
etoxilados, lecitina y colesterol, se obtuvo una estructura que se denominé como
“Subag” la cual podria ser administrada via intranasal; se espera que el sistema
llegue al nervio olfatorio (el cual conduce los impulsos directamente al SNC) y se

favorezca la autofagia de las proteinas intracelulares acumuladas.

2.4.3 Aviso de privacidad

La trascendencia del sistema desarrollado y la oportunidad que ofrece respecto a
una explotacion comercial, de la cual se beneficie la Universidad y los
investigadores y la autora del escrito, generé un acuerdo para proteger ciertos
aspectos referentes a la identidad de algunos reactivos, sin comprometer la
claridad del trabajo. El equipo de trabajo implicado agradece la comprension del
lector.

lll. Justificacion

Debido a que no existe una cura para el Alzheimer, en esta investigacion se
pretende la obtencion de una estructura obtenida a través de un método
reproducible, sustentado en estudios de equilibrios de fase, nuevas estructuras
nanomeétricas basadas en el Lipomic con las que se logre no solamente un
tratamiento efectivo para la enfermedad de Alzheimer, sino también incrementar la

cantidad de farmaco que pueda atravesar la barrera hematoencefalica.

IV. Objetivos
Objetivo general
* Disenar trayectorias termodinamicas para el desarrollo de una suspension
intranasal de vehiculos nanométricos cargados de Rapamicina para el
tratamiento del Alzheimer.
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Objetivos particulares
* Obtener un método reproducible de produccion de un vehiculo innovador de
escala nanomeétrica cargado de rapamicina y sustentado en estudios de
equilibrios de fases y que presente una estabilidad coloidal de al menos 30
dias.

e Determinar instrumentalmente la identidad estructural del vehiculo de

transporte de liberacion modificada.
* Evaluar los perfiles de liberacion de la Rapamicina en el vehiculo obtenido.

V. Hipétesis

La mezcla de tensoactivos etoxilado, fosfolipidos y farmaco a una temperatura
cercana al punto de enturbiamiento de la mezcla de los primeros, favorecera el
empaquetamiento de los componentes de manera controlada en estructuras

nanomeétricas.

VI. Materiales

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon dos tipos de tensoactivos no
ionicos derivados de ésteres de sorbitan ambos de Sigma Aldrich, Rapamicina
(Sinbiotik, donado por Laboratorio Santgar), Lecitina de soya (Metarin, AMFHER
FOODS S.A DE C.V), Colesterol (Meyer, NF, Lote No.Q4533), agua desionizada
(Equipo NANOpure Diamond Life  Science UV/UF); ademas de
Fluoresceina sodica NaFi, (marcador fluoromarcado, Sigma-Aldrich, St. EUA) y
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(sulfonil de lisamina rodamina B)
(sal de amonio) (RhB)(pureza > 99%, Avanti lipidsd Inc, EUA).
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VII. Metodologia experimental
7.1 Método general

Las mezclas compuestas de lecitina-colesterol y de los tensoactivos etoxilados en
agua, con y sin rapamicina, fueron preparadas mediante agitacion constante en
parrilla de calentamiento a la temperatura cercana al punto de enturbiamiento
correspondiente de la cantidad de la mezcla de tensoactivos, sin considerar
los demas componentes; una vez formado el sistema se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se tomd una alicuota para determinar el tamafio de particula y el
potencial zetade la muestra; todos aquellos sistemas que mostraron una
estabilidad coloidal de 1 mes, entendiendo como estabilidad el tiempo en el que la
suspension se mantuvo estable (sin separacion de fases), fueron sometidos a
estudios instrumentales tales como SEM, FTIR y microscopia confocal, para
conocer su arreglo estructural.

La liberacién de Rapamicina de las estructuras nanomeétricas solo se evalu6 en los
sistemas con al menos 30 dias de estabilidad (agrupados en dos diagramas
ternarios) a través del método de membrana de dialisis.

7.2 Preparacion de las estructuras nanométricas

La determinacion del punto de enturbiamiento se realizdé a partir de la mezcla
de los tensoactivos etoxilados en agua, a través de determinaciones visuales. Las
mezclas fueron calentadas en un bafio y en agitacion constante con velocidad
moderada, con los datos (por triplicado) se construyé una curva de temperatura de
turbidez en funcion de la concentracion de surfactante en agua, el diagrama
binario de equilibrio de fases que se obtuvo, tiene como fin de evaluar la
temperatura donde la tension interfacial agua-micela es mas baja y donde se
presenta la formacion de micelas grandes que tienen la capacidad de atraer o
capturar compuestos como fosfolipidos y/o colesteroly eventualmente la
encapsulacion del farmaco en la estructura nanométrica.

Para la preparacion de las estructuras nanométricas, se utilizaron mezclas de dos

tensoactivos etoxilados con mezclas de colesterol-lecitina y agua desionizada
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(misma que contenia el farmaco), las cuales se homogeneizaron mediante el uso
de unaparrilade calentamientoen un bafo de agua alatemperatura
correspondiente al punto de turbidez de la mezcla de tensoactivos (temperatura
evaluada sin tomar en cuenta el resto de los componentes)y agitacion
constante de 300 rpm, a presion atmosférica normal, dicha preparacién se realizé
en dos  partes, la primera  tomando  solo la mezcla  de
componentes solidos, (compuesta por la mezcla de tensoactivos, fosfolipidos y
colesterol), la cual fue agitada durante 50 min a 600 rpm y la segunda, una vez
homogeneizada la primera mezcla, consistiéo en adicionar el agua que contenia el
farmaco suspendido; toda la mezcla fue agitada por 30 min a 300 rpm para
después calentar progresivamente, mediante parilla de calentamiento, hasta la
temperatura cercana al punto de enturbiamiento. Este proceso se efectué durante
30 min a 300 rpm; una vez terminado este tiempo se dejo enfriar la suspension a
temperatura ambiente en condiciones de obscuridad.

Con la informacion obtenida para todos los equilibrios de fases correspondientes,
se construyd un diagrama pseudoternario de equilibrio de fases con dos a tres
trayectorias por diagrama ternario, para encontrar los estados
de equilibrio 6ptimos para la formacion de suspensiones estables, dando al
meétodo una reproducibilidad considerable.

7. 3 Caracterizacion de las estructuras nanométricas de rapamicina

Los sistemas obtenidos con respaldo de los diagramas pseudoternarios de

equilibrio fueron sometidos a los siguientes estudios instrumentales:

7.3.1 Estudio de estabilidad

La estabilidad, que para esta investigacion esta definida como el tiempo en el cual
los sistemas obtenidos tuvieron una estabilidad coloidal minimo de un mes, se
evaluo considerando la segregacion de fases, para ello los sistemas obtenidos se
observaron diariamente por un periodo de tres meses periodo en que los sistemas

fueron almacenados a 8°C. La distribucion del tamafio de particula y la eficiencia
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de encapsulacién de las muestras fue determinada también en funcion del tiempo

de almacenamiento.

7.3.2 Potencial zeta mediante DLS

Para conocer la estabilidad de las suspensiones de las estructuras nanométricas,
se determiné por triplicado su potencial zeta con un equipo Zetasizer Nano Zen
3600, con un valor de viscosidad de agua de 0.8872 cP a 25°C, un indice de
refraccion de 1.220 y un angulo de medida 173° la medicion se llevé a cabo
enuna celda de plastico con las muestras del sistema sin diluir ya que la

presencia adicional de agua produce el colapso de los sistemas.

7.3.3 Determinacion de tamano de particula por DLS
El tamafio de particula se determin6é con un equipo Zetasizer Nano Zen 3600, en
una celda de plastico a las mismas condiciones que en la determinacién del

potencial zeta, para las muestras del sistema sin dilucion previa.

7.3.4 Liofilizacion de los sistemas fabricados

Con el fin de contar con muestras aptas para FTIR, se liofilizaron las muestras en
un equipo Labconco a una presion de 0.021 mbar y en modo automatico, el equipo
fue programado con los siguientes segmentos:

Segmento 1: -55°C 24 h

Segmento 2: velocidad 1.04 ° C/min, -10°C, 12 h

Segmento 3: velocidad 0.5 ° C/min, 0° C, 20 h

Segmento 4: velocidad 1.0 ° C/min, 5°C, 4 h

7.3.5 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Con el fin de coadyuvar con la determinacion de la identidad estructural del
sistema obtenido, se realizaron estudios de FTIR tanto a las suspensiones que
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contenian rapamicina como las que no contenian dicho farmaco, asi como a
la rapamicina, el colesterol y a los fosfolipidos.

Las muestras de las suspensiones fueron previamente liofilizadas y se analizaron
a través de un espectrometro de FTIYR / FIR Sprectrum 400 de Perkin-Elmer a
450 cm-1 (Instituto de investigaciones en materiales, UNAM).

7.3.6 Determinacion de la morfologia superficial mediante Microscopia
electrénica de barrido (SEM)

La determinacion se realizé utilizando un equipo JEOL JSM-7600F (Instituto de
investigaciones en materiales, UNAM), en una rejilla de cobre como soporte para
las muestras, mismas que fueron recubiertas con oro.

Para la preparacion de la muestras se deposité 20 pL sobre la rejilla de cobre y se
congeld con nitrogeno liquido, posteriormente se sometieron a un proceso de

liofilizacion.

7.3.7 Microscopia confocal de fluorescencia

Para determinar el arreglo espacial de los fosfolipidos y para conocer la naturaleza
del nucleo de la estructura, se utilizé RhB y fluoresceina sédica como marcadores
fluorescentes, ambos se agregaron a la mezcla de fosfolipidos y tensoactivos
antes de formar el sistema, el primero en una proporcion 200:1 con respecto a la
lecitina de soya y la fluoresceina en una concentracién en agua de 0.2 % m/v.
La microscopia fue hecha con un equipo Imagexpress Micro Molecular Devices
(Unidad de Investigacion Preclinica , UNAM)

Inicialmente, se prepararon sistemas solo con fluoresceina sodica los cuales se
purificaron mediante dialisis para extraer la fluoresceina no encapsulada mediante
membranas (MWCO: 12-14 kD con diametro de poro de 45 mm, Fischer

Scientific); se utilizo agua desionizadacomo medio de recepcion que
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se cambi6 cada 12 horas por un periodo de 5 dias, tiempo en el que se extrajo
todo el fluoromarcador, mismo que fue analizado con un fluorobmetro a una

longitud de onda de emision de 460nm.

7.3.8 Determinacion de la eficiencia de encapsulaciéon

Para determinar la cantidad de farmaco dentro de los sistemas se realizé la
cuantificacion de  manera directa tomando una alicuota de 500  uL,la  cual
se centrifugda 14000 rpm por 1 hora, se extrajocon cuidado todo el
sobrenadante (denominado como sobrenadante 1) con el fin de separar el agua de
la suspensién del vehiculo; mientras que el botdn se resuspendié con 500 L
de CH3;CH>OH , agitando mediante vortex por 30 s y sonicando por 30 min con el
fin de romper el sistema y dejar el farmaco suspendido, libre de fosfolipidos,
transcurrido ese tiempo se centrifugé a 14000 rpm por 1 hora, obteniéndose otro
sobrenadante (sobrenadante 2); dado que los tensoactivos intervienen en la
cuantificacion  y estan suspendidosal igual que el farmacoen el
sobrenadante 2, fue necesario precipitar los tensoactivos con una solucion
de (NH4)2SO4 al 20 %, lo que separd a este sobrenadante en dos fases, una rica
en tensoactivos y otra pobre en tensoactivos, se tomola fase pobre en
tensoactivos con cuidado de no mezclar ambas fases utilizando una micropipeta
y a esta fase se le realiz6 una extraccion con 500 yL de hexano, con el fin de
obtener en la fase organica unicamente el farmaco. Para corroborar que no
existiera farmaco en el sobrenadante 1, también se le realiz6 una extraccion con
hexano, posterior a la precipitacion de tensoactivos de la misma manera en que se
tratd el sobrenadante 2 y finalmente se realiz6 la cuantificacion de Rapamicina de
las fases organicas mediante espectroscopia UV a una longitud de onda de 280.81

nm en una celda de cuarzo con tapa.
7.3.9 Estudios de liberacion in vitro

La cinética de liberacion del farmaco de las estructuras nanométricas, se

evaluaron utilizando el método de membrana de dialisis (MWCO: 12-14 kD con

39



diametro de poro de 45 mm, Fischer Scientific), utilizando acetonitrilo (ACN) 20 %
v/ivcomo medio de liberacion. Se hidratdé la membrana de acuerdo a
las instrucciones del fabricante y se colocoé 1.5 mL de cada suspension dentro de
esta, se verificO que no existieran fugas por los extremos y se corrieron los
estudios de liberacién en vasos de precipitado con 100 mL de medio a 37°+ 0. 5°
C, durante 99 horas y agitacidn magnética constante, en la obscuridad para evitar
la degradacion de la rapamicina y por ende, una cuantificacion errénea, ya que
como se menciond el farmaco es fotosensible.

Para determinar la cantidad de rapamicina liberada, se tomaron alicuotas de 1 mL
con reposicion de volumen en cada muestreo; considerando condiciones Sink para
la solubilidad de rapamicina de 65.57 pg/mL. La cuantificacion del farmaco se
realiz6 mediante espectroscopia UV a una longitud de onda de 293.56 nm, debido
a que la absortividad molar de la rapamicina es diferente al cambiar de medio.

Los datos obtenidos se analizaron mediante DDSolver 1.0 de Excel para analizar
el modelo de liberacidn mas adecuado. Se considero el coeficiente de correlacion
() mas cercano a 1, el criterio de seleccién de modelo (MSC) mayor y el criterio
de Akaike (AIC) menor.

VIIl. Resultados y Discusion
8.1 Sintesis y caracterizacion de las estructuras nanométricas de rapamicina

Se llevd a cabo la sintesis de las estructuras nanométricas con y sin rapamicina,
mismas que fueron evaluadas por un periodo de tres meses a fin de conocer su
estabilidad en dispersion; se probaron una serie de distintas combinaciones
entre los tensoactivos etoxilados, manteniendo la misma proporcion de lecitina-
colesterol, tal como muestra las Tablas 3, 4 y 5, mostradas mas adelante.

Se construyeron tres diagramas pseudoternarios de equilibrio de fases para dichos
sistemas a fin de respaldar el control del método y garantizar su reproducibilidad;
en las Figuras 12-14, se muestran dos diagramas ternarios por Figura, en a)

aparecen los sistemas sin farmaco, mientras que en b) los sistemas con
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farmaco. Para la Figura 12, la mezcla de tensoactivos utilizada tiene un valor de
HLB de 15.85, mientras que en la Figura 13, un HLB de 16.36 y para la Figura 14
un HLB de 15.34.

Utilizando la ecuacion (2) se calcularon los valores del HLB correspondientes a

cada mezcla de tensoactivos correspondientes a cada sistema

HLBmezc]a - HLBA Xﬁ4 XHLBB XfB (2)

Donde

HLB,4 : Valor del HLB del componente A

HLBg : Valor del HLB del componente B

fa : Proporcion del tensoactivo A/ Total de los componentes

fs : Proporcion del tensoactivo B/ Total de los componentes

En la tabla 3, se muestra la composicion de los sistemas, comparando el tamafio
de particula y la potencial zeta entre los sistemas homologos en composicion,
donde S representa a los sistemas sin farmaco y F a los sistemas con farmaco, ya
que la unica diferencia es la ausencia o la presencia de farmaco.

Los valores muestran el promedio de las mediciones realizadas. Entre los
sistemas 1S14 y 1524, éste ultimo junto con su homologo (1F24), tienen un mayor
porcentaje de tensoactivos de la misma pareja de tensoactivos que el sistema
1S14 y su homdlogo (1F14). La tabla 3 corresponde a los diagrama ternarios de
equilibrio de fases 1 (Figura 12), para los cuales se utilizO una mezcla de

tensoactivos con un HLB de 15.85.
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Tabla 3. Composicién tamarfio de particula, potencial zeta y tiempo de estabilidad

de los sistemas del ternario 1 en suspension.

Nombre del

sistema

Componentes

Tiempo de
estabilidad
(meses)

Tensoactivos
en agua

(m/m%)

Tamario de
particula
d.nm

Potencial zeta

(mV)

pdi

1S14

Mezcla de
tensoactivos 1
y 2 (50:50 %
m/m)
Lecitina-

colesterol
(95:5 % m/m)

4.13

60.85+2.554

-49.7 £ 2.2

0.468

1F14

Mezcla de
tensoactivos 1
y 2 (50:50 %
m/m)
Lecitina-

colesterol
(95:5 % m/m)

4.13

111.41+1.45
7

-47.1 +£1.4

0.407

1S24

Mezcla de
tensoactivos 1
y 2 (50:50 %
m/m)
Lecitina-
colesterol
(95:5 % m/m)

4.31

120.86
+9.539

-39.24+0.458

0.442

1F24

Mezcla de
tensoactivos 1
y 2 (50:50 %
m/m)
Lecitina-
colesterol
(95:5 % m/m)

4.31

128.73+
28.489

-29.17
+0.907

0.395
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94 96 98 94 9
Agua Agua:Rapamicina

a) Sistemas sin farmaco (1S14'Y 1S24) b)Sistemas con farmaco (1F14 y 1F24)

Figura 12. Diagrama del ternario 1.

Se observa en la Figura 12 las dos trayectorias que se siguieron para estos
diagramas ternarios, en donde a) corresponde a los sistemas sin farmaco (1S14 y
1S24)y b) corresponde a los sistemas con farmaco (1F14 y 1F24).

La incorporacion de rapamicina a los sistemas, provoco un aumento en el tamano
de particula, debido a que la rapamicina tiene una masa molecular de alrededor
de 914.187 g/mol, por lo que es probable que al quedaral interiorde las
estructuras nanomeétricas que conforman el sistema, promueve la reorganizacion
de los fosfolipidos y tensoactivos para quedar embebida en el centro hidrofébico
(de acuerdo con la teoria basada en el trabajo de Juarez et al, 2016),

provocando asi un aumento de tamainio.

También se observd que al aumentar la cantidad de tensoactivo en los sistemas
1S24 Y 1F24 con respecto a los sistemas 1S14 y 1F14, como se aprecia en la
tabla 3, aumentaba eltamafio de particula, esto debido quiza a que
mayor presencia de tensoactivo promueve la insercion de los mondémeros de
surfactante en las micelas, aumentando su tamafo.

De igual forma se observé un cambio de tamano para los sistemas 1S24 Y 1F24,

entre el sistema sin farmaco y con farmaco fue mucho menor probablemente
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debido a que la cantidad de Rapamicina que se logré encapsular no fue muy

grande.

Los valores obtenidos del indice de polidispersion (pdi), que es la medida
adimensional de la amplitud del tamafo de distribucion calculado de analisis
acumulativos, estan en un rango de entre 0.3 y 0.4, lo que indica que la dispersion

de los sistemas no es muy grande.

La tabla 4 muestra la composicion de los sistemas de la Figura 13. comparando el
promedio del tamafio de particula y del potencial zeta, entre los sistemas
homologos. Los sistemas 2S23 y 2F23, tienenun mayor porcentaje de
tensoactivos en el sistema de la misma mezcla de tensoactivos que el sistema

2523, para los cuales se utilizé6 una mezcla de tensoactivos con un HLB de 16.36

Tabla 4. Composicion tamafio de particula, potencial zeta y tiempo de estabilidad

de los sistemas del ternario 2 en suspension.

Nombre Componentes | Tiempo de | Tensoactivos | Tamafio de | Potencial zeta | pdi
del sistema es‘fabllldad - agua particula (mv)
(dias) d.nm
(m/m%)
Mezcla de
tensoactivos
1y 2(80:20
% m/m) 3.35 109.07
2514 Lecit 90 -38 + 0.888 0.467
ecitina- +33.50
colesterol
(95:5 % m/m)
Mezcla de
tensoactivos
;yrf/r(:)o:zo 335 101.26 -38.75
2F14 L" " 90 0.388
ecitina- +11.234 +3.579
colesterol
(95:5 % m/m)
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Mezcla de
tensoactivos
1y2(80:20 )

2523 % m/m) 18 4.61 267.16 + 345 + 0.456
Lecitina- 6.397 0.6928
colesterol
(95:5 % m/m)

Mezcla de
tensoactivos
1y 2(80:20

2F23 %ym/rfq) 18 4.61 235.16 45.9 0431
Lecitina- +5.314 +1.216
colesterol
(95:5 % m/m)

94 9%
Agua Agua:Rapamicina
a) Sistemas sin farmaco (2S14 Y 2S23) b)Sistemas con farmaco (2F14 y 2F23)

Figura 13. Diagrama del ternario 2

Al aumentar el valor del HLB en 0.51 con respecto al ternario 1, se observo que a
mayor cantidad de tensoactivo en agua, mas aumento el tamafo de particula del
sistema, tal cual se observa en la Tabla 3. Para el sistema 2S23, el cual al tener
un % de mezcla detensoactivosen agua de4.61 %,aumenta en 100
unidades su tamano con respecto al sistema 2S14, esto se debe a que los
ésteres de sorbitan etoxilados pueden construir diferentes tipos de estructuras
nanomeétricas dependiendo de su concentracion, pudiendo tener un

comportamiento similar al de las micelas donde al incrementar la temperatura del
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medio, se promueve la insercion de mas mondmeros de tensoactivo
incrementandose su tamafio, sin embargo el aumento de tamafo por efecto del

farmaco no es tan grande entre las dos trayectorias del ternario 2.

La tabla 5 corresponde el diagrama ternario de equilibrio de fases 3 (Figura 14),
para el cual se utiliz6 una mezcla de tensoactivos con un HLB de 15.34; en donde
se compara el promedio de las mediciones del tamaino de particula y el potencial
zeta entre los sistemas 3S13 y 3S23 junto con sus homodlogos, de los cuales, los
sistemas 3S23 y 3F23 tienen un mayor porcentaje de tensoactivos en el sistema
de la misma mezcla de tensoactivos que los sistemas 3S13 y 3F13.

Tabla 5. Composicion tamaio de particula, potencial zeta y tiempo de estabilidad

de los sistemas del ternario 3 en suspension.

Tiempo de Tensoactivos Tar::no Potencial
Componentes estabilidad en agua zeta pdi

; particula
(dias) (m/m%) d.nm (mV)

Nombre del
sistema

Mezcla de

tensoactivos 1y
2(20:80) 3.26 370.13
Lecitina- 14 17308 | 4624273 | 0432
colesterol (95:5

% m/m)

3S13

Mezcla de

tensoactivos 1y
2 (20:80) 3.26 502.83 -46.6
Lecitina- 14 +16.771 +1.422 0.562
colesterol (95:5

% m/m)

3F13

Mezcla de
tensoactivos 1y
2 (20:80) 13 4.49 355.17 -18.8 +
Lecitina- +39.723 0.436
colesterol (95:5
% m/m)

3523 0.449

Mezcla de

tensoactivos 1y
2 (20:80) 4.49 349.87 -17.1
Lecitina- 13 +2.113 +0.513 0.429
colesterol (95:5

% m/m)

3F23
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Ternario 3 Ternario 3|

94

Agua Agua: Rapamicina

a) Sistemas sin farmaco (3S13 Y 3S23) b)Sistemas con farmaco (3F13 y 3F23)

Figura 14. Diagrama del ternario 3.

En los ternarios de la Figura 14. cuyo valor de HLB es el menor de entre los tres
pares de ternarios evaluados, se observd que el tamafo de particula es
significativamente mayor (véase Anexo 1) que, en los primeros dos pares
de ternarios, sin embargo, es el que menor estabilidad presentd, puesto que al
tener un tamafo de particula mayor favorece la segregacion de fases
por sedimentacion en el sistema y debido a esto se descarto el seguir trabajando

con mas trayectorias.

En general, se observo que la estabilidad de los sistemas fue mayor en aquellos
con un tamano de particula menor a 150 nmy el potencial zeta era mejor en
aquellos sistemas con una menor cantidad de tensoactivo en agua, ya que es

indicativo de una mayor estabilidad coloidal.

Las estructuras nanomeétricas obtenidas, se ubican en un intervalo de tamano de

1-1000 nm, lo que les confiere la capacidad de atravesar membranas bioldgicas.

47



En funcidon de los tamanos determinados mediante DLS, las estructuras obtenidas

se pueden clasificar como estructuras nanométricas.

8.4.2 Potencial zeta

Se llevaron a cabo estudios de potencial zeta de los sistemas obtenidos en las
distintas trayectorias de los ternarios, comparandolos con y sin farmaco (Figura 15
y 16); se observdé que las estructuras nanométricas presentan un potencial
negativo, por lo que las fuerzas repulsivas electrostaticas entre ellas, favorecen la
estabilidad de la suspension, ya que la repulsibn mutua entre particulas
adyacentes impiden la union y por ende, la formaciéon de aglomerados y su
sedimentacion' ; lo cual coincide con lo observado, pues los sistemas tuvieron una
estabilidad en suspension de al menos tres meses como se muestra en las Tablas
3y4.

Zeta Potential Distribution
500000 ...................... ...................... ...................... ......................

400000 ...................... ..................... ...................... ......................

111 ARTASTRRRTRRARRREREARE WAy i AR Basepespenepanepaaip: lbpatepasepeicpenmpanad ;

Total Counts

SO e epemape sopend s LY SREEER SCeanpeeapeerEsps e Copesnpenape sere e :

100000 -+ vvveeeeene SRTTRI e e ST TP TR RPRRREEE S TTEPP P TEERIPRTREES ;

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Figura 15. Distribucién de potencial zeta del sistema 1S14.
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Size Distribution by Number
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Figura 16. Distribucion de potencial zeta del sistema 1F14.

El sistema 1F14 mostré una disminucion en el potencial zeta, unico sistema en
presentar este fendmeno, ya que presentdé un menor valor absoluto que su
homologo sin farmaco, como se puede observar en la Tabla 3, lo que indica que el
farmaco afecta la carga superficial favoreciendo la estabilidad de
las estructuras en el sistema, pues la presencia de los grupos hidroxilo y carbonilo
le confieren al farmaco una carga negativa, si la carga del potencial zeta es
negativa quiere decir que la superficie de las NP es de naturaleza anidnica, por lo
que atraen cationes a la capa de Stern que a su vez atraen aniones como
contraiones, obteniéndose un signo negativo.

En el caso del ternario 2, se observd que los valores de potencial zeta se
mantuvieron similares, exceptuando el sistema 2F23 que aumentd al menos 10

unidades, pero no mejora su estabilidad con respecto al tiempo (véase Tabla 4).
Se observo que el ternario 3 al tener el menor valor de HLB entre los tres ternarios

evaluados, presentd menores valores de potencial zeta (Tabla 5), debido a

su gran tamafo, son los que menor estabilidad con respecto al tiempo presentan.
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8.4.3 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Con el fin inferir  sobre la composicién de las estructuras
nanomeétricas, se realizaron estudios de FTIR en donde se compararon los
sistemas obtenidos, tanto cargados con rapamicina como vacios, junto con los

componentes solidos por separado, como se observa en la Figura 17.

-OH -NH> CH=CH: lactonas y -oF
carbonilos _y, -CH2
1000 - SHECH: colesterol
1 rapamicina
800 lecitina de soya
Metarin
* | 2514
600
= 2F14
S
400 1524
] 1F24
2007 | 1514
\ 1F14
0 -

] ] v 1 I ] 1 1 ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 17. Espectogramas obtenidos por ATR FTIR de las materias primas y los

sistemas obtenidos.

Todos los sistemas presentan las bandas caracteristicas para —OH y -NH2, que
son caracteristicas tanto del colesterol como de la rapamicina. Sin embargo, entre
los sistemas sin farmaco y aquellos con farmaco, no se presentd variacion
significativa en la intensidad de estas bandas, con respecto a la intensidad de la
banda de -CH=CHZ2, que también esta presente tanto en la Rapamicina, la lecitina

y el colesterol; esta si muestra una variacion en la intensidad. Tomando en cuenta
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solo estas tres bandas, no es posible hacer una diferencia entre los sistemas que
tienen la rapamicina y los que no.

Los sistemas con farmaco presentan solo una banda de las dos presentes en la
zona de lactonas y carbonilos, propias de la Rapamicina, por lo que los sistemas
cumplen con la identidad de cada uno de los componentes. Se observé que los
sistemas sin farmaco presentan una banda mas intensa en la zona de los —CH2
que aquellos sistemas con farmaco, sin embargo no se aprecia un cambio
significativo en los espectros de los sistemas que contienen el farmaco y los que

no, por lo que podria tratarse de estructuras similares entre si.

8.4.4 Determinacion de la topografia superficial mediante Microscopia
electronica de barrido (SEM)

De los sistemas estudiados, en el sistema 1F14 se observé una superficie sélida y
rugosa, con el centro mas obscuro que el resto de la misma, también se observan
al menos tres halos obscuros y tres claros, lo que nos indica que posiblemente son
dos zonas de composicion diferentes.

Debido a la forma de preparacion de las muestras y debido a que los sistemas no
son rigidos, puede observarse en la Figura 18 “B” que éstos se fusionan, sin
embargo, se reorganizan para seguir manteniendo la estructura original que

presenta los halos previamente mencionados.
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i e B0
um ITIM-UNAM
WD 8.2mm

lpm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

A

Figura 18. Microscopias de SEM a 10.0 kV correspondientes al sistema 1F14.

“A” corresponde a la vista de una estructura de las que componen dicha poblacion
con un diametro de 3.583 um y del cual 0.460 uym corresponde a los halos que se
observan, mientras que “B” corresponde a una poblacion de las estructuras

obtenidas del sistema 1F14.

El sistema 1S14 que se observa en la Figura 19, tiene superficie solida y rugosa,
también se observan al menos dos halos obscuros y uno claros, lo que nos indica
que posiblemente son dos zonas de composicion diferentes; la parte exterior tiene
la apariencia de una bicapa. Como se puede observar en la Figura 19 A, el
fendbmeno de fusion esta presente dentro del sistema pero éste no afecta

estructuralmente debido al re-arreglo que presenta.
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[ ] lpm  IIM-UNAM I 1lpm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 8.0mm X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 8.O0mm

— 100nm IIM-UNAM —— lpm  IIM-UNAM
X 50,000 10.0kV SEI SEM WD 8.0mm X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 8.Omm

D
Figura 19. Microscopias de SEM a 10.0 kV correspondientes al sistema 1S14

“A” corresponde a una poblacién de las estructuras obtenidas del sistema 1S14
fusionandose, “B” corresponde a la vista de una estructura de las que componen
dicha poblacion, al igual que “D”, mientras que “C” corresponde a la vista a x
50.000 de los halos y la superficie de una estructura del sistema 1S14 con un
diametro de 3.583 ym y del cual 0.460 uym corresponde a los halos que se

observan.
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En el analisis del sistema 1S24 (Figura 20) se observé que no solo presentaba
un tamafno mayor con respecto al sistema 1F24 (Figura 21) sino también una
estructura menos solida y de apariencia mas lisa, de igual manera el centro de las
estructuras es mas oscuro que los bordes al compararla con las estructuras del

sistema 1F24.

I
—_— 10pm  IIM-UNAM —_— 1lum IIM-UNAM
10.0kV SEI M WD 8.lmm 10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

— lpm  IIM-UNAM
X 10,000 10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

Figura 20. Microscopias de SEM a 10.0kV correspondientes al sistema 1S24
“A” corresponde a una poblacion de las estructuras obtenidas del sistema 1S24,
“B” corresponde a la vista de una estructuras de las que componen dicha
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poblacion, al igual que “C” con un diametro de 5.867 ym y del cual 0.352 ym

corresponde a los halos que se observan.

I 100pm IIM-UNAM I
10.0kV SEI LM WD 8.2mm 10.0kV SEI SEM

I lpm IIM-UNAM
X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 7.8mm

Figura 21. Microscopias de SEM a 10.0kV correspondientes al sistema 1F24
“A” corresponde a una poblacion de las estructuras obtenidas del sistema 1F24 en
el borde de la placa de cobre, “B” corresponde a la vista de una estructuras de las
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que componen dicha poblacién, al igual que “C” con un diametro de 2.707 pm y

del cual 0.132 um corresponde a los halos que se observan.

Entre los sistema 2F14 (Figura 22) y 2S14 (Figura 23) se observo un cambio
evidente, ya que el que no tiene Rapamicina es mas pequefio, mas rugoso y la
tonalidad entre los halos es diferente, puesto que son mas obscuros que aquellos
en donde el sistema no tiene farmaco.

Mediante la técnica de SEM fue posible comparar las estructuras obtenidas que
se forman a partir de los diferentes ternarios y comparar su morfologia, asi como
comparar si hay cambios debidos a la presencia de rapamicina en los sistemas o

no, utilizando la misma técnica de preparacion.
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10pm IIM-UNAM i lpm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.9mm X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

lpm IIM-UNAM
X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

Figura 22. Microscopias de SEM a 10.0kV correspondientes al sistema 2F14

“A” corresponde a una poblacion de las estructuras obtenidas del sistema 2F14,
‘B” corresponde a la vista de una estructuras de las que componen dicha
poblacion, al igual que “C” con un diametro de 3.370 um y del cual 0.344 um

corresponde a los halos que se observan.
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10.0kV SEI SEM

Figura 23. Microscopia de SEM a 10.0 kV correspondiente al sistema 2S14, la
estructura tiene un diametro de 2.7 um y del cual 0.219 um corresponde a los
halos que se observan.

Se llevo a cabo un analisis elemental del sistema 1F14 mediante la técnica de
TEM vy se obtuvieron los porcentajes de C, N, O y P que se encuentran en las NP
como se muestra en la tabla 6 y se encontré que la diferencia en los porcentajes
de composicion no es muy grande, lo que sugiere que la estructura no tiene zonas
acuosas, la mayor cantidad de Nitrégeno se encuentra en el centro del sistema,
este elemento solo se encuentra en la fosfatidilcolina debido al grupo amino que
posee (Figura 25), lo que sugiere que el centro de la estructura es rico en
fosfolipidos, mas no exclusivo en ellos; si tomamos en cuenta la geometria y
curvatura del nucleo, el cual demanda una curvatura positiva que se favorece con
la presencia de tensoactivos de geometria cénica (Figura 4 inciso a), debe estar
compuesto de una mezcla tensoactivo-fosfolipido.
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A B

Figura 24. Imagen de TEM del sistema 1F14.Donde “A” corresponde a la imagen

de una poblacion de NP, mientras que “B” corresponde al analisis elemental de
una de las NP que conforman al sistema, los puntos blancos corresponden al
lugar donde se hizo incidir el haz de electrones, cuyo orden va de afuera hacia

adentro.
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Tabla 6. Porcentaje de los elementos encontrados durante el analisis elemental
del sistema 1F14 ordenados desde la parte externa de las NP hacia adentro de la

misma, siguiendo la numeracion de la figura 25

No | C (%) N (%) O (%) P (%)

1 61.07 0 37.86 1.07
2 64.09 0.25 34.79 0.86
3 62.49 0 36.73 0.78
4 64.11 0 35.11 0.79
5 65.84 0 33.56 0.60
6 65.41 0 34.01 0.58
7 64.58 0 34.65 0.77
8 67.99 0 31.30 0.71
9 64.49 0 34.91 0.60
10 68.75 0 30.58 0.67
11 67.15 0.45 37.86 1.07
12 66.21 0 33.07 0.72

Pb

CH; 07150

HsC—n\@
HaC”

Figura 25. Estructura de la fostatidilcolina. EI componente principal de la lecitina
utilizada es la fosfatidilcolina, sin embargo, no es un fosfolipido, también se
encuentran en menor proporcion, fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico y

fosfatidilinositol.
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8.4.5 Microscopia confocal

El uso de rodamina y fluoresceina como marcadores permitio la observacion de
las estructuras presentes en el sistema, ya que la rodamina es de naturaleza
hidrofobica y la fluoresceina de naturaleza hidrofilica, por lo que los componentes
lipidicos se observaron tefiidos de rojo mientras que los componentes hidrofilicos

se observaron tenidos de verde.

En el sistema 1F14 (Figura 26) se observaron estructuras cuyo centro es de
naturaleza hidrofébica, mientras que la parte externa es de naturaleza hidrofilica,
de un diametro de (No.1, Fig. 26) 9.762 ym del cual 5.483 pm corresponden al
centro hidrofobico de la estructura y de (No.2, Fig. 26) 8.235 um del cual 5.224 ym
corresponden al centro lipidico lo cual corresponde a lo observado mediante el
analisis elemental por TEM, por otro lado, en su contraparte (sistema 1S14)
debido a la movilidad que presentaban las estructuras nanométricas durante su
observacion al microscopio no fue posible fotografiar estructuras sin farmaco con
el nucleo rojo, por lo que solo se obtuvieron imagenes de estructuras de
naturaleza completamente hidrofilica (Juarez et al habian reportado fenémeno
similar) con diametros de (No. 1, Fig. 26) 43.28 ym, (No. 2, Fig. 26) 32.175 ym y
(No. 3, Fig. 26) 18.43 um.
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A B
Figura 26. Microscopia confocal de los sistemas 1F14 y 1S14, donde “A”

corresponde al primero, mientras que “B” al segundo, ambas tefiidas con rodamina

y fluoresceina.

En el sistema 2F14 (Figura 27) se observaron estructuras de un diametro
promedio de 12.702 ym+ 3.234 pm, de naturaleza hidrofilica puesto que la
coloracién que presentaron fue completamente verde, lo que sugiere que en este
sistema hay presencia de los fosfolipidos dentro del sistema, mientras que en el
sistema 2S14 en el cual solamente se utiliz6 rodamina como indicador, se observo
una estructura de naturaleza multicapa, donde hay al menos 4 capas de
naturaleza hidrofébica, mientras que las zonas no tefiidas corresponderian a

zonas hidrofilicas correspondientes a los tensoactivos.
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A B

Figura 27. Microscopia confocal donde “A” corresponde al sistema 2F14 tefido
con rodamina y fluoresceina, mientras que “B” corresponde a una estructura del

sistema 2S14 tenido con rodamina.

En el sistema 1S24 se observaron estructuras con un diametro promedio de
11.975 pm + 3.954 pm las cuales son esféricas y tienen una apariencia porosa a
diferencia de los demas sistemas no se observa la presencia de halos.Por otra
parte en el sistema 1F24 también se observaron estructuras con un diametro
promedio de 11.292 ym + 3.625 pym en su mayoria las estructuras son como las
encontradas en el sistema 1524, esféricas y de apariencia porosa, sin embargo
también se observd la presencia de estructuras con un halo hidrofobo en el
exterior posiblemente una bicapa, un halo sin tefiir por lo que seria una zona

hidrofilica y una estructura esférica de naturaleza lipidica en el centro.
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Figura 28. Microscopia confocal donde “A” corresponde a una estructura del
sistema 1S24 mientras que “B” corresponde al sistema 1F24 tefiidos con rodamina
y fluoresceina, “C” corresponde al sistema 1F24 tefiido con rodamina.
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Es posible que las estructuras esféricas que presentan os sistemas se deba a la
naturaleza anfipatica tanto de los tensoactivos como de los fosfolipidos, se
autoensamblan al dispersarse en medios acuosos, asociandose los fragmentos
hidrofobicos de las moléculas con la finalidad de evitar el ambiente acuoso y

exponiendo los fragmentos hidrofilicos."

Lo cual es favorable por que al tener en la superficie polimeros hidrofilos aumenta
el tiempo de permanencia en circulacion sanguinea como se ha demostrado en
otros sistemas, por lo que es altamente probable que se observe también este
fendbmeno en los Subag, puesto tienen una superficie rica en componentes
hidrofilicos, estabilizando la superficie en medios acuosas, previniendo la
adsorcion de proteinas como las inmunoglobulinas y la adhesion celular, por lo

que se incrementaria el tiempo de permanencia del sistema dentro del organismo.
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8.4.6 Determinacion de la eficiencia de encapsulaciéon

La determinacidon de la eficiencia de encapsulaciéon es un parametro importante
debido a que nos ayuda a calcular la rapidez y duracion de la liberacion del
farmaco; para esto, se realizdé una curva de calibraciéon de seis concentraciones
diferentes de rapamicina en hexano por triplicado (Figura 29). Siguiendo la
metodologia descrita en la seccion 7.3.8 para las muestras, el porcentaje de

encapsulacion utilizando la ecuacion 3:

_ . . Fa inicial
Eficiencia de encapsulacion= ——————""__ x 100 (3)

Farmaco encapsulado

En la tabla 7. Se presenta el % de encapsulacién que se obtuvo en cada uno de

los sistemas.

e y =8.927x + 0.0381
0.15 - R? = 0.99483

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Concentracién(mg/mL)

Figura 29. Curva de calibracién de rapamicina en hexano

Tabla 7. Porcentaje de encapsulacion correspondiente a cada sistema
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Sistema % de encapsulacién

1F14 63.07 + 0.2562%
1F24 21.31 £ 0.102%
2F14 28.32+ 0.093 %

Solamente para el sistema 1F14 se obtuvo un % de encapsulacion mayor al 50%,
esto puede deberse a posibles pérdidas durante el proceso de extraccion o incluso
se puede deber a que las condiciones de fabricacién no fueron las 6ptimas para
asegurar una mayor eficiencia, ademas de que las estructuras correspondientes a
cada sistema, si bien son similares en cuanto a composicién, presentan

diferencias estructurales que les otorgan propiedades diferentes.

8.4.7 Estudios de liberacion in vitro

Se observo en el sistema 1F14 (Figura 30), que la liberacién del farmaco no ocurre
hasta pasadas las 24 horas por lo que la velocidad de liberacién es muy lenta,
obteniéndose para el maximo tiempo evaluado de 35 horas, un porcentaje de
liberacion de apenas el 13.73%, por lo que se puede clasificar como un sistema
de liberacidn prolongada, para el analisis de los datos obtenidos durante la
liberacion del farmaco (% liberado vs tiempo), se probaron varios modelos de
disolucién con el software DDSolver y se encontré que el mejor ajuste fue dado
por los siguientes modelos mostrados en la Tabla 8. Todas las muestras de
liberacidn fueron leidas a 293.56 nm.
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Figura 30. Perfil de liberacién de rapamicina del sistema 1F14.

Al terminar el muestreo, se tomo el contenido de la membrana de dialisis y
siguiendo el mismo tratamiento descrito en la seccion 7.3.8 se cuantifico la
cantidad de farmaco remanente dentro de la membrana y se encontr6 que el
85.27% aun se encontraba dentro de la misma, por lo que prolongar el tiempo de

muestreo daria mayores datos acerca del comportamiento del sistema.
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Tabla 8.Comparacion entre el ajuste de modelos de los datos obtenidos para el

sistema 1F14.

Modelo | _NO-d& | pray | R2 AIC | MsC
parametros ajustada
Orden

cero
con
Tlag
Primer
orden
con
Tlag
Higuchi
con FO
Hixson
Crowell
con
Tlag
Makoid
Banakar
Weibull

5 NA 0.9104 | 14.1410 | 1.8999

5 NA 0.9135 | 13.9635 | 1.9354

5 NA 0.9146 | 13.8972 | 1.9486

) NA 0.9666 | 14.0201 | 0.19241

5 NA 0.9349 | 12.5175 | 2.2246

5 14.800 | 0.9412 | 12.0053 | 2.3270

Nota: MSC se refiere al Criterio de seleccién del modelo, AIC al criterio de Akaike, R2 al coeficiente de
determinacion ajustado y el No.de parametros se refiere a los parametros utilizados para caracterizar la curva
del perfil de liberacion.

El modelo con los valores de R> mas cercano a 0.99, el AIC menor y el de MSC
mayor, fue el modelo de Hixon Crowll con Tlag (ecuacion 4), dicho modelo asume
que la liberacion de farmaco esta limitada por la velocidad de disolucion de las
particulas del farmaco y no por difusion y generalmente ocurre en matrices

poliméricas "

F=100- {1 - [1 — kne - (t - Tlag)]:}} kHC, T lag (4)
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Al tomar en cuenta los resultados obtenidos en las imagenes de SEM vy
microscopia confocal, donde se observa una capa de un grosor considerable, es

de esperarse que ésta actué como una barrera de regulacion de la salida del
farmaco hacia el medio.

[ e
e o]
¢
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2
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3
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4
2
0
0 10 20 30 40

Tiempo (h)

Figura 31. Ajuste del perfil de liberacion del sistema 1F14 al modelo de Hixson

Crowll con Tlag.

El perfil de liberacion obtenido para el sistema 1F24 se muestra en la Figura 32,
de igual manera, se probaron varios modelos de disolucion con el software

DDSolver y se encontré que el mejor ajuste fue dado por los siguientes modelos
mostrados en la Tabla 9.
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Figura 32. Perfil de liberacidn de rapamicina del sistema 1F24.

Tabla 9. Comparacion entre el ajuste de modelos de los datos obtenidos para el

sistema 1F24.

Modelo No. Fmax R2 AlIC MSC
Parametros ajustada
Primer
orden con 19 NA 0.8922 | 120.7969 | 2.0744
Tlag
Korsmeyer
Peppas 19 NA 0.9016 | 119.9119 | 2.1210
con Tlag
Korsmeyer
Peppas 19 NA 0.9083 | 118.5842 | 2.1908
con FO
sl 19 NA | 0.9236 | 115.0965 | 2.3744
Banakar
Cuadratico 19 NA | 0.9173 |116.6183 | 2.2943
con Tlag
ttietal 19 45376 | 0.9233 | 115.1793 | 2.3701
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El modelo con mejor linearidad, el AIC menor y el de MSC mayor, fue el modelo
de Makoid Banakar, sin embargo al ser un modelo empirico como el de Weibull,
no tienen fundamento cinético, son descriptivos y no permiten la obtencion de
inferencias sobre las propiedades de la cinética de disolucion del farmaco™, por lo
que se escogio el modelo Cuadratico con Tlag (ecuacién 5), en este modelo los
parametros indican que Tlag es el tiempo de retraso antes de la liberacion del
farmaco, que en este caso tiene un valor de 18.901, k1 es la constante en el
modelo cuadratico que indica la contribucidn relativa de la liberacion de farmaco
dependiente de t2, que es este caso tiene un valor de 0.041; k2 es la constante en
el modelo cuadratico que indica la contribucion relativa de la liberacion de farmaco

dependiente de t que en este caso tiene un valor de 0.011."

F=100- Iq-(t—ﬂ,g)thl\'g-(t—ﬂag)] k1,k2,Tlag (5

60
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Figura 33. Ajuste del perfil de liberacion del sistema 1F14 al modelo cuadratico
con Tlag.
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El perfil de liberacion obtenido para el sistema 2F14 se muestra en la Figura 34, a
pesar de que se probaron varios modelos de disolucién con el software DDSolver
para el sistema 2F14, no se encontré un solo modelo que se ajustara a los datos
obtenidos, puede ajustarse a mas de un modelo, la repeticion del experimento
para la obtencibn de mas datos podria ayudar a encontrar un modelo mas

adecuado.
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Figura 34. Perfil de liberacidn de rapamicina del sistema 2F14.
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IX. Conclusiones

Se obtuvieron estructuras nanomeétricas a partir de agua, lecitina de soya,
colesterol y una mezcla de ésteres de sorbitan etoxilados al mezclarlos cerca de la
temperatura del punto de enturbiamiento de los surfactantes etoxilados. La
estructura de los sistemas Subag estd compuesta de un centro de naturaleza
hidrofébica, en donde deben estar presentes en mayor concentracion la lecitina, el
colesterol y la rapamicina, mismo que esta rodeado por un halo de naturaleza
hidrofilica de acuerdo con las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal,
dicho halo es rico en agua (zona tefida en verde), el cual esta justo en contacto
con la fase acuosa de suspension; los ésteres de sorbitan etoxilados tienen la
capacidad de formar diferentes arreglos denominados cristales liquidos, asi que es
posible que esa zona sea un gel y que el agua este inmersa en esta especie de
gel, pues bien podria estar en contacto con el agua del medio circundante sin

mezclarse.

Al tener este tipo de estructura es posible transportar tanto farmacos hidrosolubles
como liposolubles, ya que le proporciona la capacidad de retener especies
hidrofilicas en la capa externa e hidrofobicas dentro del nucleo, por lo que tiene
potencial como sistemas de liberacion modificada, de farmacos y productos
biotecnolégicos; esto ademas del hecho de que sus componentes son
biocompatibles, ademas de proteger al farmaco del medio exterior, evitan la
inactivacion del farmaco, mejorando la biodisponibilidad y reduciendo la toxicidad
debida al farmaco.

Ademas, entre las ventajas que aporta este sistema estan el bajo coste de las
materias primas, un meétodo de fabricacion sencillo y econdmico y una alta
estabilidad en suspension y reproducible por estar sustentado en estudios de
equilibrio de fases, aunado al hecho de que se obtuvo mediante Quimica Verde,
pues prescindio del uso de disolventes organicos para su obtencion.
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X. Perspectivas

La completa caracterizacion del sistema encontrado, requiere de estudios como la
calorimetria diferencial de barrido y estudios referidos a su distribuciéon en
animales de experimentacion para probar su eficacia y seguridad; asi mismo, es
posible plantear modificaciones al método para que la eficacia de encapsulacion

de farmacos sea mayor.

Apéndice |
Transferosomas

Son un tipo especial de liposomas, que consisten en fosfatidilcolina y un activador
de orilla; son vesiculas blandas maleables disefiadas para un mejor suministro de
principios activos. [8] Estan registradas por una empresa alemana IDEA AG y son
utilizadas por ella para referirse a su tecnologia patentada de administracion de
medicamentos. El nombre significa "cuerpo portador" y se deriva del latin

“transfere" que significa "llevar a través" y del griego "soma" para un "cuerpo".

Un transferosoma es una vesicula artificial disefiada para ser como una vesicula
celular o una célula comprometida en la exocitosis y, por lo tanto, adecuada para
la administracion controlada y dirigida de farmacos. El transferosoma es un
agregado complejo, altamente adaptable, sensible al estrés. Su forma preferida es
una vesicula ultra-deformable que posee un nucleo acuoso rodeado por la

compleja bicapa lipidica."
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Analisis ANOVA y Tuckey

Utilizando el programa Prism graph-path 8, se realiz6 una prueba de ANOVA

comparando los sistemas que contenian al principio activo y los que no lo tenian

por separado, para conocer si habia alguna diferencia estadistica significativa

entre el tamafio de particula de los sistemas y posteriormente se realiz6 una

prueba de Tuckey para saber cuales sistemas tenian una diferencia significativa.

Table Analyzed

Two-way ANOVA
Alpha

Source of Variation
Row Factor

Column Factor

ANOVA table
Row Factor
Column Factor

Residual

Figura 1. Analisis de ANOVA entre los sistemas sin farmaco

Two-way ANOVA, not RM

Ordinary
0.05

% of total variation
0.3367
98.57

S8

192.7
56397
626.6

P value
0.5849
0.0001

DF

P value summary

ns

*kk

MS

96.33
28198
156.6

Significant?
No
Yes

F (DFn, DFd)
F (2, 4) = 06150
F (2,4)=180.0

P value
P=0.5849
P=0.0001
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Number of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

Row 1
2814 vs. 3813
1814 vs. 3513
1814 vs. 2814

Row 2

2814 vs. 35813
1814 vs. 3813
1814 vs. 2514

Row 3

2814 vs. 3813
1814 vs. 3513
1814 vs. 2814

0.05

Mean Diff.

-98.80
-46.77
52.03

-98.80
-46.77
52.03

-98.80
-46.77
52.03

95.00% Cl of diff.

-131.4 0 -66.21
-79.36 to -14.18
19.44 to 84.62

-131.4 o -66.21
-79.36 t0 -14.18
19.44 t0 84.62

-131.4 0 -66.21
-79.36 to -14.18
19.44 to 84.62

Significant?

Yes
Yes

Yes

Yes
Yes

Yes

Yes
Yes

Yes

Figura 2. Analisis de Tuckey entre los sistemas sin farmaco

Summary

Adjusted P Value

0.0009
0.0151
0.0103

0.0009
0.0151
0.0103

0.0009
0.0151
0.0103

Se encontré que el tamano de particula entre los sistemas sin farmaco es

significativamente diferente.
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Table Analyzed

Two-way ANOVA

Alpha

Source of Variation

Row Factor

Column Factor

ANOVA table

Row Factor

Column Factor

Residual

Two-way ANOVA , not RM

Ordinary
0.05

% of total variation
0.3367
98.57

SS
192.7
56397
626.6

P value
0.5849
0.0001

DF

P value summary

ns

*kk

Ms
96.33
28198
156.6

Figura 3. Analisis ANOVA entre los sistemas con farmaco

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

Row 1

3F13 vs.

3F13 vs

Row 2

3F13 vs.

3F13 vs

Row 3

3F13 vs.

3F13 vs

2F14

.1F14
2F14 vs.

1F14

2F14

.1F14
2F14 vs.

1F14

2F14

.1F14
2F14 vs.

1F14

3
3
0.05

Mean Diff.

190.1
128.3
-61.80

190.1
128.3
-61.80

190.1
128.3
-61.80

95.00% CI of diff.

153.6 to 226.5
91.85 to 164.7
-98.22 to -25.38

153.6 to 226.5
91.85 to 164.7
-98.22 to -25.38

153.6 to 226.5
91.85 to 164.7
-98.22 to -25.38

Figura 4. Analisis Tuckey entre los sistemas con farmaco

Significant?
No
Yes

F (DFn, DFd)
F (2, 4) = 0.6150
F (2, 4) = 180.0

Significant? Summary

Yes
Yes

Yes

Yes
Yes

Yes

Yes
Yes

Yes

P value
P=0.5849
P=0.0001

Adjusted P Value

0.0001
0.0005
0.0083

0.0001
0.0005
0.0083

0.0001
0.0005
0.0083

Se encontré que el tamafo de particula entre los sistemas con farmaco es

significativamente diferente.

78



XI. Bibliografia

! Organizacién Mundial de la Salud, Demencia,
" Organizacion Mundial de la Salud, Signos de transtornos mentales,
http://www.who.int/features/qa/38/es/

" Vyas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors
influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

" Sinko, Martin’s Physical Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Physical
Chemical and Biopharmaceutical Principles in the Pharmaceutical Sciences 6
edition, Lippincott Williams & Wilkins, US, 2011, pag. 610

Y Fernandez Larrosa, Pablo N., Ruiz Grecco, Marina, Alvarado, Cecilia V.,
Micenmacher, Sabrina, Aguirre, Cristina, Martinez Noel, Giselle, Costas, Mdnica
A., & Rubio, Maria Fernanda. (2011). Efectos de la rapamicina en los procesos de
senescencia y autofagia en lineas celulares humanas. Medicina (Buenos
Aires), 71(3), 238-242. Recuperado en 14 de agosto de 2017, de
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-
76802011000500007&Ing=es&tlng=es.

Y Carlos Juarez-Osornio & Jests Gracia-Fadrique (2017) Structures similar to lipid
emulsions and liposomes. Dipalmitoylphosphatidylcholine, cholesterol, Tween 20—
Span 20 or Tween 80-Span 80 in aqueous media,Journal of Liposome
Research, 27:2, 139-150, DOI: 10.1080/08982104.2016.1174944

79



vi Lynch M.A., Hardiman O., Elamin M., Kirby J., Rowland L.P. (2016) Common
Themes in the Pathogenesis of Neurodegeneration. In: Hardiman O., Doherty
C., Elamin M., Bede P. (eds) Neurodegenerative Disorders. Springer, Cham
Vil Cai, Z., & Yan, L-J. (2013). Rapamycin, Autophagy, and Alzheimer's
Disease. Journal of Biochemical and Pharmacological Research, 1(2), 84—-90.

X Fox, Fisiologia humana 132 edicién, Mc Graw Hill, México, 2011, pag. 222

* Drug Bank, rapamicina https://www.drugbank.ca/drugs/DB0087 7#properties
09/08/2017

¥ Fernandez Larrosa, Pablo N., Ruiz Grecco, Marina, Alvarado, Cecilia V.,
Micenmacher, Sabrina, Aguirre, Cristina, Martinez Noel, Giselle, Costas, Mdnica
A., & Rubio, Maria Fernanda. (2011). Efectos de la rapamicina en los procesos de
senescencia y autofagia en lineas celulares humanas. Medicina (Buenos
Aires), 71(3), 238-242. Recuperado en 14 de agosto de 2017, de
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-
76802011000500007&Ing=es&tlng=es.

% Fernandez Larrosa, Pablo N., Ruiz Grecco, Marina, Alvarado, Cecilia V.,
Micenmacher, Sabrina, Aguirre, Cristina, Martinez Noel, Giselle, Costas, Mdnica
A., & Rubio, Maria Fernanda. (2011). Efectos de la rapamicina en los procesos de
senescencia y autofagia en lineas celulares humanas. Medicina (Buenos
Aires), 71(3), 238-242. Recuperado en 14 de agosto de 2017, de
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-
76802011000500007&Ing=es&tlng=es.

i Pubchem, estructura rapamicina

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5284616#section=Top (2017)

80



xiv

Li Lin, The Molecular Mechanism of Glucagon-Like Peptide-1 Therapy in
Alzheimer’s Disease, Based on a Mechanistic Target of Rapamycin Pathway, CNS
Drugs, 2017 de

Crossref DOI link: https://doi.org/10.1007/s40263-017-0431-2
Published: 2017-07

“Wu L, Feng Z, Cui S, Hou K, Tang L, et al. (2013) Rapamycin Upregulates
Autophagy by Inhibiting the mTOR-ULK1 Pathway, Resulting in Reduced Podocyte
Injury. PLoS ONE 8(5): e63799. doi:10.1371/journal.pone.0063799

“ A, NOGUERA, J. MASSO, D. SOY, C. CODINA, J. RIBAS. (2002). Sirolimus:
una nueva alternativa en el tratamiento inmunosupresor. Farmacia Hospitalaria,
26, 9.

i A, NOGUERA, J. MASSO, D. SOY, C. CODINA, J. RIBAS. (2002). Sirolimus:
una nueva alternativa en el tratamiento inmunosupresor. Farmacia Hospitalaria,

26, 9.

I Drug Bank, rapamicina, https://www.drugbank.ca/drugs/DB00877

Xix

https://www.invima.gov.co/images/bioequivalencia/Sistema-de-clasificacion-

biofarmaceutica-para-los-principios-activos-que-deben-presentar-estudios-de-

bioequivalencia-de-acuerdo-con-el-anexo-tecnico-2-de-la-resolucion-1124-de-
2016.pdf

* R. Gennaro,A.. (2003). Remington Farmacia 20° edicion. Espaia:

Panamericana.

* Sinko, Martin’s Physical Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Physical
Chemical and Biopharmaceutical Principles in the Pharmaceutical Sciences 6
edition, Lippincott Williams & Wilkins, US, 2011, pag. 406

81



@i R. Gennaro,A.. (2003). Remington Farmacia 20° edicién. Espafa:
Panamericana. Pag 373

il Patrick J. Sinko, Yashveer Singh,. (2011). Martin’s Physical Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, Physical Chemical and Biopharmaceutical Principles in
the Pharmaceutical Sciences 6th editon. USA: Wolters Kluwer, Lippincott Williams
& Wilkins.pg 419

*V Sinko, Martin’s Physical Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Physical
Chemical and Biopharmaceutical Principles in the Pharmaceutical Sciences 6
edition, Lippincott Williams & Wilkins, US, 2011, pag. 621

o Imagen tomada de
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2013/cp/c3cp50620g/unauth#!divAbst
ract

I Sobczynski, J.& Chudzik-Rzad, B.. (2018). Mixed micelles as drug delivery
nanocarriers. En Design and Development of New Nanocarriers(p.333). United

Kingdom: Elsevier

i |magen tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Estructuras_lip%C3%ADdicas

il Galan Diaz Juan Jose . (2008). Influencia de la temperatura en las
propiedades micelares de sales cuaternarias de amonio en disolucion acuosa.

Espafia : Universidad de Santiago de Compostela, Facultad de Fisica pg. 34

** |magen tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Estructuras_lip%C3%ADdicas

** G. Hernandez, A. Moreno . (2010). Tratado de Medicina farmaceutica. Espaiia:

Panamericana.

** |magen tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Estructuras_lip%C3%ADdicas

82



xxi 6 _ Drug delivery systems, Editor(s): Marcos Luciano Bruschi, Strategies to
Modify the Drug Release from Pharmaceutical Systems, Woodhead Publishing,
2015, Pages 143-146, ISBN 9780081000922, https://doi.org/10.1016/B978-0-08-
100092-2.00005-9.

©di R, Gennaro,A.. (2003). Remington Farmacia 20° edicién. Espafa:

Panamericana.

¥ |magen tomada de http://www.edicionesvr.com/notas.php?id=1397

X Carlos Juarez-Osornio & Jesus Gracia-Fadrique (2017) Structures similar to
lipid emulsions and liposomes. Dipalmitoylphosphatidylcholine, cholesterol, Tween
20-Span 20 or Tween 80-Span 80 in aqueous media,Journal of Liposome
Research, 27:2, 139-150, DOI: 10.1080/08982104.2016.1174944

¥ Garlos Juarez-Osornio & Jests Gracia-Fadrique (2017) Structures similar to
lipid emulsions and liposomes. Dipalmitoylphosphatidylcholine, cholesterol, Tween
20-Span 20 or Tween 80-Span 80 in aqueous media,Journal of Liposome
Research, 27:2, 139-150, DOI: 10.1080/08982104.2016.1174944

©i Stanislas Grassin-Delyle,Amparo Buenestado,Emmanuel Naline,Christophe
Faisy,Sabine  Blouquit-Laye,Louis-Jean = Couderc,Morgan Le  Guen,Marc
Fischler,Philippe Deuvillier, Intranasal drug delivery: An efficient and non-invasive
route for systemic administration Focus on opioids, Pharmacology & Therapeutics,
Elsevier, Junio 2012.

©il- Garcia-Corvillo, M.. (2016). Nanoparticulas poliméricas de administracién

intranasal para la liberacién de activos en el sistema nervioso central. Ars Pharm,
51, 27-35.

83



**X Mendoza Patifio, Farmacologia médica /Medical Pharmacologyu, Editorial
Medica Panamericana,México, 2008,pag 838

¥ Vyas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors
influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

¥ \yas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors
influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

i Garcia-Corvillo, M.. (2016). Nanoparticulas poliméricas de administracién
intranasal para la liberacién de activos en el sistema nervioso central. Ars Pharm,
51, 27-35.

Wi \yas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors
influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

Wy -H. Tsou, X.-Q. Zhang, H. Zhu, S. Syed, X. Xu. (2017,0October 16). Drug
Delivery to the Brain across the Blood—Brain Barrier Using Nanomaterials. Small,
13, 17.

W'Y-H. Tsou, X.-Q. Zhang, H. Zhu, S. Syed, X. Xu. (2017,October 16). Drug
Delivery to the Brain across the Blood—Brain Barrier Using Nanomaterials. Small,
13, 17.

M \lyas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors

influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

84



M Banks, W. A. (2012). Drug Delivery to the Brain in Alzheimer's Disease:
Consideration of the Blood-brain Barrier. Advanced Drug Delivery Reviews, 64(7),
629-639. http://doi.org/10.1016/j.addr.2011.12.005

Wil Patrick J. Sinko, Yashveer Singh,. (2011). Martin’s Physical Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, Physical Chemical and Biopharmaceutical Principles in
the Pharmaceutical Sciences 6th editon. USA: Wolters Kluwer, Lippincott Williams
& Wilkins.

¥ Vyas, T.K., Tiwari, S.B., Amiji, M.M. Formulation and physiological factors
influencing CNS delivery upon intranasal administration. Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst. 2006;23:319-347.

' Singh, A. K. Engineered Nanoparticles: Structure, Propierties and Mechanisms of
Toxicity. 1% edition edn, (Academisc Press, 2015).

"Borrell, J. H., Doménech, O., Keough, K. M.\W., (2016). Membrane protein — lipid
interactions: physics and chemistry in the bilayer. SpringerBriefs in Biochemistry
and Molecular Biology, Khalil, R. A., Zarari, A. A. (2014). Applied Surface Science
Theoretical estimation of the critical packing parameter of amphiphilic self-
assembled aggregates. Applied Surface Science, 318, 85-89.

5 - Mathematical models of drug release, Editor(s): Marcos Luciano Bruschi,
Strategies to Modify the Drug Release from Pharmaceutical Systems, Woodhead
Publishing, 2015, Pages 63-86, ISBN 9780081000922,
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100092-2.00005-9.

i 5 - Mathematical models of drug release, Editor(s): Marcos Luciano Bruschi,
Strategies to Modify the Drug Release from Pharmaceutical Systems, Woodhead

85



Publishing, 2015, Pages 63-86, ISBN 9780081000922,
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100092-2.00005-9.

i Zhang, Y., Huo, M., Zhou, J., Zou, A., Li, W., Yao, C., & Xie, S. (2010).
DDSolver: An Add-In Program for Modeling and Comparison of Drug Dissolution
Profiles. The AAPS Journal, 12(3), 263-271. http://doi.org/10.1208/s12248-010-
9185-1

i Rajan, R., Jose, S., Mukund, V. P., & Vasudevan, D. T. (2011). Transferosomes
- A vesicular transdermal delivery system for enhanced drug permeation. Journal

of advanced pharmaceutical technology & research, 2(3), 138-43.

86



87



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Marco  Teórico
	III. Justificación   IV. Objetivos
	V. Hipótesis   VI. Materiales
	VII. Metodología Experimental
	VIII. Resultados y Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Perspectivas
	Bibliografía

