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I RESUMEN

El &cido glicirricinico, que es el ingrediente activo mas importante extraido de la raiz de
regaliz, se ha utilizado como un agente terapéutico potencial para varias enfermedades, por
ello, es importante desarrollar nuevos disefios en la tecnologia del suministro o de los
sistemas de administracion de sustancias activas. En este trabajo se prepararon
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (SLN por sus siglas en inglés, Solid Lipid Nanoparticles),
mediante el método de homogeneizacién con rotor estator a concentraciones variables de
acido glicirricinico y de estabilizante (Poloxamero 407), para poder caracterizarlas y optimizar
el método. Se caracterizaron de acuerdo al tamafio de particula, indice de polidispersion,
potencial zeta, eficiencia de adsorciéon (%), morfologia y comportamiento térmico. La
preparacion de SLN se optimizé mediante las variables de formulacién de tensoactivo y AG
para obtener la formulacién con mayor eficiencia de adsorcién del farmaco y alta estabilidad.
También se revisaron aspectos de almacenamiento a diferentes temperaturas (4°C, 25°C y
40°C) y mediante andlisis de dispersién de luz multiple con la ayuda de Turbiscan Classic
durante 1 mes. La cuantificacion del farmaco se realiz6 mediante la técnica de
Espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 256 nm. Se obtuvieron SLN con un
tamafo de particula en un intervalo de 89-330 nm, potencial zeta de 16-25 mV, una
eficiencia de adsorcién menor al 25 % dependiendo de las concentraciones de estabilizante
y de farmaco, la formulacion optimizada fue estable en cuanto a tamafio de particula e indice
de polidispersion, sin embargo, de acuerdo al potencial zeta mostro una variacion
significativa después de un mes en almacenamiento. En el andlisis de dispersion de luz
multiple se observaron pequefias variaciones en el tamafio de particula lo que se concluye
como tendencia a coalescencia. Se logré desarrollar, caracterizar y optimizar una
formulacion de SLN con &cido glicirricinico como una alternativa de nanotransportador el cual

podria tener importantes implicaciones en el tratamiento de distintas enfermedades.



Il. INTRODUCCION

Actualmente, el regaliz es una de las plantas medicinales mas populares y antiguas en el
mundo y cuenta con una variedad de estudios farmacologicos y clinicos. Dichos estudios se
realizan con el extracto completo, con extractos desglicirricinados o con algunos principios
activos aislados. El principal componente de la raiz de regaliz es una saponina triterpenoide
llamada &cido glicirricinico (AG), que desde hace tiempo se le atribuyen efectos
farmacologicos como la actividad antiulcerosa, antiinflamatoria, antiviral, antiespasmadica,
antioxidante, antialérgica, antidiabética, anticancerigena, antidepresiva, hepatoprotectora,

expectorante y en el mejoramiento de la memoria [1].

Durante las ultimas décadas, las nanoparticulas han sido ampliamente investigadas en el
area farmacéutica como sistemas de liberacion de principios activos, principalmente, debido
a que pueden mejorar la estabilidad, la biodisponibilidad y el direccionamiento de farmacos a
un sitio blanco. Asimismo, las NP ofrecen ventajas como potenciar la absorcién del farmaco

en el tejido diana, reducir los efectos adversos y disminuir la dosificacion [2].

A principios de los afios 90’s, distintos grupos de investigacién centraron su atencién en una
alternativa de preparar las nanoparticulas, esta vez hechas de lipidos solidos, surgiendo asi
las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas. Las ventajas que presentan las SLN, con respecto a
otros sistemas coloidales, son: alta estabilidad fisica, capacidad para proteger farmacos
labiles a la degradacién, alta tolerancia por parte del organismo para el transporte de

farmacos altamente liposolubles, facil escalamiento, entre otras [3].

Los objetivos principales de este trabajo de investigacion fueron desarrollar, caracterizar y
optimizar nanoparticulas lipidicas soélidas cargadas con acido glicirricinico mediante el
método de homogeneizacién con rotor estator para lograr un sistema de transporte

alternativo con diversas propiedades farmacoldgicas.



II. MARCO TEORICO

3.1 Acido glicirricinico

3.1.1 Generalidades

Regaliz u orozus (Glycyrrhiza glabra L.) es una leguminosa arbustiva que se encuentra
principalmente en regiones subtropicales donde crece de manera silvestre y también bajo
condiciones de cultivo. EI nombre genérico Glycyrrhiza se deriva de los términos griegos
Glykos que significa dulce y Rhiza que significa raiz, “raiz dulce”, mientras que glabra alude

la ausencia de Tricomas. [1].

Se trata de una especie herbacea perenne, de la familia de las fabaceas. Puede alcanzar
hasta 1.5 m de altura, su raiz y rizoma, aunque estan muy desarrollados no suelen presentar
ramificaciones [3]. Presenta tallos erguidos con hojas alternas e imparipinnadas con
aproximadamente 13 foliolos ovales (siempre un numero impar). Las flores de color azul o
parpura crecen en inflorescencias en racimo, alargados y erguidos. Los frutos en vaina

contienen de una a cuatro semillas, pequefas y arrifionadas (Figura 1).

Figura 1. Glycyrrhiza glabra L.

La raiz de esta planta es cilindrica, suculenta, flexible, de répido crecimiento y sabor dulce.

Su corteza es de color marrén grisaceo y esta estriada longitudinalmente. Internamente, la
3




raiz es de color amarillo, la fractura es granulosa y fibrosa. Crece especialmente en terrenos
arenosos, cercanos a alguna corriente de agua y es raro encontrarla a mas de 50 m de una

zona humeda [4].

La composicion aproximada de la raiz de regaliz tiene un 20% de humedad, 5 — 24% de
glicirricina (considerado el componente mayoritario), 3 — 16% de azlcares, 30% de almidén y
6% de ceniza [3].

La extraccion de la glicirricina a partir de la raiz de regaliz es mediante la maceracién de la
raiz en agua caliente. En 1907, Tschirch y Cederberg aislaron glicirricina cristalina y
describieron sus propiedades fisicas y sensoriales. EI compuesto libre se caracteriza por
presentar un sabor dulce intenso, ademas la sal de potasio y amonio también son dulces, por
lo que se les emplea en confiteria. La forma &acida no es soluble en agua, pero su sal de

amonio es soluble en agua a un pH mayor a 4.5 [3].

El principal componente de la raiz de regaliz es una sapogenina triterpenoide llamada acido
glicirricinico (AG) ilustrado en la Figura 2, que desde hace tiempo se le conciben los efectos
farmacoldgicos de esta planta; sin embargo, el efecto antiulceroso del extracto de regaliz se
atribuye a las fracciones libres de &cido glicirricinico abundantes en flavonoides. Este
hallazgo comprobé que los flavonoides también forman parte de las actividades
farmacoldgicas del extracto. Por lo tanto, las saponinas y flavonoides son considerados los

mayores componentes bioactivos del regaliz [4].

Quimicamente el acido glicirricinico (AG) es un glicosano triterpenoide activado a nivel de los
grupos carboxilos en las posiciones 5, 10 y 20. Una molécula de acido glicirretinico y dos
moléculas de acido glucurénico forman la glicirricina, saponina que también se encuentra en
el extracto acuoso de G. glabra. Como extracto acuoso ha sido usado en medicina

tradicional por sus propiedades antiinflamatorias y otras de importante relevancia terapéutica

[1].
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Figura 2. Estructura molecular del acido glicirricinico

Al ser una saponina, tiene facultades emolientes, expectorantes y laxantes [1]; sin embargo,
no produce hemolisis en células rojas. Forma geles estables en soluciones acuosas y posee
excelentes cualidades de dispersion, por lo que se ha sugerido que la glicirricina podria

servir como un vehiculo eficiente de farmacos [4].

3.1.2 Actividad farmacoldgica

.....

tienen registros de ésta en el Caddigo Hamurabi del afio 2100 a. C. Los asirios la ocupaban
para el alivio de dolores reuméticos y de otro tipo. La cultura china también conocia los
beneficios de esta planta, pues en un escrito llamado “Shen nung Pen t'sao King” el primero
de sus tratados sobre herbolaria se incluye al regaliz en la lista de drogas de primera clase
gue se recomendaban por sus propiedades para prolongar el tiempo y calidad de vida del

humano [5].

Posteriormente cuando se extendio la fama de esta planta desde Mesopotamia, los griegos
como Hipdcrates, Teofrasto y después Cayo Plinio Segundo reportaron su efecto curativo en
las Ulceras. De manera relevante, generaciones sucesivas de médicos o herbolarios se

vieron influenciados por los escritos de Dioscorides, por mencionar algunos el




farmacognoscista &arabe Ibn Baithar (siglo XIll), Conrad von Mengenberg (siglo XIV) vy
Paracelso, Gerard, Mattiolo y Culpepper (siglos XVI y XVII). Asi que esta planta y los
compuestos que se obtienen de ella son ampliamente empleados aln en nuestros dias en la

medicina tradicional de diversas culturas [3].

El regaliz es una de las plantas medicinales que cuenta con mayor nimero de estudios
farmacologicos y clinicos. Dichos estudios se realizan con el extracto completo, con
extractos desglicirricinados o con algunos principios activos aislados; en la mayoria de las
ocasiones se ha visto que la actividad farmacoldgica estudiada es mayor en los extractos
completos que en los componentes aislados, por lo que la accién global del regaliz

probablemente se debe al conjunto de los diferentes principios activos [6].

Los diversos usos que se le da, ya sea a las raices de esta planta sola 0 en combinacién con
otros componentes son: antiulceroso, expectorante, analgésico, colagogo, antiséptico,
despigmentante, antioxidante, antialérgico, anticanceroso, antiviral y tonico para tratar

afecciones en los pulmones, tracto respiratorio, estbmago, rifiones y otros érganos [5].

Tabla 1. Actividades o efectos terapéuticos del acido glicirricinico

Estudios en
Actividad o efecto animales o en
terapéutico Mecanismo de accion lineas celulares
Antiviral
(Virus de Marburg Actla sobre virus in vitro e in vivo, ya que
varicela zoster, impide la replicacion de virus ADN y ARN Células MARC-145
virus de en un estadio temprano, evitando la salida del
. L L ! con PRRS. [3]
inmunodeficiencia, virion de su capside y con esto la penetracién
influenza A, herpes en las células.
simple 1y 2, SARS,
PRRS, dengue,
encefalitis japonesa,
fiebre amarilla y
Epstein-Barr)




Tabla 1. (Continuacién) Actividades o efectos terapéuticos del 4cido glicirricinico

Antiulceroso

(Efecto antitlcera

péptica y protector de la

mucosa gastrica).

Este efecto se debe principalmente a las
saponinas, y a otros principios activos,
como los flavonoides. Reduce las
secreciones gastricas, con lo que previene
la formacion de Ulcera y el &cido
glicirretinico actta inhibiendo una serie de
enzimas del grupo de las deshidrogenasas
y reductasas lo que se traduce en un
aumento de los valores de prostaglandinas
Y, en consecuencia, un aumento en la
secrecion de mucus, de efecto protector y
de la proliferacion celular de la mucosa
gastrica, lo que favorece la cicatrizacion y
regeneracion de tejidos dafiados.

Actualmente se
esta comprobando
mediante estudios
in vivo su eficacia
frente a las cepas

resistentes a la
claritromicina y al

metronidazol.

Estudios in vitro

confirman la
eficacia bactericida
frente a
Helicobacter pylori.

[5].

Expectorante y

antitusiva

Las raices y rizomas de Glycyrrhiza glabra
por su contenido en saponinas poseen
propiedades demulcentes, antitusivos y

expectorantes que facilitan la expulsion de

las secreciones bronquiales en afecciones
del tracto respiratorio superior.

En ratones
sensibilizados con

ovoalbimina. [30]

Antiinflamatoria y
antiagregante

plaquetario

Inhibe enzimas implicadas en la cascada
del &cido araquiddnico, como
ciclooxigenasa, lipooxigenasa y peroxidasa
plaquetarias, por lo que también inhibe la
formacion de eicosanoides como la PGE, y
el tromboxano B,. Por este motivo, también
ejerce un efecto antiagregante plaguetario.
Por otra parte, el acido 18-betaglicirretinico
inhibe la produccién de interleucina-8 (IL-8),
que es otro mediador proinflamatorio

Rodajas de higado
cortadas con
precision de la
carpa mediante la
inhibicion de la ruta
de NF-kB.[4]

Antioxidante

(Capacidad antioxidante

y captadora de radicales

libres)

Los flavonoides y las saponinas acttan
como potentes antioxidantes
algunos isoflavonoides como la
hispaglabridina A y B inhiben la
peroxidacion lipidica mitocondrial inducida
por Fe**,

Disminuye significativamente la
peroxidacion lipidica hepatica.

Estudios in vitro en
hepatocitos de
rata. [5]




Tabla 1. (Continuacién) Actividades o efectos terapéuticos del &cido glicirricinico

Inhibe la proliferacién celular, carcinogénesis y
crecimiento tumoral en modelos de cancer de
mama, higado y piel. Asi mismo se ha | de mama, higadoy
constatado que el extracto de regaliz, asi como :

su principio activo liquiritigenina, poseen un piel. [7]
Anticanceroso efecto citoprotector frente a la apoptosis
inducida por cadmio.

Modelos de cancer

Esta actividad se basa en la similitud estructural
de principios activos del regaliz como la
glabridina, hispaglabridina e isoliquiritina, con
los compuestos de tipo hidroxibenceno que
poseen propiedades blanqueadoras
(hidroguinona, resorcinol o pirocatecol) y cuyo AUn no ha sido
mecanismo de accion es, por una parte, la
inhibicién de la enzima tirosinasa, asi como una
ligera accion reductora de la melanina y sus
precursores coloreados. [1]

Despigmentante probado.

3.1.3 Contraindicaciones y efectos adversos

La sobredosis y consumo a largo plazo de la raiz de regaliz por sus componentes activos
gue son conocidos por generar efectos secundarios como mineralocorticoides causa pérdida
de potasio acompafiada de hipertensién, edema e hipopotasemia, cataratas, retencién de
sales y liquidos, enfermedades hepaticas y colestasicas, cirrosis hepética, insuficiencia renal
grave y en casos aislados, mioglobinuria. La glabridina es un inhibidor potencial de una
enzima que juega un rol importante en el metabolismo de muchas medicinas comunes. A
través de la desactivacion de una enzima, el 4cido glicirricinico también aumenta los niveles
de cortisol en la sangre, que puede causar presion arterial alta. Por lo tanto, no se

recomienda para personas con problemas de corazén [7].

Debido a la actividad estrogénica de la raiz de regaliz, las mujeres embarazadas deberian

evitarla [5].




3.2 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un area multidisciplinaria que consiste en la creacion y utilizacién de
materiales, dispositivos o0 sistemas de escala nanométrica. En la actualidad la
nanotecnologia juega un papel muy importante en el cuidado de la salud iniciando un
proceso cuya finalidad es sustituir la manera tradicional de administrar farmacos,
enfocandose en la formulacion de agentes terapéuticos en nanoacarreadores biocompatibles
como lo son las nanoparticulas, sistemas micelares, dendrimeros, entre otros, ya que una de
las principales ventajas que nos ofrece es la liberacion del farmaco dirigida al sitio de

afeccion [8].

La nanotecnologia farmacéutica se centra principalmente en la formulacién de
nanotransportadores cargados con agentes terapéuticos, con tamafios que oscilan de 10—
1000 nm y pueden ser de diferentes tipos, principalmente nanoparticulas poliméricas,
lipidicas y metalicas, nanoliposomas, nanomicelas, nanogeles, entre otras, como se muestra

en la figura 3 [9].



Sistemas Nanoparticlulados Lipidicos

O®

Nanoparticula Acarreador lipidico Nanoliposoma Lipoplex
lipidica sélida nanoestructurado

Sistemas Nanoparticlulados Poliméricos

Nanoesfera Nanocdpsula
Nanoparticulas Nan‘omric.ela Poliplex Nanogel
polimérica

Sistemas Nanoparticlulados Inorganicos

Nanoparticula magnética Nanoparticula de oro Nanoparticula de silica

Figura 3. Representacidon esquematica de la morfologia de las nanoparticulas.

Tomada de (Escalona, 2017).

3.2.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas con propésitos farmacéuticos son definidas por Kreuter en 1983 y esta
definicion fue adoptada por la Enciclopedia de Tecnologia Farmacéutica en la cual se
establece que son particulas coloidales que se encuentran en un rango de tamafio de 1
hasta 1000nm (1um), generalmente entre 10 y 500 nm, las cuales consisten de materiales
macromoleculares y pueden ser usadas terapéuticamente como acarreadores de farmacos,
en las cuales el activo (farmaco o material bioldgicamente activo) esta disuelto, entrampado,

encapsulado, adsorbido 0 enlazado en la matriz de la nanoparticula [10].
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Las nanoparticulas han sido usadas como potenciales sistemas de liberacion de farmacos
debido a su capacidad de disolver compuestos hidrofébicos, mejorando su biodisponibilidad
y protegiéndolos de la degradacion bioldgica, fisica o quimica; ademéas de poder ser
dirigidas alrededor de un érgano en particular y, debido a su tamafio, atravesar barreras
bioldgicas [11].

Como sistemas nanométricos que son, permiten que el farmaco que llevan asociado pueda
atravesar las diferentes barreras biol6gicas del organismo lo cual no se podria realizar con
los sistemas convencionales de liberacion ya que en éstos son fundamentalmente las
propiedades fisicoquimicas las que condicionan su absorcion y biodistribucién Los sistemas
nanoscopicos son mayores que las moléculas tipicas y algunos mas pequefios que los virus.
En tamafio son similares a muchas proteinas lo que constituye una de las razones por las

que pueden interaccionar en el interior de las células [8].

Células

Microorganismos

Atomos Moléculas Nanosistemas Virus

Figura 4. Tamarfio esquemaético de los nanosistemas y otras moléculas.

Tomada de (Medina, 2010).

Las nanoparticulas (NPs) pueden viajar dentro del organismo a sitios especificos sin
sedimentar u ocluir la microvasculatura, pueden penetrar tumores y otros tejidos con
extravasacion y pueden ingresar a nivel celular por endocitosis. También ya son usadas para
transportar agentes de contraste o terapéuticos en el tratamiento del cancer. En general los
componentes de estos sistemas de liberacién de farmacos son, del centro hacia afuera:
farmaco, capa de material que sirve de cubierta al farmaco (polimeros, liposomas, entre
otros) y a veces, sobre esta capa otras estructuras de compuestos que sirven para facilitar la
solubilidad y la direccion a los organismos o tejidos blancos [3].
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Las nanoparticulas terapéuticas fueron elaboradas por primera vez por Speiser y
colaboradores durante la década de los 70’s, pensando en desarrollarlas como sistemas de
liberacién de moléculas activas y vacunas [10]. Actualmente sus aplicaciones terapéuticas
son tan diversas como las vias por las cuales pueden ser administradas destacando dentro
de ellas la via oral, pulmonar, oftdlmica, endovenosa, intramuscular, intraocular e
intraarticular, entre otras [1].

Las ventajas de usar nanoparticulas como sistemas de liberacion son:

a) Eltamafio de particula y las caracteristicas de la superficie son facilmente
manipulables.

b) EIl control sobre la liberacion del farmaco durante la transportacién hasta
llegar al sitio especifico de accion, logrando una mayor eficacia del
farmaco y reduciendo los efectos adversos y la toxicidad asociada a la
administraciéon de farmaco libre.

c) La liberacion controlada y las caracteristicas de degradacion de las
particulas pueden ser modificadas por cambios en los constituyentes de la
matriz.

d) La localizacién en un sitio especifico puede ser alterada mediante la unién
de ligandos en la superficie de las particulas o usando guias magnéticas.

e) El sistema puede ser usado para varias rutas de administracion
incluyendo oral, nasal, parenteral, intraocular, etc.

f) La posibilidad de disolver activos hidrofébicos.

g) Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los principios activos
encapsulados.

h) Aumentar la absorcion de moléculas activas, lo que se traduce en una

mejor biodisponibilidad.

El método de fabricacién, la composicién quimica de éstos y la naturaleza del ligando, en

caso de que lo posea, influenciaran su funcionalidad y efectividad [8].

Los métodos de preparacion de nanoparticulas son actualmente muy numerosos pudiendo
agruparlos en aquellos en los que se realiza una polimerizacién a partir de monémeros o
bien aquellos que parten del polimero. La eleccién del método de preparacion depende de

las caracteristicas del material formador del sistema y de las caracteristicas de solubilidad
12




del principio activo que se desea incorporar. Las propiedades del material en aspectos como
la biocompatibilidad, caracteristicas de degradacion, caracteristicas de liberacion deseadas
para el principio activo son fundamentales a la hora de definir el tipo de aplicacion biomédica.
De estas consideraciones es evidente que la formulacion y método de preparacion a utilizar

requiera una definicién inicial precisa de las necesidades y objetivos que se desean alcanzar

[8].

Las nanoparticulas con fines farmacéuticos son elaboradas principalmente con polimeros y
lipidos. En la Tabla 2 se enlistan algunas caracteristicas que le confieren estos materiales al
sistema nanoacarreador comparando a las nanoparticulas poliméricas (NPP) con las

nanopatrticulas lipidicas solidas [1].

Tabla 2. Comparacién de NPP y SLN.

NPP SLN
Liberacion parenteral
Posible Posible
Liberacion oral Posible Posible
Liberaciéon pulmonar Posible Posible
Liberacién de farmacos hidrofilicos v lipofilicos Si Si
Estabilidad fisica Alta Alta
Estabilidad biolégica Alta Moderada
Biocompatibilidad Moderada Alta
Facil esterilizacion Moderada Moderada
Vectorizacion Moderada Moderada
Carga de farmaco Moderada De baja a
moderada
Facil comercializacion Baja Moderada
Aceptacion de excipientes Baja Alta

Tomado de (Santino, 2013).

3.21.1 Nanoparticulas lipidicas sélidas

A principios de los afios 90, distintos grupos de investigacion centraron su atencion en una
alternativa de preparar las NPs, esta vez hechas de lipidos sélidos, surgiendo asi las

Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (SLN por sus siglas en inglés, Solid Lipid Nanopatrticles) [3].
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Son sistemas coloidales con una alta proporcibn de agua (70-95%), elaborados
principalmente a partir de lipidos fisioldgicos sélidos que tienden a gelificar y a expulsar el
farmaco durante el almacenamiento, presentan capacidad de carga limitada, son
biodegradables y tienen buena tolerancia [12].

Las SLN consisten en matrices formadas por un lipido solidificado con patrones cristalinos
especificos, que podrian incluir nanocompartimentos conteniendo el lipido liquido. Presentan
un tamafo de 50-1000 nm y se mantienen estabilizadas en suspension acuosa mediante
concentraciones relativamente altas de tensoactivos o polimeros hidrofilicos [13]. En la figura

5 se muestra una representacion esquematica de una nanoparticula lipidica sélida.

Tensoactivos

Lipidos

Farmacos

Figura 5. Representacion esquematica de una nanoparticula lipidica sdélida (SLN).

Tomada de: (Villafuerte et al, 2008).

Las SLN se han generado simplemente intercambiando el lipido liquido de las emulsiones
por un lipido sélido, lo que significa que las SLN son sélidas a temperatura ambiente, asi

como a la temperatura del cuerpo.
Las ventajas que presentan las SLN, con respecto a otros sistemas coloidales, son:

e Alta estabilidad fisica
¢ Capacidad para proteger farmacos labiles a la degradacién

¢ Alta tolerancia por parte del organismo
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e Transporte de farmacos altamente liposolubles

e La posibilidad de evitar el uso de solventes organicos en su preparacion.

e Un espectro de utilizacion amplio ya que se emplean para la administracion sobre la
piel, por via oral y por via intravenosa.

e Facil escalamiento, entre otras.

Por otro lado, entre sus desventajas estarian el crecimiento de las particulas durante su
almacenamiento, una tendencia hacia una gelificacién impredecible, cambios inesperados en
sus transiciones polimérficas y su inherente baja capacidad de incorporacion de los farmacos

debido a la estructura cristalina del lipido solido [13].

Aunado a lo anterior, las SLN tienen la ventaja que, si son cuidadosamente disefiadas con
respecto al sitio especifico de accién al que van dirigidas y a la ruta de administracion,
ayudaran a resolver problemas relacionados a la liberacion de nuevas clases de moléculas
(p. €]. péptidos, proteinas, genes y oligonucleétidos) o a mejorar el potencial terapéutico de

otros principios activos existentes [8].

Desde que fueron desarrolladas en la década de los 90, se constituyeron como un sistema
acarreador de farmacos muy prometedor, dadas las ventajas que se mencionaron arriba,
aunado a que comparadas con formulaciones que contienen un lipido liquido (como las
nanoemulsiones) mantienen por mas tiempo al farmaco en su interior ya que la movilidad de
éste es menor, y comparadas con las nanoparticulas poliméricas, tienen mejor
biocompatibilidad ya que los lipidos de los que estan hechas son similares a los que tenemos

en el organismo, lo cual reduce su toxicidad [11].

3.21.2 Métodos de preparacion de SLN

Para preparar nanoparticulas lipidicas (NL) se deben considerar tres pasos:

El primero es la preparacién de la fase oleosa mediante la fusion o disolucién de los lipidos,
los lipidos que formaran la matriz de la nanoparticula deberan seleccionarse considerando
su capacidad para disolver el farmaco que constituye la carga. Dado que el farmaco queda
disperso o disuelto en la fase oleosa, su concentracién en la matriz pudiera tener un efecto
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significativo en el tamafio y en la estructura de la particula [8]. Es aconsejable que los lipidos
seleccionados sean analizados por calorimetria diferencial de barrido (DSC), con el propoésito
de conocer la posible depresién del punto de fusiobn que puedan sufrir en la mezcla, las
transformaciones polimérficas que presente la matriz del lipido en funcién de su capacidad
de carga y el caracter cristalino de la sustancia activa incorporada [12].

La segunda etapa del proceso consiste en la preparacion de la fase acuosa, la cual
generalmente es una disolucion de alta concentracion de tensoactivos, combinados con co-

emulsificantes o con polimeros estabilizadores [12].

Los tensoactivos tienen un gran impacto en la calidad de las SLN, puesto que son
adsorbidos en la superficie de las gotas de grasa, formando una barrera estérica que les

imparte estabilidad [8].

La tercera etapa en la elaboraciéon de las NL consiste en la formacion de una pre-emulsion,
mezclando ambas fases en frio o en caliente, mediante agitacion vigorosa o ultrasonido. La
disgregacion de las gotas del lipido (fundido o disuelto) en particulas nanométricas requiere
de suficiente energia, por lo que la homogeneizacién a alta velocidad o a presion debe

continuar durante varios ciclos [12].

La Ultima etapa consiste en la concentracién de la dispersién acuosa de NL mediante
procesos de evaporacion, centrifugacion, ultrafiltracién, secado o liofilizacion, lo que hace

mas facil su manejo y administracion [12].

Se han incorporado diferentes tipos de farmacos en las nanoparticulas lipidicas sélidas

(SLN), incluyendo farmacos lipofilicos, asi como farmacos hidrofilicos [13].

Hasta el momento se han preparado formulaciones basadas en SLN para distintas vias de
administracion, por ejemplo: parenteral, oral, tdpica, ocular, pulmonar y rectal en las que se
han empleado distintos métodos de preparacion. En esta investigacion se propone el método

de enfriamiento de una microemulsion para obtener las SLN [10].

A continuacién, se describen algunos métodos para preparar nanoparticulas lipidicas sélidas.
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3.2.1.2.1 Meétodo de emulsificacion-evaporacion y emulsificacion-
difusion de disoluciones lipidicas

En los métodos de emulsificacion de lipidos a partir de sus disoluciones se debe asegurar
el equilibrio termodindmico inicial en ambas fases, llevando a cabo la saturacion del
disolvente con el agua, y del agua con el disolvente. En el proceso de emulsificacion-
evaporacion los componentes lipidicos y el farmaco se mezclan en un disolvente inmiscible
en agua (por ejemplo, cloroformo o tolueno) previamente saturado, emulsificAndolo a altas
temperaturas con una disolucion de tensoactivo en el agua saturada. Posteriormente el
disolvente se evapora a presion reducida, induciendo la precipitacion del lipido y la
formacion de suspensiones casi transparentes conteniendo SLN cercanas a 100 nm, con
un intervalo de dispersion estrecho. La obtencién de particulas mas pequefias (hasta de 30
nm) dependera de la carga y del tipo de emulsificante utilizado. Este método permite la
incorporacion de farmacos termolabiles en las SLN. [12].

3.2.1.2.2 Meétodo de microemulsificacion

La preparacion de SLN por el método de microemulsificacion permite obtener particulas
termodinamicamente estables, Gpticamente isotrépicas y con un tamafio que puede ser
controlado en el momento de la emulsificacion. El proceso es facilmente escalable sin
necesidad de equipo especializado y con bajo consumo de energia. Las nanoemulsiones
obtenidas por este método contienen altas concentraciones de tensoactivos y
co-tensoactivos, por lo que su uso en humanos se encuentra sujeto a regulaciones

sanitarias [8].

La elaboracion de SLN por microemulsificacién se logra debido a la cristalizacion de las
gotas de lipido dentro del medio acuoso. El tamafio de particula dependera principalmente

del tipo de tensoactivos y co-tensoactivos, y de las condiciones experimentales [8].

Una microemulsioén tipica para obtener SLN se elabora a partir de 10% de lipido sélido

fundido, 15% de tensoactivo y 10% de co-tensoactivo. La fase oleosa tibia se adiciona con
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flujo lento o mediante inyeccidén con una jeringa termosellada, dentro de un exceso de agua
fria (1:50), dispersando con agitacion fuerte o ultrasonido hasta lograr la formacién de gotas
del lipido y su posterior precipitacion. El exceso de agua se remueve por ultrafiltracion o por
liofilizacion [12].

3.2.1.2.3 Método de homogeneizacion a alta presion

El método general de homogeneizacién a alta presion en caliente consiste en calentar la
mezcla de lipido y farmaco entre 5°C-10°C por arriba del punto de fusion del lipido y
adicionarla, mediante agitacion mecéanica a alta velocidad o ultrasonido, a una solucion
acuosa de tensoactivo mantenida a la misma temperatura. En general se recomienda
destruir cualquier nucleo cristalino de la materia prima oleosa mediante un calentamiento
prolongado antes de la adicion del farmaco, con el propdsito de que se forme una masa
sélida totalmente diferente durante el enfriamiento. La pre-emulsion obtenida de este modo
se procesa en un homogeneizador a alta presiéon (300-500 bar) de 3 a 5 ciclos, a
temperatura controlada. Cuando la nanoemulsién se enfria a temperatura ambiente
cristaliza en forma de SLN. La presion y el nimero de ciclos utilizados en el proceso de

homogeneizacién determinan el tamafio de particula [12].

El método utilizado en este trabajo en lugar de utilizar un homogeneizador a alta presién se

utilizé un homogeneizador tipo rotor-estator.

De manera general, para obtener las SLN, el lipido se funde y se adiciona una cierta
cantidad del farmaco para obtener una solucién clara. Los estabilizantes se disuelven en
agua gue se encuentra a la misma temperatura que el lipido. La fase lipidica caliente se
vacia a la solucién acuosa a la misma temperatura y se dispersa con homogeneizadores de
tipo rotor-estator (o incluso bajo agitacibn mecanica) a velocidades mayores a 3000 rpm.
Esta mezcla se enfria para obtener las nanoparticulas debido a la cristalizaciéon del lipido
[12].

Este método presenta algunas ventajas notables con respecto a otros; como bajo costo,
reproducibilidad, facil escalamiento, y ausencia de solventes organicos [12]. Asimismo, es

posible lograr altas eficiencias de encapsulamiento, especialmente para farmacos insolubles
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en agua, y sobre su superficie pueden adsorberse diferentes estructuras quimicas que
actien como ligandos de células [8].

3.2.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden ser caracterizadas por diferentes técnicas fisicoquimicas. Los
parametros fisicoquimicos de mayor importancia en este tipo de sistemas a determinar son
la morfologia, el tamafio de particula, el Wz, la carga de farmaco y la eficiencia de

encapsulamiento [9].

3.2.2.1  Tamafo de particula

El tamafo de particula (TP) y la distribucion del tamafio de particula (PDI) son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su distribucién
in vivo, su destino biolégico, su toxicidad, su capacidad de direccion; ademas de influenciar

en la carga del farmaco y en la estabilidad de las nanoparticulas [9].

La Espectroscopia de Correlacion de Fotones o también llamada Dispersién Dinamica de la
Luz es una de las técnicas mas populares para caracterizar en sistemas coloidales el tamafio
de particula; midiendo la fluctuacion de la intensidad de la luz esparcida la cual es causada
por el movimiento browniano de la particula. Por esta razén, el tamafio de particula esta
influenciado por la interaccion de las particulas con el medio en el que se encuentran, por lo

cual debe conocerse la viscosidad del mismo [1].

Los datos se pueden analizar suponiendo una forma esférica y expresarse como el diametro
efectivo, el cual se puede denominar como el diAmetro promedio-z, y con un valor de
dispersion de ese tamafio (indice de polidispersién - PI). ElI Pl es un parametro para la
amplitud de la dispersion de la distribucion del tamafio de las particulas. Para un sistema

monodisperso su valor seria de 0 [12].
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3.22.2 Potencial zeta (¥z)

El ¥; es una propiedad fisica que poseen todas las particulas en suspension,
especificamente en sistemas coloidales. Dicho potencial se obtiene usando la combinacién
de técnicas de medicion: Electroforesis y Velocimetria Laser Doppler. Este método mide qué
tan rapido se mueve una particula en un liquido cuando se aplica un campo eléctrico. Una
vez que se conoce la velocidad de la particula y el campo eléctrico aplicado se puede
obtener el ¥; mediante el uso de otras constantes de la muestra analizada (viscosidad y

constante dieléctrica) [14].

La medida del potencial zeta permite hacer predicciones acerca de la estabilidad de la
dispersion coloidal. En general, la agregacion de las particulas es menor en aquellas que
estan cargadas (potencial zeta alto) debido a la repulsion eléctrica. Sin embargo, esta regla
no puede aplicarse estrictamente a los sistemas que contienen estabilizantes, ya que la
adsorcioén de los estabilizantes disminuird el potencial zeta debido al cambio en la superficie
de la nanoparticula [15].

El potencial zeta de una nanoparticula es utilizado para caracterizar la carga de la superficie;
este refleja el potencial eléctrico de las particulas y es influenciado por la composicion de la
matriz y por el medio en el que son dispersadas. En la tabla 3 se muestra la estabilidad de
las suspensiones en base a su ¥z, en donde podemos observar que las suspensiones que
presentan muy buena estabilidad son las que se encuentran entre -100 a -60 mV. El
potencial Z puede ser usado para determinar si un material con carga activa se encuentra

encapsulado en el centro de una nanoparticula o adsorbido en la superficie [16].

Tabla 3. Estabilidad de suspensiones en base a su Potencial Z

Estabilidad Potencial Z (mV)
Muy buena -100 a -60
Buena -60 a -40
Moderada -40 a -30
Umbral de dispersiéon -30 a -15
Umbral de aglomeracion -15a-10
Fuerte aglomeracién y precipitacién 5 445

Tipo de estabilidad de acuerdo con el potencial zeta Riddick, Controll of Colloid Stability
trough Zeta Potential. Zeta-Meter Inc. New York. 1968
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3.2.2.3 Calorimetria Diferencial de Barrido

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC por sus siglas en inglés) es una técnica bien
establecida de analisis térmico dentro de las ciencias farmacéuticas. Se puede usar para
caracterizar los eventos fisicos y quimicos a través de cambios en la entalpia o en la
capacidad calorifica de una muestra. En patrticular, las aplicaciones incluyen la deteccion de
polimorfismo, la medicién de la reaccion y la cinética de descomposicion, la evaluacién de la
compatibilidad de los constituyentes en la formulacién, determinacion de la pureza y estudios

de la temperatura de transicion vitrea [1].

Los eventos térmicos que son detectables por DSC (Tabla 4) pueden ser endotérmicos,

exotérmicos o pueden implicar un cambio en la capacidad calorifica de una muestra [1].

Tabla 4. Comportamientos térmicos observados por Calorimetria Diferencial de

Barrido.
Endotérmicos Exotérmicos
Fusion Cristalizacion
Vaporizacion Condensacion
Sublimacion Solidificacion
Degradacion Oxidacion
Transicion vitrea Descomposicion

En la Figura 6 se muestra un termograma de materias primas y SLN placebo liofilizadas y
otras cargadas con un farmaco (2 mg/ml) sefialando la temperatura del maximo flujo y del
area o cantidad de calor para cada muestra. La velocidad de calentamiento fue de 5 K/min
[13].
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Figura 6. Termograma de materias primas y de SLN placebo y con farmaco.

Tomada de Villafuerte et al. 2008

3.2.24 Morfologia

La Microscopia Electronica de Barrido es una técnica que proporciona informacion
morfologica del material analizado mediante un microscopio electronico de barrido. En la
MEB la muestra es recubierta con una capa de metal delgado y después se hace incidir un
haz de electrones acelerados enviados desde un cafion. Este haz se focaliza sobre la
superficie de la muestra de forma que realiza un barrido de ésta; la sefial emitida por los
electrones y la radiacion resultante del impacto se recoge mediante un detector y se
simplifica. Este microscopio tiene una resolucion de 3 a 20 nm y un rango de aumentos que
varia desde 10 hasta 200 000 con una distancia focal de 35 mm. Las principales ventajas de
la MEB son la alta resolucién (= 100 A), la gran profundidad de campo que le da apariencia

tridimensional a las imagenes y a la sencilla preparacion de las muestras [3].
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3.2.25 Eficiencia de carga del farmaco

Idealmente, un buen sistema nanoparticulado debe de poseer una alta capacidad de carga
con lo que se reduce la cantidad de material que forma la matriz en la administracion. La
cargay la eficiencia de encapsulamiento del farmaco dependen de la solubilidad en el estado
solido de éste en la matriz, el cual se relaciona con la composicion de polimero o lipido, el

peso molecular y la interaccion farmaco- matriz [8].
La carga del farmaco puede llevarse a cabo por dos métodos:

1. Incorporacion durante la elaboracion de las nanoparticulas (método de
incorporacion).
2. Adsorcion del farmaco después de la formacion de las nanoparticulas por incubacién

con una solucién concentrada del farmaco (método de adsorcién/absorcion) [17].

El farmaco o material bioldgicamente activo se puede encontrar disuelto, entrampado,

encapsulado, adsorbido 0 enlazado en la matriz de la nanopatrticula [1].
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V. JUSTIFICACION

Una alternativa tecnoldgica para lograr ingresar de manera mas eficaz a algun érgano es
mediante la creacion de sistemas nanomeétricos de administracion de farmacos para resolver
problemas relacionados con la baja biodisponibilidad, efectos adversos, asi como también,
inestabilidad y problemas de dosificacion. Estos nanotransportadores de farmacos presentan
diversas ventajas tales como tamafio de particula en el intervalo de 1 — 1000 nm, capacidad
para incorporar farmacos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, controlar la liberacion de los
farmacos, estabilidad en fluidos biolégicos y mejorar las propiedades farmacocinéticas de los

farmacos.

En el ambito farmacéutico, el uso de nanoparticulas tiene gran potencial como vehiculo para
transportar farmacos que mejoren la selectividad del tratamiento, esto significa que permiten
gue se localice mejor el sitio de accion donde se debe liberar el medicamento, con una
eficacia de tan soOlo segundos, en comparacion con farmacos que pueden hacer efecto

después de 10 o 15 minutos.

El AG tiene diversos usos, como antiulceroso, expectorante, analgésico, colagdgico,
antiséptico, despigmentante, antioxidante, antialérgico, anticanceroso, antiviral y tonico para
tratar afecciones en los pulmones, tracto respiratorio, estbmago, rifiones y otros 6rganos por
lo que es importante crear una alternativa tecnoldgica que logre que el acido glicirricinico
ingrese de manera mas eficaz a algun 6rgano y esto es mediante la creaciéon de

formulaciones farmacéuticas nanoparticuladas.

Existen formulaciones de nanoparticulas lipidicas sélidas con AG, sin embargo, al ser un
farmaco hidrosoluble se muestran bajas eficiencias de adsorcion. Por todo lo anterior en este
trabajo se busca desarrollar y caracterizar una formulaciéon de nanoparticulas que contengan
AG optimizandolas para lograr la mayor eficiencia de adsorcién y con propiedades

fisicoguimicas adecuadas.
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V. HIPOTESIS

El desarrollo de nanoparticulas lipidicas sélidas, con propiedades fisicoquimicas adecuadas,
alta estabilidad tanto fisica como quimica permitird la obtencion de un nanotransportador
capaz de absorber fArmacos hidrosolubles el cual podria tener importantes implicaciones en

el tratamiento de distintas enfermedades.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Desarrollar nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas con acido glicirricinico mediante el
control de las variables de formulaciébn para obtener un nanoacarreador de farmacos

hidrosolubles.

6.2 Objetivos particulares

e Preparar nanoparticulas lipidicas s6lidas mediante el método de homogeneizacién
con rotor estator.

e Incorporar el &cido glicirricinico a las nanoparticulas lipidicas sélidas mediante un
proceso de adsorcion.

¢ Implementar un método analitico para la cuantificacion de acido glicirricinico en las
nanoparticulas lipidicas solidas mediante espectrofotometria UV-Vis.

e Optimizar las variables de formulacion de las nanoparticulas lipidicas sélidas
cargadas con acido (glicirricinico mediante tamafio de particula, indice de
polidispersion, potencial zeta y eficiencia de adsorcion.

e Caracterizar las nanoparticulas optimizadas en términos de tamafio, distribucién de
tamano, potencial zeta, eficiencia de adsorcién, morfologia y el estado fisico de los
componentes en la formulacion.

e Evaluar la estabilidad de las nanoparticulas lipidicas sélidas optimizadas mediante
su almacenamiento a diferentes temperaturas y mediante analisis de dispersiéon de

luz maltiple para observar sus propiedades fisicoguimicas en funcién del tiempo.
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VIl.  MATERIALES Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1 Materiales, equipos e instrumentos.

7.1.1. Materiales

.....

» Acido glicirricinico (Sigma- Aldrich)
e Gelucire 44/14 (GATTEFOSSE)
e Pluronic F-127 (Sigma- Aldrich)

7.1.2. Equipos e instrumentos

e Agitador mecanico de velocidad variable (IKA® RW 20 digital)

e Balanza analitica (BOECO® BBC32, Alemania)

e Ultracentrifuga (BECKMAN Optima LE-80K)

e Purificador de agua (MILLIPORE, MLLI-Q)

o Zetasizer (MALVERN INSTRUMENTS, Nano-ZS)

e Espectrofotometro UV-Vis (Cary IE95031003, EUA).

e Calorimetro Diferencial de Barrido (TA INSTRUMENTAL ANALYSIS)
e Microscopio electrénico de barrido (LV-SEM JSM-5600, JEOL).

e Turbiscan™ Classic (MA 2000)
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7.2 Diagrama de flujo del procedimiento experimental

La Figura 7 muestra de manera general los procedimientos experimentales de esta
investigacion. Primero seleccionar los materiales para poder preparar las SLN y una vez
preparadas se optimizaron. Se realizé la caracterizacion fisicoquimica de las SLN
optimizadas mediante tamafio de particula, potencial zeta, indice de polidispersion,
morfologia, interaccion de los componentes y eficiencia de adsorcion. Y al mismo tiempo se
realiz6 una prueba de estabilidad de almacenamiento y un andlisis de dispersion de luz

multiple con la ayuda de Turbiscan Classic

glicirricinico

!

Seleccion de los materiales

1

Preparacion de las nanopariculas

[ Manoparticulas lipidicas solidas con acido ]

¥
Optimizacion
Caracterizacion fisicoquimica E=tabilidad
Tamafio de Potencial zeta | Turbiscan | | Almacenamiento |
particula
indice de Morfologia Interaccian Eficiencia de
polidispersion de los Adsorcion
componentes

Figura 7. Desarrollo experimental para la elaboracién de SLN cargadas con AG.
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7.3 Preparacion de SLN por el método homogeneizaciéon con rotor estator

Las SLN cargadas con acido glicirricinico se prepararon mediante el método de
homogeneizacién con rotor estator como se muestra en la figura 8. Primero se calentaron 45
mL de agua hasta 80 °C y se agreg0 el estabilizante (Poloxdmero 407) a una velocidad de
800 rpm. Una vez disuelto el estabilizante se agregd AG bajo agitaciéon moderada (1200 rpm)
hasta su disolucion total. Se mantuvo esta fase durante todo el proceso a esta temperatura.
Por otro lado, se fundieron 5 g de Gelucire® 44/14 a 80 °C y se vertieron sobre la fase
acuosa que se encontraba a la misma temperatura y bajo agitacién constante mediante un
agitador mecéanico a 1650 rpm durante 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, la
dispersién se transfiri6 a un bafio de agua helada (5°C) y se continué agitando por 3 minutos
a 1250 rpm. Una vez obtenidas las SLN, se procedi6 a separarlas por ultracentrifugacion con
dos ciclos a 50,000 rpm durante 1 h a 25°C y se caracterizaron en cuanto a tamafio,
morfologia, carga de la particula (potencial Z), andlisis térmico, estabilidad y carga del

farmaco.

———
1 | 3
L] |
-
e o W

Formacion de la microemulsion: Enfriamiento: Separacion:
- Aguaias mL Agitacion 1250 rpm, 3 min, 50,000 rpm, 1 h (dos ciclos)
- AG:10y15g bafiode aguaa 5°C

- Pluronic®F127: 0, 100, 250, 500, y 750 mg
- Gelucire®44/14:5¢g

Agitacion 1650 rpm, 5 min, todos

los componentes a 80° C

Figura 8. Representacidén esquematica del proceso de elaboracion de las SLN.
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7.4 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

7.4.1 Tamafo de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula promedio de los sistemas y su indice de polidispersion se
determinaron mediante la técnica Dispersion Dinamica de la Luz mediante el uso del equipo
Zetasizer (ZEN3600, Malvern Instruments Limited R.U) a un angulo de 173° por 180
segundos y a una temperatura de 25°C. Los sistemas se diluyeron con agua ultrapura

(Simplicity UV®, Millipore, EUA). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

7.4.2 Potencial zeta

El potencial zeta se determin6 mediante micro-electroforesis laser Doppler y analisis de fase
de dispersion de luz en un instrumento Malvern Zetasizer Nano HS (Malvern, RU), el cual
emplea un laser de He/Ne de longitud de onda de 633 nm y 4mW. Se realizaron un promedio
de 50 lecturas empleando como disolvente agua ultrapura a una temperatura de 25°C. Las

lecturas se realizan por triplicado por cada sistema.

7.4.3 Eficiencia de adsorcién

La eficiencia de adsorcién (EA) se determiné mediante espectrofotometria UV-Vis. Se tomé 1
mL del sobrenadante obtenido de la centrifugacién y se llevé a un volumen de 100 mL, se
tomé una alicuota de 3 mL y se llevé a un volumen final de 25 mL. La solucion se filtr6 a
través de filtros de tamafio de poro de 0.22 um (Millipore®, EUA) y se colocé en una celda de

.....

la siguiente ecuacion:

Peso de AG adicionado—Peso de AG calculado
EA (%) = x 100

Peso de AG adicionado
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7.4.4 Evaluacion de las interacciones de las nanoparticulas optimizadas

Las interacciones de los componentes de las nanoparticulas optimizadas se evaluaron

mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un calorimetro (DSCQ10, de TA

.....

.....

de cada uno de los sistemas y componentes en celdas de aluminio herméticas. Las celdas
fueron selladas y colocadas en el equipo previamente calibrado y ajustado. Se sometieron a
una rampa de calentamiento de 0 a 280 °C, con una velocidad de 10 °C/min y con un flujo de

nitrégeno de 50 mL/min. La calibracion se realiz6 con un estandar de indio.

7.4.5 Morfologia de las nanoparticulas optimizadas

Se observé la morfologia de la superficie de las nanoparticulas optimizadas mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB). La preparaciéon de las muestras consistio en
esparcir una gota de la suspension de las nanoparticulas sobre la superficie de un
cubreobjetos dejandola secar a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron
recubiertas con una pelicula de oro (~20 nm de grosor) utilizando un evaporador catodico
Sputter Coater (JFC-1100, JEOL, Japon) y se observaron en un microscopio electrénico de
barrido (LV-SEM JSM-5600, JEOL, Japdn) con resolucién de 5 nm, voltaje de 20 kV y de 12

— 20 Pa de presion de la camara. Las micrografias se observaron a diferentes aumentos.

7.4.6 Estabilidad de las nanoparticulas optimizadas

Los estudios de estabilidad de las nanoparticulas optimizadas se realizaron mediante
estabilidad de almacenamiento y Turbiscan CLASSIC (MA 2000 Formulation Smart scientific

analysis).
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7.4.6.1 Estabilidad de almacenamiento

Las SLN optimizadas se almacenaron a 3 diferentes temperaturas (4°C, 25°C y 40°C). Se
midi6 el TP, PDly W7 a los dias 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 y 30 de su preparacién. Todas las
determinaciones se hicieron por triplicado en tres diferentes lotes de la formulacion
optimizada.

7.4.6.2 Estabilidad con Turbiscan

Esta prueba se realiz6 mediante Turbiscan CLASSIC en modo escéaner automatico. Se
colocaron 5 mL de las nanoparticulas en un tubo de vidrio cilindrico. Las mediciones se
llevaron a cabo utilizando un diodo electroluminiscente en el infrarrojo a una longitud de onda
de 880 nm. Los sensores 6pticos sincronicos recibieron respectivamente luz transmitida a
través de la muestra a un angulo de 180° (desde la luz incidente, sensor de transmision) y
luz retrodispersada por la muestra a un angulo de 45° (desde la radiacién incidente, detector
de retrodispersion). El cabezal de lectura Optica escanea la longitud de la muestra (hasta 80
mm), adquiriendo datos de transmision y retrodispersiéon cada 40 uym. Las mediciones se
realizaron durante 30 min cada minuto en tres diferentes lotes de la formulacion optimizada a
los dias 1, 5, 10, 15, 20 y 30.

& Altura de |la muestra
men

Transmision

Intenszidad |3
Figura 9. Principio de medicién de Turbiscan Classic.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Preparacion y optimizacion de las nanoparticulas

Se prepararon nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas con AG mediante el método de
homogeneizacion con rotor estator el cual es un método que presenta algunas ventajas
notables con respecto a otros; como bajo costo, reproducibilidad, facil escalamiento, y
ausencia de disolventes organicos [3]. En el proceso de obtencién de las SLN, la sal de
amonio del AG, se disolvié en una solucién acuosa de tensoactivo calentada a la misma
temperatura que el lipido fundido (90°C). El lipido se fundié para destruir cualquier nacleo
cristalino y se verti6 a la fase acuosa bajo agitacion mecanica. De manera espontanea se
observo la formacion de una pre-emulsion, la cual fue enfriada en un bafio de agua a 5°C
bajo agitacion constante para cristalizar y formar las SLN. La estabilizacion de estas
nanoparticulas por la presencia de un agente estabilizante (tensoactivos) es de suma

importancia para evitar la coalescencia y la formacién de aglomerados [18].

Como se mencion6 anteriormente, para formar las nanoparticulas se requieren de uno o mas
tensoactivos y, en la mayoria de los casos, un co-surfactante. En la formulacion el
Poloxamero 407 (Pluronic® F127) y el mismo AG, funcionaron como tensoactivos; la razén
de ello es que el AG al poseer porciones hidrofilicas e hidrofébicas en su estructura quimica,

y al ser una saponina, se comporta como un agente activo de superficie [20].

Es importante mencionar que cuando se colocaron en la formulacién solo AG con Gelucire®
como se muestra en la figura 10 no se formaba ninguna dispersién blanca azulada al enfriar,
caracteristica de la presencia de las SLN (y NPs en general) y la formulacion es demasiado
inestable, al igual que si se realiza la formulaciébn a temperatura ambiente tampoco se
forman las nanoparticulas ya que se obtiene un tamafio de particula mayor a 1000 nm vy la
formulacion también muestra una inestabilidad como se muestra en la figura 11, en la cual se

observan dos fases en el sistema.

Lo que indica que es necesaria la presencia de los tres compuestos y de la temperatura para

la formacién de las SLN y para mantener su estabilidad.
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Figura 10. Mezcla de AG + Gelucire
44/14 con temperatura.

Figura 11. Mezcla de AG + Gelucire
44/14 + Poloxamero 407 sin
temperatura.

La temperatura de preparacion de SLN modifica la energia cinética del sistema, por lo que
afecta de forma importante el tamafio de particula, la eficiencia de la encapsulacién y la

carga [12].

La purificacion, la cual es una etapa posterior a la preparacion de las nanoparticulas, es un
proceso que impacta sobre las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas. Por lo que
se requiere la optimizacion de los parametros de proceso y formulacién para preparar
nanoparticulas con tamafios de particula deseados, con estrechos indices de polidispersion,

potenciales zeta adecuados y altas eficiencias de entrampamiento de farmacos [21].
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Durante el proceso de desarrollo de la formulacion se evaluaron distintas concentraciones de
farmaco y tensoactivo, manteniéndose constante la concentracion del lipido (5% p/p). Estas
formulaciones se optimizaron en cuanto a tamafio de particula, indice de polidispersion,
potencial zeta y eficiencia de encapsulamiento para encontrar la mejor formulacion. Las
variables de respuesta obtenidas de las formulaciones de SLN se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Variables de respuesta observadas en las formulaciones de las
nanoparticulas

Formulacién | TP (nm) | IP | pz(mv) | EA(%)
1 171.6 £1.39 | 0.197 +0.004 | -18.23+0.21 | 25.05+2.42
2 158.1 +0.57 | 0.03+0.005 | -18.53+0.47 | 10.23+0.04
3 250.2+2.08 | 0.14+0.01 -19.47 £0.25 | 9.23+0.09
4 1452+ 0.47 | 0.04 +0.02 -19.93 £0.15 | 7.53+0.05
5 251.2+2.38 | 0.204+0.002 | -20.53+0.06 | 7.43+0.05
6 89.3+0.47 | 0.079+003 | -16.43+0.25 | 19.59+0.08
7 99.1+0.64 | 0.052+002 | -20.57+0.25 | 19.39+0.08
8 206.8 +1.19 | 0.093+0.02 | -26.43+0.61 | 14.26+0.05
9 327.5+231 | 0244+002 | -28.67+0.47 | 7.30+0.06
10 238 + 0.61 0.22 + 0.01 29.10+0.30 | 4.60+ 0.09

Notas: TP = Tamafio de particula. IP = Indice de polidispersién. PZ = Potencial zeta.
E.A = Eficiencia de adsorcién. Promedio + desviacion estandar (n = 3).

Para encontrar la mejor formulacién también se tomd en cuenta el aspecto fisico de la
formulacion por lo que se monitorearon y fotografiaron las diez formulaciones durante 30

dias para observar los cambios fisicos que pudieran presentar.

En la figura 12 se muestran los lotes de preparacién de SLN variando la cantidad de
Poloxamero 407 (750, 500, 250, 100 y 0 mg respectivamente) y manteniendo constante el
no tiene estabilizante (Poloxamero 407) empieza a ser inestable desde el dia 3
observandose una separaciéon de fases, asi como el lote 3 en el cual también se observa una

separacion. Los lotes 1, 2 y 4 se observan homogéneos.
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Dia0 Dia1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia10 Dia15 Dia20 Dia30

Figura 12. Formulaciones con 1.5 g de AG, 5g de Gelucire 44/14 y cantidad variada de
Poloxamero 407.

En los lotes 6-10 (figura 13) se varié también la cantidad de AG (1 g) con respecto a las
formulaciones anteriores, esto fue para comprobar si con menos cantidad de AG hay
formacion de SLN y asi evitar un gasto mayor de farmaco. Se observé que, si hay formacion
de SLN, sin embargo, el tamafio de particula en el lote 6 y 7 es menor a 100 por lo que al
momento de centrifugar las nanoparticulas la separacion casi no se distingue y es muy dificil
separarlas del sobrenadante. Y en las formulaciones 8, 9 y 10 se observa una separacion de

fases, notandose mas en la formulacién 10 desde el dia 3, la cual no tiene estabilizante.
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Dia 4 Dia5 Dia10 Dia15 Dia20 Dia 30

Figura 13. Formulaciones con 1.0 g de AG, 5 g de Gelucire 44/14 y cantidad variada de
Poloxamero 407.

Con estas 10 formulaciones se encontrd que la mejor proporcibn que formaba las
nanoparticulas fue: 5 g de Gelucire®, 0.75 g Pluronic® F127, 1.5 g AG y 45 mL de agua;

tratandose de una nanoemulsién aceite en agua (o/w).
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Las propiedades de las nanoparticulas tienen que ser optimizadas dependiendo de la via de
administracién y cuya finalidad es conseguir el tamafio de particula, el ¥, y la eficiencia de
encapsulamiento de interés por lo que el método de preparacion juega un papel vital en su
obtencion. Sabemos que la capacidad de liberacion de las SLN esta influenciada por el
tamafo de particula ya que éste determina su interaccion con las membranas celulares y su
penetracion a través de las barreras fisiologicas, por lo tanto, el tamafio requerido para el
cruce de diferentes barreras bioldgicas dependera de la morfofisiologia del sitio de accion
[21].

Las caracteristicas principales de las SLN tales como: tamafio de particula, grado de
dispersién del tamafio, potencial zeta y eficiencia de carga, estan determinadas por la
naturaleza de la matriz de lipido, por la mezcla de tensoactivos, la viscosidad de la fase
lipidica y de la fase acuosa en el momento de la emulsificacion, y también por los
parametros de produccion, principalmente por las condiciones de homogeneizacion y la

temperatura [22].

8.1.1 Tamafo de particula

El tamafio de particula (TP) y la distribucién del tamafio de particula son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su distribucion
in vivo, su destino biolégico, su toxicidad, su capacidad de direccion, su tiempo de vida
media, la captacion celular, la biodistribucion ademas de influenciar en la carga de farmaco y
en la estabilidad de las nanoparticulas [23]. La liberacién del farmaco es afectada por el
tamano, esto se debe a que las particulas pequefas tienen una gran area superficial lo que
facilita la rapida liberacion a diferencia de particulas grandes que poseen un mayor nicleo
por lo que la difusién del farmaco sera lenta. Normalmente, cuanto menor sea el TP, mas

rapida sera la velocidad de liberacion [8].

Con respecto al TP de las SLN, éste se mantuvo en un intervalo de 89-330 nm por 30 dias.
Después de este tiempo, se observo un cambio fisico en la dispersién al mostrarse cada vez
mas blanca, lo que indica que el lipido cristaliz6 y form6 aglomerados. El Gelucire® es una

mezcla de mono-, di- y triglicéridos, con diferentes longitudes de cadena, y es bien sabido
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qgue los glicéridos presentan polimorfismo por lo que sufriran cambios en su acomodo
espacial teniendo como consecuencia la salida o desorcion del farmaco cuyo efecto final es
la inestabilidad de la formulacion [20].

Con respecto al tamafio, se ha observado que nanoparticulas entre 100-200 nm mejoran su
absorcion celular en células Caco-2. Por otra parte, NPs con tamafios inferiores a 100 nm
son eliminadas por el RES, lo que reduce la eficiencia de captacién debido al corto tiempo de
circulacion [9].
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Figura 14. Tamarfo de particula de las distintas formulaciones.

8.1.2 indice de polidispersion

El indice de polidispersion (IP) es una propiedad importante que se utiliza para describir la
variacién del tamafio en una poblacion de particulas. Con mayor frecuencia, el tamafio de
particula sigue una distribucién multimodal. Cuando el valor de IP es cercano a 1, el rango
de tamafo tiene una mayor dispersion, mientras que un valor cercano a 0 es lo 6ptimo e

indica que la distribucion de tamafio es homogénea [10].

Los valores de indice de polidispersién fueron inferiores a 0.3 como se muestra en la figura
15 indicando que la distribucién de tamafios de particula es estrecha y las formulaciones son

monodispersas.
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Figura 15. indice de polidispersién de las formulaciones.

8.1.3 Potencial zeta

El potencial electrostatico también conocido como potencial zeta (W) es una caracteristica
gue ofrece informacién importante sobre la carga superficial de la nanoparticula y la
estabilidad de las dispersiones coloidales. Esta a su vez, condiciona las interacciones entre
estos sistemas y las membranas celulares. Se crea por la carga eléctrica presente en la
superficie de las nanoparticulas [12]. Las nanoparticulas con ¥; de -10 mV a +10 mV se
consideran neutras. Por otro lado, un ¥ inferior a -30 mV o superior a +30 mV es un
indicador de una dispersién muy estable. A mayores valores de ¥, las fuerzas repulsivas
entre particulas de carga similar impiden su agregacién lo que aumenta su estabilidad. Sin
embargo, para el pasaje a través de barreras bioldgicas, tales como la BHE, se prefieren

nanoparticulas con ¥; neutro [9].

Dependiendo de la naturaleza del agente estabilizante utilizado en la formulacién de las
nanoparticulas existen dos mecanismos principales a través de los cuales pueden ser
estabilizadas: la repulsion electrostatica y la estabilizacion estérica. Estos dos mecanismos

se pueden lograr mediante el empleo de agentes estabilizantes i6nicos y no idnicos
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respectivamente, en el caso de la estabilizacion por la repulsion electrostatica las fuerzas

repulsivas son originadas por la superposicion [23].

El rango del ¥; en las 10 formulaciones preparadas varié de -28.67 + 0.47 (F-9) a -16.43 +
0.25 (F-6). De acuerdo con lo observado, las concentraciones de AG y Poloxamero 407
influyen en el ¥2.. Como observa en la figura 16 las formulaciones 1 a la 5 que contienen 1.5
g de AG tienen menor ¥; que las formulaciones que contienen menor cantidad de AG como
lo son de la 6-10, asi mismo, la adicion de Poloxdmero 407 disminuye el ¥;. El Poloxdmero
407 es un estabilizante no-iénico compuesto por copolimeros de 6xido de etileno-6xido de
propileno [24], el cual forma una capa protectora alrededor de las nanoparticulas y, como se
menciond anteriormente, a pesar de lavados repetidos, no puede ser completamente
eliminado de la superficie de las particulas. Este efecto puede ser observado en la
formulacion 6 (1.5% Poloxamero 407), la cual present6 un ¥; menos negativo (-16.43 + 0.25
mV) en comparacion con la formulacion 10 (0% Poloxamero 407) donde su ¥; fue de -29.10
+ 0.30 mV. Esto se puede deber a que el Poloxamero 407 enmascara la carga superficial de

las nanoparticulas.
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Figura 16. Potencial zeta de las formulaciones.

El valor de potencial zeta (menor a 30 mV en todos los lotes) puede indicar una estabilidad

baja en la dispersion, pero en este caso la estabilizacion de las particulas fue debido a la
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estabilizacion estérica ejercida por el estabilizante de tipo tribloque copolimero (Poloxamero
407), un tensoactivo no iénico que ejerce su efecto por repulsion estérica de las cadenas
hidrofilicas que lo conforman (polioxietileno), y por lo tanto, las particulas se mantienen
separadas, entonces la regla general que dice que valores mayores a |30] mV indican una
dispersién estable, no puede aplicarse estrictamente porque la adsorcion de los
estabilizantes estéricos disminuira el ¥; debido a un cambio en el plano de deslizamiento de

la particula [1].

8.1.4 Eficiencia de adsorcién

La cantidad de farmaco adsorbido puede ser determinado mediante diversas metodologias
analiticas como HPLC, HPTLC o espectrofotometria ultravioleta. Para ello es necesario
implementar y validar un apropiado proceso de extraccion del farmaco atrapado, ya sea de
manera directa (rompiendo las nanoparticulas) o indirecta (farmaco no adsorbido en la fase
continua). En ambos casos es necesario realizar ultracentrifugaciéon para separar las
nanoparticulas de la fase continua. Una vez cuantificada la muestra, es posible determinar la
eficiencia de adsorcion (%) que define la relacion entre la cantidad de farmaco adsorbido y
aquel que fue afadido durante la elaboracion de las nanoparticulas. Por Gltimo, es posible
determinar el rendimiento del proceso, considerando la cantidad de materia prima empleada
durante el proceso de elaboracién de nanoparticulas y la cantidad de nanoparticulas que es
posible recuperar una vez que éstas han sido elaboradas. [25]. En este trabajo se determind
la cantidad de AG adsorbido en las nanoparticulas de manera indirecta, es decir,
cuantificando la cantidad de AG no adsorbido en la fase continua y mediante la siguiente se

obtuvo la eficiencia de adsorcion:

Peso de AG adicionado—Peso de AG calculado
EA (%) = x 100

Peso de AG adicionado

La figura 17 muestra que la formulacién con mayor eficiencia de adsorcion fue la 1 con
24.38% + 1.85 y que a mayor cantidad de estabilizante mayor eficiencia de adsorcion por lo
gue podemos decir que la cantidad de Poloxamero 407 si afecta en la formulacion. Sin
embargo, las 10 formulaciones indican un porcentaje bajo de AG (>25%) adsorbido lo que
indica que el método de homogeneizacién con rotor estator es adecuado para preparar

nanoparticulas lipidicas soélidas, pero no eficiente.
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Figura 17. Eficiencia de adsorcién de las formulaciones.

La mala eficiencia de incorporacién del AG en las SLN bajo las condiciones de esta
investigacion se debe al pH de la fase acuosa que influye en la ionizacién del farmaco y por
lo tanto en su solubilidad [26], por consiguiente, es probable que la disminucién del pH de la
fase acuosa reduzca la solubilidad del AG lo que podria mejorar la captura del farmaco en
las nanoparticulas [1].

Sun et al. (2007) en su proceso de extraccion de AG de la raiz de regaliz explican el
comportamiento de esta molécula bajo diferentes pH’s. Bajo condiciones extremadamente
acidas (pH<3) el AG existe como forma molecular, mientras que la forma disociada del AG
predomina en pH>6. A valores altos de pH (por encima de sus pKa's) el AG es desprotonado
y su comportamiento es como el de una molécula hidrofilica que es facilmente solubilizada
en agua, lo que sugiere que la forma molecular es mas hidrofébica que la forma disociada
[1]. El pH de la formulacion de SLN fue de 4.86 por lo que se encuentra por encima de los
pKa's del AG (2.76, 2.81, 4.71) y como se menciond anteriormente su comportamiento es
facilmente solubilizado en agua por lo que tuvo afinidad a la fase acuosa en lugar de quedar
adsorbido en el lipido de la formulacién.
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Tabla 6. Resultados obtenidos de la cuantificacién de AG en la SLN

Evaluaciones Cantidad (9) Porcentaje (%)
Cantidad de AG pesada 1.5006
Cantidad de AG en el sobrenadante 1.1247 74.95
Cantidad de AG en las SLN 0.3759 ]
E. A - 25.05

Estos resultados son satisfactorios ya que se han reportado % E. E. para el AG de hasta
4.5% empleando el método doble emulsion (wi/o/w.) en nanoparticulas poliméricas [1] y de
8.27% con el método de ultrasonido con pelicula de evaporador rotatorio en nanoparticulas
lipidicas sélidas [4].

La seleccion de una formulacion en este estudio se bas6 en aquella que proporciond un
tamafo de particula, ¥;, e indice de polidispersién éptimos, buena estabilidad, y la mayor

cantidad de carga de farmacoy % E. A.

8.2 Caracterizacion de las nanoparticulas optimizadas
Con base en los valores de los pardmetros de formulacion optimizados en el presente

trabajo, se eligié la formulacion 1 y se caracteriz6 en los términos de TP, PDI, PZ, EE,
morfologia por microscopia electronica de barrido (MEB) y sus interacciones mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los datos obtenidos en términos de TP, PDI, PZ,

EE se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas optimizadas.

Sistema TP (nm) IP PZ (mV) EA (%)
1 171.6 +1.39 0.197 £ 0.005 -18.23 +0.21 | 25.05+2.42
2 180.97 +0.21 0.09 £ 0.002 -18.63 +0.66 | 20.82 +0.01
3 160.13 + 0.47 0.07 £0.02 -16.83 +£1.52 | 19.24 £ 0.05

Notas: TP = Tamafio de particula. PDI = Indice de polidispersion. PZ = Potencial zeta.
EA = Eficiencia de adsorciéon. Promedio + desviacion estandar (n = 3).
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Se determiné que el TP se encontraba en el rango de 160 — 181 nm, con PDI < 0.2
(monodispersas Figura 17), PZ de -18 a -16 mV y EE de 19 — 25 %.

Considerando la importancia de las propiedades superficiales y caracteristicas fisicoquimicas
de las nanoparticulas, éstas deben ser caracterizadas durante su elaboracion, para poder
asociar estas propiedades con el comportamiento in vitro/in vivo. Teniendo en cuenta el
reducido tamafio de las nanoparticulas, el diametro medio debe ser evaluado a través de
métodos altamente sensibles como lo es la difractometria laser (light scattering). Existen
otras técnicas que ademas de entregar informacion con respecto al diametro medio
proporcionan datos relacionados con la forma de las particulas, dentro de ellas se encuentra
la microscopia electrénica de transmision (TEM), de barrido (SEM) y la microscopia de
fuerza atébmica (AFM) [27].

En la siguiente figura (Figura 18) se muestran las micrografias de los sistemas preparados

de SLN de la formulacion optimizada.
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Figura 18. Micrografia MEB de las SLN optimizadas. En donde A= 3500x, B=5000x y
C=8000x
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En la figura 18 se muestra la morfologia externa de las nanoparticulas preparadas en
condiciones 6ptimas en donde se observa que las nanoparticulas (puntos blancos brillosos)
son solidas, compactas, de forma esférica, sin embargo, se observan muy escasas debido a
gue no se dejo secar el tiempo necesario y se podian observar algunos aglomerados.
Teniendo asi que el tamafio que indica la barra blanca en las micrografias es mayor a la
esperada debido a que no localiz6 el tamafio de las nanoparticulas si no el de los
aglomerados.

Se realizaron estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido con la finalidad de evaluar
cambios en las estructuras quimicas de los componentes de la formulacion y la existencia de
posibles interacciones que en cierto momento puedan indicar inestabilidad o formacién de
dispersiones moleculares. En la Figura 19 se representan los termogramas obtenidos por
DSC del acido glicirricinico, Gelucire 44/14, Poloxamero 407 (Pluronic F-127), de la mezcla
fisica de los componentes mencionados anteriormente y de las nanoparticulas con acido
glicirricinico. Para el caso del AG se observa la entalpia de fusién a 206.32 °C, el cual es
atribuido al punto de fusién del principio activo, que coincide con los datos teoricos, seguida
de unas sefales cercanas a los 220°C correspondientes a la descomposicion de la fraccion
de acido glucuronico por el tratamiento térmico convirtiéndose a acido glicirretinico [1]. El
lipido de la formulacién, Gelucire® 44/14 presenta una endoterma con una temperatura de
fusion inicial de 38.2 ° C y una temperatura maxima de fusién de 44.11 ° C caracteristico al
punto de fusién del Gelucire 44/14 el cual es de 44°C referenciado al primer nimero de su
nombre [28]. Este comportamiento térmico puede explicarse por la composicién del

excipiente, una mezcla de acilgliceroles y ésteres PEG [29].

46



14 A
b
2] e 3zc
10 A
4411°C
8 -
_— 6 ]
2 56.30°C
-~ 4 '
S
c_(g 2 e
1 206.32°C
44.12° .
8 49.93°C
P S
= 04 A~ —_—
w
-2+
| 94.20°C
-4 | — s
ll ——— Gelucire 44 14
o Pluronic F127
-6 1 ’ —  Mezcla fisica
|| —  SLNAG
-8
\2 54.46°C
-10 —_——— .
0 50 100 150 200 250
Exo Up Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 19. Termogramas obtenidos por DSC de los componentes puros y formulados
en las nanoparticulas optimizadas.

Para el Pluronic® F127 se muestra su punto de fusién a 56.30°C, el cual coincide con lo
reportado en la literatura a aproximadamente 50°C. En esta misma figura se muestran los
termogramas de la mezcla fisica de AG con cada uno de los componentes (Gelucire 44/14 y
Pluronic F 127) en proporciones equivalentes a la formulacion, se observa que la endoterma
perteneciente al punto de fusion del AG no sufri6 ningin cambio, al igual que se puede
observar el endoterma a 44.12°C perteneciente al Gelucire 44/14 y otro a 49.93°C que como
ya se menciond anteriormente corresponde al Pluronic F127 por lo que no existe interaccion
de los componentes al mezclarlos fisicamente ya que se observd el punto de fusion
caracteristico de cada componente. Para el caso del termograma de las SLN se observa un
evento térmico a 94.20°C atribuible a la evaporacion del agua y otro a 54.46°C. Cuando la

materia prima se transforma en SLN se deprime el punto de fusién, sin importar si las SLN
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son placebo o se encuentran cargadas con el farmaco. La disminucion de la temperatura se
puede atribuir a un efecto del tamafio muy pequefio de las nanoparticulas [29]. El pico del
AG desaparece totalmente evidenciando la ausencia de farmaco cristalino en las muestras o
una baja adsorcion del farmaco en las SLN [1].

8.3 Estabilidad de las nanoparticulas

Las formulaciones de nanoparticulas aumentan su superficie en varios 6rdenes de magnitud
y esto puede conducir a una agregacion después de largos periodos de almacenamiento.
Esta mala estabilidad a largo plazo puede deberse a diferentes factores fisicos y quimicos
gue pueden desestabilizar el sistema [9].

EI TP, IP y ¥, de las particulas son propiedades importantes de las dispersiones coloidales,
ya que la tendencia al sedimento esta determinada por los cambios en estos parametros.
Ademas, estas propiedades de las particulas influyen en sus comportamientos in vitro/in vivo
[34].

La desestabilizacion de las nanoemulsiones solo es debida al fenomeno de transferencia de
masa entre las gotas a través de la fase gruesa (continua), lo cual es descrito en la literatura
como el crecimiento de Ostwal en las emulsiones. En teoria, en este proceso de
desestabilizacién, cualquier cambio en el radio de las gotas (particulas) induce diferencias en
el potencial quimico del material dentro de las particulas. La reduccién de la energia libre en
la emulsion es resultado de la reduccion del area interfacial, y por lo tanto del crecimiento de
grandes gotas en la emulsion a expensas de algunas pequefias. Como consecuencia, la
difusién del material inerte de las particulas disminuye lentamente, reduciendo el grado de
crecimiento [35].

Entre los principales problemas de disefio de las nanoparticulas se encuentra la estabilidad
fisica, la cual se manifiesta como un aumento del tamafio de las particulas y la formacién de
geles [13].

En este trabajo se realizé la prueba de estabilidad de dos diferentes formas: mediante

almacenamiento y mediante el uso del equipo Turbiscan Classic MA2000, para ver el
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comportamiento de las nanoparticulas durante un mes. Después de cuatro semanas de
almacenamiento a 25 °C, no hubo cambios significativos en el TP e IP. A continuacion, se

muestran los resultados de las pruebas mencionadas anteriormente.

8.3.1 Estabilidad de almacenamiento

Durante el almacenamiento de las dispersiones de SLN, por periodos prolongados, podria
ocurrir la agregacion de las particulas. Las particulas individuales difunden en el medio de

dispersioén, provocando choques que pueden conducir a una floculacién pericinética.[13].

Entre los mayores problemas de estabilidad durante el almacenamiento de las SLN se
encuentran fenémenos de gelificacion, aumento en el tamafio de las particulas y la
expulsion del farmaco desde la matriz lipidica. Existe una relacion cercana entre la
modificacion cristalina de los lipidos y la gelificacién, la agregacion de las particulas y la
expulsion de los farmacos. El primer producto obtenido después de la homogeneizacion en
caliente es una nanoemulsion de un material fundido superenfriado la cual se caracteriza
por gotas de lipido esféricas con elevada capacidad de incorporacion de farmacos. La
transformacion del lipido fundido a un lipido solido cristalino disminuye su capacidad de
carga y con esto, su estabilidad. La estabilidad de las dispersiones de SLN disminuye
conforme la estructura cristalina de los lipidos se estabiliza. [36].

Los factores desestabilizantes del tamafio de las particulas durante el almacenamiento

acttan en el siguiente orden: luz solar > luz artificial > oscuridad [13].

Las muestras fueron almacenadas a 4°C, 25°C y 40°C, durante 1 mes a condiciones de luz
artificial. No mostraron cambios; su estructura se mantuvo estable sin mostrar fenédmenos de
inestabilidad.

En la figura 20 se observa que la muestra almacenada a 4°C aumento su tamafio de
particula del dia 1 (137.8 nm) al dia 5 (150.1 nm) sin embargo, del dia 5 al dia 30 no hubo un
cambio significativo en el tamafio de particula almacenada en refrigeracion. Las SLN
almacenadas a 25°C y a 40°C no tuvieron diferencia significativa de tamafio de particula sin
embargo tuvo menor diferencia la formulaciéon almacenada a 40°C por lo que se consideraria

la temperatura 6ptima para almacenarlas. Por lo que se puede decir que las SLN aumentan
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su tamafo rapidamente a temperaturas bajas, mientras que a temperaturas altas como las
de estufa se mantienen estables por 30 dias. El indice de polidispersion tampoco tuvo
cambios significativos durante los 30 dias sin embargo al dia 30 se observa un aumento en
la formulaciébn almacenada a 4°C seguida de 25°C y la que menos aumento fue la
formulacion almacenada a 40°C. El analisis de varianza mostrado en la tabla 12 del anexo
12.3 muestra que no existe una diferencia estadisticamente significativa en el TP y IP
durante el tiempo de almacenamiento ya que el valor P es mayor a 0.05 con un nivel del
95.0% de confianza por lo tanto la formulacion es estable de acuerdo con el tamafio de

particula e indice de polidispersion.

Con respecto al ¥; se nota un aumento en la formulacion almacenada en refrigeracién(4°C)
seguido de temperatura ambiente (25°C) y por ultimo el almacenado en la estufa (40°C).
Este resultado explicaria un aumento importante en el tamafo de particula que se observa a
esta temperatura. Se considera que entra demasiada energia cinética al sistema, lo que le
desestabilizaria. El potencial Z inicial de las dispersiones indica que se trata de un sistema
inestable; sin embargo, al contener la formulacion un estabilizante que trabaja por efecto
estérico, la carga eléctrica de la particula puede despreciarse. Las interacciones entre los
componentes de las SLN se estudiaron por DSC y se observé que la presencia del farmaco
modifica la estructura de las nanoparticulas por interacciones que se generan entre los

componentes.

El andlisis de varianza mostrado en la tabla 12 del anexo 12.3 muestra que existe una

diferencia estadisticamente significativa en el PZ durante el tiempo de almacenamiento.
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Figura 20. Variacion de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas
optimizadas durante el estudio de estabilidad de almacenamiento. Promedio + error
estandar (n=3).

8.3.2 Estabilidad con Turbiscan

En la industria, los productos generalmente no sufren un solo fendmeno de inestabilidad,
sino varios al mismo tiempo. El lapso necesario para la identificacion de fenbmenos de
instabilidad puede acortarse dramaticamente con la ayuda de un analizador 6ptico antes de
la aparicion de una modificacion fisica a escala macroscépica de suspensiones coloidales
[37].

El analizador 6ptico Turbiscan™ Classic MA 2000 es un instrumento que permite una
visualizacibn macroscépica de la estabilidad de las dispersiones coloidales opacas y
concentradas midiendo la retrodispersién y la transmision de particulas dispersas en soluciéon

basado en un mecanismo de analisis de dispersién de luz maltiple [38].

El principio consiste en enviar fotones (luz) a la muestra. Estos fotones, después de ser

dispersados muchas veces por objetos en suspension (gotitas, particulas sélidas, burbujas
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de gas) emergen de la muestra y son detectados por el dispositivo. Un cabezal de lectura
mévil compuesto por un diodo de infrarrojo cercano (NIR) y dos detectores, transmision (T) y
retrodispersion (BS), escanea una celda de vidrio que contiene la muestra. El software
Turbiscan luego permite interpretar los datos obtenidos facilmente [37]. Esta medicion se
basa en la variacion de la fraccion de volumen (migracion) o tamafio (coalescencia), lo que
da como resultado la variacion de la retrodispersion y las sefiales de transmision. La
modificacion de una sefial de retrodispersion puede producirse en funciéon del tiempo y la
migracion de particulas y se informa graficamente en forma de picos positivos (aumento de

retrodispersion) o negativos (disminucién de retrodispersion) [37].

Los escaneos se repiten a lo largo del tiempo, cada uno proporciona una curva y todas las
curvas se superponen en un grafico para mostrar la estabilidad a lo largo del tiempo. La
transmision se usa para analizar dispersiones claras a turbias y la retrodispersion se usa

para analizar dispersiones opacas [39].

Cuando se compara con otros métodos analiticos épticos, como microscopia, tamafio de
particula y potencial zeta, el andlisis de Turbiscan tiene la ventaja de ser un método no
destructivo (sin dilucibn de muestra) y no requiere preparacion de la muestra. Ademas,
proporciona informacion sobre el tipo de proceso de desestabilizacion que esta teniendo
lugar, pudiendo discriminar entre la migracion de particulas (cremosa o sedimentacion), que
es un proceso reversible, y la variacion del tamafio de las particulas (coalescencia), que a
menudo es irreversible. De hecho, para particulas mas pequefias que la longitud de onda
incidente, aumentan los tramos de escala para aumentar el perfil de retrodispersién [37]. Las
variaciones mayores del 10%, ya sea como un valor positivo 0 negativo en la escala grafica

de retrodispersion, son representativas de una formulacion inestable. [40]

De hecho, Turbiscan Classic tiene la ventaja de acortar el tiempo de andlisis y preservar
muestras de la degradacion al ser utilizado con mayor frecuencia en ciencias farmacéuticas,
cosmecéuticas, petréleo y alimentos para predecir la estabilidad a largo plazo de

nanomateriales inorganicos, organicos y formulaciones. [38]

La estabilidad de las nanoparticulas en esta investigacion se evalué usando Turbiscan
Classic MA 2000 a una temperatura de 25 + 2 ° C durante 30 dias en tres lotes de la

formulacién optimizada.
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Es importante tener en cuenta que, en el caso de una sefial en la transmision, también hay
una sefal en la retrodispersion en la misma zona. Esto se debe a reflejos secundarios de la

luz en la celda de vidrio. [39].

Al analizar los perfiles de Turbiscan, podemos cortar el grafico en tres partes: inferior, medio
y superior. Las variaciones en la parte inferior y superior de la muestra estan relacionadas
con los fendmenos de migracion. Las variaciones en el medio se deben a las variaciones de

tamafio de particula [40].

Para visualizar mejor la sefial de Turbiscan, los perfiles de transmision y retrodispersion del
agua se usaron como referencia. Estos parametros de BS y T permitieron predecir la
estabilidad de las SLN cargadas con &cido glicirricinico.

En la figura 21 se observan los perfiles de transmision y retrodispersion del agua en el cual
en el perfil de transmision se indica que parte del grafico correspondiente a la distribucion en

la celda.
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Figura 21. Prueba agua en Turbiscan Classic. En donde 1) Parte del fondo de la celda,
2) Parte de en medio, 3) Parte superior y 4) Menisco.

En la figura 22 se muestra el perfil cinético de retrodispersién (BS) y transmisiéon (T) para el
sistema 1 de SLN optimizadas. Como podemos observar los perfiles de BS y T demostraron

gue las muestras no presentan cremacion ni sedimentacion, pero si un aumento en el
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tamafo de particula (coalescencia) que se muestra en la variacion de los perfiles en la parte
de en medio del tubo en ambos perfiles. También se observa que la calidad del menisco fue
mala al mostrar una variedad en el grafico debido a que tal vez las muestras fueron movidas
al momento de hacer la medicién. Las muestras no mostraron gran variacion a lo largo de los

30 dias con respecto al dia 1.
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Figura 22. Perfil cinético de retrodispersién (BS) y transmision (T) para el sistema 1 de
SLN optimizadas. Los perfiles se evaluaron en diferentes tiempos de almacenamiento:
(A) dia 1; (B) dia 5; (C) dia 10; (D) dia 15; (E) dia 20 y (F) dia 30.

Los perfiles de la figura 23 corresponden al segundo sistema de SLN optimizadas en donde
podemos observar que el fondo del tubo no presentd cambios, el perfil de transmisién se

encontraba en un 50% el dia 1 y 5 sin mostrar variaciones en el tamafio de particula, al dia
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10 disminuye a 20%, para el dia 15 vuelve a aumentar a 40%, para el dia 30 disminuyo a
30% manteniéndose un comportamiento similar en el grafico observandose una pequefia
variacion en el tamafio de particula hasta el dia 20. El perfil de BS mantuvo un
comportamiento similar los 30 dias sin mostrar variaciones significativas. Se obtuvo un buen

menisco excepto los dias 1y 15.
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Figura 23. Perfil cinético de retrodispersién (BS) y transmision (T) para el sistema 2 de
SLN optimizadas. Los perfiles se evaluaron en diferentes tiempos de almacenamiento:
(A) dia 1; (B) dia 5; (C) dia 10; (D) dia 15; (E) dia 20 y (F) dia 30.

En los perfiles del sistema 3 (figura 24) se observo que el dia 1 tenia 20 % de transmisién en
el fondo del tubo, sin variacion en el tamafio de particula y buen menisco, al dia 5 se observa
una disminucién del perfil T al 0% y este comportamiento se mantuvo durante los 30 dias. El
perfil de BS aumentd un 20% del dia 1 al dia 30.
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Figura 24. Perfil cinético de retrodispersién (BS) y transmision (T) para el sistema 3 de
SLN optimizadas. Los perfiles se evaluaron en diferentes tiempos de almacenamiento:
(A) dia 1; (B) dia 5; (C) dia 10; (D) dia 15; (E) dia 20 y (F) dia 30.

Con estos datos obtenido con Turbiscan Classic se observa que las SLN no presentan
sedimentacion ni cremacion, sin embargo, presentd una variacion en el tamafio de particula
gue concuerda con los datos obtenidos en el andlisis de estabilidad de almacenamiento en
donde el tamafio de particula aument6 del dia 1 al 30 aproximadamente 30 nm y por eso en
los perfiles de BS y T mostro una variacion pequefia que se presenta como una coalescencia
de las particulas. Por lo que las SLN son estables a simple vista, pero tienden a un aumento
de particula conforme pasa el tiempo siendo inestables al ser analizadas con un analizador

Optico como lo es el Turbiscan Classic al presentar coalescencia de las particulas.
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IX. CONCLUSIONES

Se prepararon nanoparticulas lipidicas solidas mediante el método homogeneizacion con
rotor estator cargadas con acido glicirricinico y se caracterizaron en cuanto a tamafio de
particula, potencial zeta, calorimetria de barrido diferencial, microscopia electrénica de
barrido, eficiencia de adsorcién y estabilidad.

El método homogeneizacién con rotor estator mostré ser ineficaz para adsorber AG en las
SLN al mostrar un bajo % E.A. sin embargo, fue mayor a los reportados en la literatura. El

método para cuantificar AG en las nanoparticulas mostré ser lineal, preciso y exacto.

La seleccion de una formulacion en este estudio se basé en aquella que proporciond un

tamafio particula, indice de polidispersion, potencial zeta, estabilidad y un %E. A éptimos.

La formulacion Optima se caracteriz6 con respecto a tamafio de particula, indice de
polidispersion, potencial Z, %E.A., morfologia e interacciones entre componentes. La
Dispersion Dinamica de la Luz puso en evidencia el tamafio de las particulas (130-155 nm) y
gue ademdas éste aumenta ligeramente con el tiempo; el potencial Z inicial de las
dispersiones indica que se encuentran en un umbral de dispersion de acuerdo con el
potencial zeta Riddick; por MEB se observaron particulas esféricas con presencia de
aglomerados, se obtuvo un %E.A de 25.05 y mediante DSC se observé que los
componentes no tienen interaccién entre si al mezclarlos fisicamente, sin embargo, en las

nanoparticulas lipidicas solidas si modifica su estructura mostrando un solo endoterma.

Las nanoparticulas optimizadas presentaron una buena estabilidad fisica y quimica en
cuanto a tamafio de particula e indice de polidispersion cuando éstas se sometieron al

estudio de estabilidad de almacenamiento

Los datos obtenidos mediante Turbiscan Classic demostraron que es una herramienta valida,
no invasiva y que no consume mucho tiempo para estudiar las propiedades de estabilidad de
formulaciones coloidales. Se concluy6 que se obtuvieron nanoparticulas lipidicas sélidas sin

presencia de fendbmenos de inestabilidad con variaciones en el tamafio de particula.
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X. PROSPECTIVAS

A) Caracterizar las nanoparticulas lipidicas sélidas mediante Infrarrojo para poder
observar las interacciones de unién del farmaco con el lipido.

B) Emplear el uso de estabilizantes cationicos observando si aumenta la eficiencia de
adsorcion.

C) Evaluar en lineas celulares el sistema ya optimizado, para determinar la viabilidad de
emplearlo en el area de la medicina veterinaria como un nanoacarreador del AG con
uso principalmente antiviral.

D) Someter a ensayos clinicos las formulaciones obtenidas con el objetivo de demostrar
el efecto de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas sobre la

biodistribucién in vitro-in vivo.
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Xll.  ANEXOS

12.1. Propiedades fisicoquimicas

12.1.1. Propiedades del AG

(3B,180a)-30-hidroxi-11,30-dioxoolean-12-en-3-yl 2-O-
Nombre IUPAC B-D- glucopiranuronosilo
-B-D- acido glucopiranosidurénico
Formula condensada Ca2He2016
Masa molecular 822.93g/mol
Naturaleza quimicay Acida, con 3 pKas: 2.76, 2.81, 4.71
constante de disociacion
Apariencia fisica Polvo blanco
Solubilidad a 25°C Soluble en etanol, dimetilsulféxido (DMSO); poco
insoluble en agua.
Solvente Cantidad
Etanol 8.25mg/mL
DMSO 117mg/mL
Agua 1mg/mL
Naturaleza quimica Saponina tripenoide de origen natural, semipolar.
Punto de fusion 206°C
Longitud de onda reportada Solucién acuosa: 256nm
en la literatura

Informacién tomada de: Jun H. (2008). Formulation and preparation of glycyrrhizic acid solid
nanoparticles. CNKI,11, 25-41.

lipid
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12.1.2. Propiedades del Pluronic F-127 (Poloxdmero 407)

Estructura quimica:

e

CH,

0 - o/\}aOH

INCI:

Poloxamero 407

Férmula condensada:

HO(C2H40)a(C3H60)b(C2H40)aH
Donde a = 95-105 y b =54-60

Peso molecular:

9840-14600g/mol (masa molecular relativa media)

Descripcion:

Copolimero del polietilen-propilenglicol.

Apariencia fisica:

Polvo céreo, microperlas céreas, o copos céreas, blancos
o casi blancos.

Solubilidad:

Muy soluble en agua y en etanol al 96 por ciento,
practicamente insoluble petrdleo ligero (50-70 °C).

Punto de fusion:

Aprox. 50 °C.

Aplicaciones:

Estabilizante, agente de mojado, lubricante de tabletas,
agente de solubilizacién y agente dispersante.

DSC reportado en la literatura

Infromacion tomada de: http://www.acofarma.com/admin/uploads/descarga/706563409dfb
6dfd04fae8889492f4e56c2ch5bbcdd/main/files/Poloxamer__ Pluronic_F 127 .pdf.

64




12.1.3. Propiedades del Gelucire 44/14

Estructura quimica:

item Lauroyl polyoxyl-32 glycerides

Apariencia fisica: Cristalino semisolido

HLB 14
Punto de fusion: 44°C
Aplicaciones:

Excipiente que se utiliza para aumentar la

biodisponibilidad oral de farmacos poco solubles en agua.

DSC reportado en la literatura 5 Gelucire 44/14
= Peak 49°C
< e
b AH=-338.2)/g
G4l
5'0 1(;0 1:;:0 2(')0 250

Temperature (°C)

Informacién tomada de: Chambin O. (2005). Interest of Multifunctional Lipid Excipients: Case of
Gelucire 44/14. Drug Development and Industrial Pharmacy, 31, 527-534.
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12.1. Seleccién de la longitud de onda
Se realiz6 un espectro de absorcion de 200-400 nm, en donde la longitud de onda méaxima

del acido glicirricinico se determiné en 256 nm.

0.8 - 256.007843

0.7 1
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 1
0.2 1
0.1 -

0

Absorbancia

200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 25. Espectro de absorcién del acido glicirricinico.

12.2. Interferencia

Para poder demostrar aditividad se compar6 el espectro de absorcién obtenido del acido
glicirricinico, el de la formulacion de SLN y el de los excipientes. En la figura 26 se muestra
esta comparacion y podemos observar que la mezcla de acido glicirricinico con excipientes
(SLN) y el del &cido glicirricinico es practicamente igual y que el espectro de absorcién de los
excipientes no muestra absorbancia a la longitud de onda maxima del AG (256nm) por lo
tanto no presentan interferencias.

1 Excipientes
—AG
© 0.8
o SLN Lote 1
0.6 ote
£
R0.4
<
0.2
0 e —
200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 26. Espectro de absorcién del &cido glicirricinico, excipientes y Lote 1 SLN para
descartar interferencias.
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12.2. Validacion del método analitico para cuantificar acido glicirricinico en las
nanoparticulas mediante Espectrofotometria UV-Vis

La validacién del método analitico se realiz6 con base en la guia de validacion de métodos
analiticos del Colegio Nacional de QFB y la guia ICH.

La adecuabilidad del sistema de medicion de la respuesta analitica se evalué leyendo por
sextuplicado una soluciébn de acido glicirricinico a una concentracion de 40 pg/mL,

obteniendo la respuesta del analito y el coeficiente de variacion, Tabla 5.

Tabla 8. Adecuabilidad del sistema

Concentracion | Absorbancia

40 0.5006
40.2 0.4998
40.8 0.4994
40.8 0.5035
40.8 0.4995
40.6 0.5123

Promedio 40.5333333 0.50251667
Desvest 0.35023801 0.00503087
% CV 0.86407405 1.00113523

La linealidad del sistema se determin6é con el coeficiente de correlacion en un rango de
concentraciones de soluciones estandar de 20 a 100 pg/mL, utilizando una curva de
calibracion por triplicado, conformada por cinco puntos. Las absorbancias obtenidas fueron
transformadas matematicamente para estimar su concentracion y se graficaron en funcion de
la concentracion de analito adicionada (Figura 26). Adicionalmente, para evaluar si el
intercepto contiene el cero y si la pendiente es cercana a uno, se obtuvieron los coeficientes

de ambos, asi como sus limites inferiores y superiores (Tabla 9).
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Tabla 9. Coeficientes y limites del intercepto (b) y pendiente (m).

Coeficientes Limite Inferior Limite Superior
95% 95%
Intercepcion (b) | 0.130488889 -0.38628986 0.64726763
Pendiente (m) 0.999344843 0.99182545 1.00686424
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Figura 27. Grafico que representa la linealidad del sistema

La precisién y exactitud del sistema fue evaluada con el coeficiente de variacién de la
respuesta analitica para tres niveles de concentracién correspondientes al 80, 100 y 120 %
Se obtuvieron las respuestas del analito y el coeficiente de variacién para cada nivel de
concentracion (Tabla 10). Adicionalmente se reporta el coeficiente de variacion global para la
curva de calibracion.
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Tabla 10. Coeficientes de variacion y prueba t de student calculadas para evaluar la
precision y exactitud del sistema.

Concentracion | Concentracion Concentracién CV% t tab T cal
real estimada
20.08 20.05
20.08 20.03
20.08 20.15
80 20.08 20.11 0.32 2.57 0.96
20.08 20.01
20.08 19.98
60.24 60.56
60.24 60.72
100 60.24 60.69 0.16 2.57 -9.95
60.24 60.49
60.24 60.58
60.24 60.71
100.4 100.06
100.4 100.49
120 100.4 99.93 0.25 2.57 1.57
100.4 100.51
100.4 100.38
100.4 100.07

Como se observa en los resultados anteriores el coeficiente de variacién para determinar la
precision del sistema es menor al 2% y la t cal es menor que la t tab por lo que se cumple
con el criterio para decir que el sistema es preciso y exacto, en las 3 concentraciones

evaluadas.
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Figura 28. Gréfico que representa la precisiéon del sistema.

Los limites de deteccion y cuantificaciébn se determinaron a partir de la desviacién estandar
de la curva de regresiéon, empleando las ecuaciones descritas en la Guia de Validacién de
métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos A. C. Los

resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Resultados obtenidos para los pardmetros de desempefio de la validacion.

Pardmetro de Criterio de aceptacion Resultado Observaciones
desempeiio
Adecuabilidad del sistema % CV=2.0 1.001% Cumple
Linealidad del sistema R?2>0.98 R? =0.9999 Cumple
IC (b) no debe incluir el LIC =-0.3862
cero LSC = 0.6473
Precisién del sistema % CV< 2.0 0.16% Cumple
Exactitud t calculada <t tablas -9.95< 2.57 Cumple
LD R?2>0.98 LIC =0.9998 Cumple
IC (m) no debe incluir el LSC =3.6
cero
LC R?>0.98 LIC =0.9998 Cumple
IC (m) no debe incluir el LSC =1.188
cero

12.3. Estabilidad de las nanoparticulas optimizadas
Tabla 12. Andlisis de varianza para las nanoparticulas optimizadas durante el estudio

de estabilidad.

Respuesta Razon- F Razon-F tab Razon- P
TP (nm) 1.89 3.11 0.17
IP 1.99 3.11 0.15

PZ (mV) 16.14 3.11 5.78x10°

Valores-P menores o igual que 0.05 indican que existe una diferencia estadisticamente

significativa en el TP, PDI y PZ durante el tiempo de almacenamiento con un nivel del 95.0%

de confianza.
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