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INTRODUGCGION

1. INTRODUCCION.

En la actualidad uno de los principales objetivos del farmacéutico es el disefio de nuevos sistemas o
dispositivos de liberacién de farmacos que controlen la liberacion del agente farmacoldgico en el sitio de
accidén a una velocidad terapéuticamente éptima. La liberacidn dirigida al sitio especifico (ubicacién
espacial) combinada con una velocidad de liberacién adecuada (distribucion temporal) no sélo puede
aumentar la eficacia del farmaco sino reducir notablemente la presencia de efectos secundarios adversos,
mejorando asi el indice terapéutico. Dentro de estos nuevos sistemas encontramos a las nanoparticulas
que, comparadas con otros acarreadores coloidales, presentan una mayor estabilidad cuando estan en
contacto con fluidos biolégicos y su naturalcza polimérica las hace susceptibles de convertirse en
sistemas de hbcraciéon prolongada y controlada. Ademds son estables durante el almacenamiento y
ofrecen posibilidad de escalamiento.

Se considera que la periodontitis es la responsable del 70% de la pérdida de dientes en adultos y es
la principal causa de que personas mayores de 60 aos carezcan de piezas dentales. Aunque en
Meéxico no existen cifras exactas de individuos con este tipo de enfermedades, es bien sabido que se
encuentran ampliamente diseminadas, no solo en la poblacién adulta y de edad avanzada sino también
en el sector joven; ademds este problema se acentia notablemente en la poblacién de bajos ingresos.
La efectividad de los tratamientos convencionales para estos padecimientos es limitada por el dificil
acceso a la bolsa penodontal

En el presente tiabajo se propone la utilizacion de nanoparticulas para el tratamiento local de la
gingivitis y la periodontitis.  Se  prepararon y caracterizaron nanoparticulas  de tres polimeros
biodegradables cargadas con diferentes proporciones de un agente antibacteriano (triclosédn) utilizando
cl método de cmulsificacion difusidn para formacion de nanoparticulas a  partic de  polimeros
preformados Se propuso un nuevo sistema para evaluar la liberacion del triclosén a partir de las
nanoparticulas, sin utilizar membranas de diélisis

Ademés sc cvalian los factores que intervienen en la preparacién de nanoparticulas por el método de
desplazamiento de solvente y se propone un nuevo dispositivo que permite aumentar el rendimiento de

este proccso y brindar una alternativa industrial para la produccién de nanoparticulas.
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2, MARCO TEORICO.

2.1. EL PERIODONTO (GENERALIDADES).

El vocablo penodonto deriva de la raiz latina peri, alrededor y del griego odlous, diente. Se denomina
periodonto al conjunto de tejidos integrado por la encia (gingiva) y los tejidos de sostén del diente
(hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento radicular) [Rateischak y cols., 1989 y Medlicott y

cols.,, 1994). En la figwa 1 se pueden apreciar las principales estructuras que forman parte del

periodonto.

Papla facial interdental

Epitelta de nnian

Chanmeahibre

Ginmvansertada
Lineamucogingival
Iducosa aveolar
Cemento radicular
Ligamento pertodontal
Hueso alveolar

Lanna lingual del hueso

\?&h Hueso travecular

Figura 1. Estructuras Periodontales [Modilicado de Rateischak y cols., 1989].

L.a gingiva o encia es la parte de la mucosa bucal situada en las vecindades inmediatas del diente, rodea
el cuello de los dientes y es el componente mas periférico del periodonto. Se divide anatémicamente en

encia marginal, que forma el surco gingival;, encia adherida y encia interdentaria. La encia marginal estd

i ”“!
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MARCO TEAGRICO

situada alrededor del cuello dentario, la gingiva insertada es la continuacién de la encia marginal y la
encia interdentaria ocupa el nicho gingival, que es el espacio interproximal entre las 4reas de contacto
de los dientes. El surco gingival es la depresién de poca profundidad o espacio que rodea al diente,
limitado por la superficic del diente por un lado y la cubierta epitelial del margen de la encia por el otro
[Rateischak y cols., 1989 y Medlicott y cols., 1994 ] El surco gingival y la unién epitelio-diente son
banados por un fluido gingival o fluido crevicular. El liquido gingival fluye hacia el surco desde el tejido
gingival y conectivo a través de la delgada pared del surco a una velocidad de 0.33 pl/min (20
pi/hora) y ocupa un volumen de 0.5 pl. El fluido gingival se recambia 40 veces por hora; este hecho
puede influir en ¢ corto tiempo de retencién de agentes antibacterianos en la cavidad oral y por tanto
en la duracién del efecto del tratamiento de la gingivitis con pastas, geles dentales, enjuagues bucales y
sistemas de irrigacion [Baker y cols., 1988].

Microscopicamente la encia esta formada por un nicleo central de tejido conectivo fibroso cubierto por
un epitclio escamoso estratificado. El epitelio gingival estd formado por tres areas: el epitelio bucal o
externo, el epitelio del surco y cl epitelio de unién. El epitelio del surco es muy importante, ya que
puede fungir como una membrana semipermeable a través de la cual pasan productos bacterianos lesivos
hacia la encia, asi como liquido tisular de la encia hacia ¢l surco. El epitelio de unidn estd formado por
una banda a mancra de collar de epitelio escamoso estratificado no queratinizado; la insercidn del
epitelio de unidn al diente estd reforzada por fibras gingivales que dan apoyo a la encia marginal contra
la superficic dentaria. El epitelio de unidn y las fibras gingivales forman una unidad funcional conocida

como unién dentogingival [Gordon y cols.,, 1981a y Rateischak y cols., 1989].

2.2. ENFERMEDADES PERIODONTALES.

Enfermedad penodontal es un término genérico cmpleado para todos los tipos de afecciones
patolégicas de los tejidos periodontales, que incluyen enfermedades neoplasicas, degenerativas e
inflamatorias. Las cnfermedades inflamatorias decl penodonto abarcan las enfermedades gingivales, la
periodontitis y las manifestaciones periodontales de enfermedades sistémicas, las dos primeras son las
mayor causa de pérdida de dientes en adultos [Friedman y Steinberg, 1990, Medlicott y cols.,

1994 y Esposito y cols.,, 1997].
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Se llama enfermedad gingival a las alteraciones patolégicas de la gingiva; en su enorme mayoria son de
tipo inflamatorio (gingivitis) y evolucionan hacia un estado de periodontitis. La periodontitis se
caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias gingivales, con formacién de una bolsa periodontal
(surco gingival patoldgicamente profundizado) que conduce a la destruccion de los tejidos de soporte
del diente; y finalmente a la pérdida de piezas dentales. Este proceso es esquematizado en la figura 2.
Su causa primaria es infecciosa (placa bacteriana), aunque varias enfermedades sistémicas pueden
presentar manisfestaciones gingivales y periodontales tales como deficiencias vitaminicas y proteicas;
enfermedades enddcrinas (hipofuncién liroidea, trastornos hipofisiarios, hiperparatiroidismo, diabetes
mellitus, alteraciones hormonales durante el embarazo, ctc.); enfermedades hemdticas (leucemia,
agranulocitosis, etc.) e inmunodeficiencias (enfermedad de Chédiak-Higashi, SIDA, etc.). Las bolsas
periodontales contienen residuos consistentes en microorganismos y sus productos (enzimas, endotoxinas
y otros productos metabdlicos), placa dental, liquido gingival, células epiteliales descamadas y
leucocitos. Algunas cspecies que han sido fuertemente asociadas con la enfermedad periodontal son:
Porphyromonas  gingivalis,  Prevotclla  intermedha,  Bacteroides  gingivalis,  Bacteroides  denticola,
Fusobacterium — nucleatum, — Actinobacillus  actinomycectemcomitans,  Eikenclla  corodens
Capnocytophaga gingivalis [Baker y cols., 1988; Friedman y Steinberg, 1990 y Medlicott y cols.,

1994].

Figura 2. Formacién de la bolsa periodontal. (A) Saco gingival sano, (i3) Bolsa periodontal.
1. Corona, 2. Saco Gingival, 3. Bolsa Periodontal, -1, Epitelio de Unién, 5. Gingiva y 6. Hueso Alveolar.
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2.3. PLAN DE TRATAMIENTO PERIODONTAL.

El tratamiento periodontal tiene una doble finalidad: la eliminacién total de la enfermedad y el
mantenimiento de la salud periodontal. En general, el objetivo del tratamiento es eliminar la placa
bacteriana y crear las condiciones para que el paciente pueda mantenerse libre de ella en forma
permanente [Carranza y Sznajder, 1996]. Junto con el tratamiento instrumental de la bolsa
periodontal (raspado y alisado radicular) se propone la utilizacién de estrategias destinadas a suprimir o
eliminar periodontopatégenos especificos y a controlar su crecimiento en la superficie y alrededor del
diente.

La terapéutica antimicrobiana es importante para eliminar bacterias a las cuales no se puede llegar por
medios instrumentales. Algunos trabajos de investigacién han demostrade que la administracién sistémica
de algunos antimicrobianos puede alcanzar concentraciones terapéuticas en el sitio de infeccidn, sin
embargo, estas concentraciones son mantenidas por un corto periodo después de una dosis dnica y la
dosis empleada cs capaz de producir efectos sistémicos indeseables [Gordon y cols., 198 1a y Gordon
y cols.,1981b].

Con la administracién local de antimicrobianos para el tratamiento periodontal se pueden alcanzar, en el
periodonto, concentraciones més elevadas que las alcanzadas por via sistémica empleando dosis menores
[M. Addy y cols., 1988] La principal desventaja de la administracién local de antimicrobianos es la
dificultad de penetrar a la bolsa periodontal y alcanzar la concentracion adecuada del farmaco en el
sitio de accion [B. V' Somayaji, 1998]. Los métodos cominmente empleados para administiar y/o
transportar antimicrobianos dentro de la bolsa periodontal son: enjuagues, irrigacion, administracién

sistémica y aphcacion local usando dispositives de liberacién sostenida [Medlicott y cols., 1994;

Drisko, 1996 y Greenstein y Polson, 1998].

2.4, TRATAMIENTO LOCAL DE LA GINGIVITIS Y LA PERIODONTITIS.

El éxito de los sistemas de liberacion de farmacos disefiados para el tratamiento de las enfermedades
periodontales depende de su habilidad para liberar los agentes antimicrobianos hacia la base de la bolsa
periodontal alcanzando dentro de ella concentraciones bacteriostéticas o bactericidas. También deben

facilitar la retencion del medicamento en el sitio de accion el tiempo necesario para que se presente un
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efecto terapéutico [Medlicott y cols., 1994; Ganem-Quintanar y cols., 1998 y Greenstein'y Polson,

1998]. Las técnicas propuestas para administrar antimicrobianos que pretenden ™ cumplir“con *lo

anteriormente expuesto son comparadas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Comparacion de sistemas de liberacion de férmacos para el tratamiento de la Periodontitis

(Modificado de Greenstein y Polson, 1998)

Enjuagues Bucales | - lrrigacién Sistemas de Sistemas de
Subgingival Liberacion Liberacién
Sostenida Controlada
Alcance del sitio de Pobre Bueno Bueno Bueno
accion
Concentracion de Buena Buena Regular Buena
férmaco adecuada
Duracién adecuada de
la terapia Pobre Pobre Regular Buena

Pitcher y colaboradores [1980] demostraron que un agente revelador de placa bacteriana administrado
en un enjuague bucal no puede penetrar dentro de la bolsa periodontal, indicando que este método de
liberacion no es adecuado para el tratamiento de infecciones subgingivales.

La irrigacién de soluciones antibacteriales directamente en las bolsas periodontales con jeringas manuales
y/o dispositivos cspeciales presentan mayor penetracién pero la duracidn de la accion es generalmente
corta y se requieren aplicaciones frecuentes para mantener una concentracidn efectiva en la bolsa
periodontal. La necesidad de aplicaciones mdltiples para obtener un beneficio clinico da lugar a que el

paciente no esté conforme con este tipo de tratamiento.

2.4.1. SISTEMAS DE APLICACION SUPRAGINGIVAL.

Se han propuesto algunos sistemas de liberacién prolongada para aplicacion supragingival de agentes
capaces de controlar la acumulacion de la placa dental y evitar la gingivitis. Entre estos sistemas se
encuentran un barmiz y una pelicula que contienen clorhexidina [Brayer y cols., 1988 y Shapira y cols.,
1994]; una pelicula de copolimeros del dcido metaciilico con cloruro de cetilpiridinio [Kostovski y

cols., 1994] y un antibidtico producido por cepas del hongo M. xanthus [Manor y cols., 1989].
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Estos sistemas han sido utilizados después de retirar la placa dental por raspado vy alisado radicular y

solo han sido capaces de prevenir la acumulacién de nueva placa dental.

2.4.92. SISTEMAS DE APLICACION SUBGINGIVAL.

Algunos agentes antimicrobianos como clorhexidina, tetraciclina y metronidazol han sido incorpprados
en geles que son aplicados subgingivalmente después de retirar mecénicamente la placa dental. En
general, en este tipo de sistemas se ha logrado evitar que los sitios tratados sean recolonizados por
patégenos [Oosteerwaal y cols., 1991; Ainamo y cols., 1999, Kalaitzakis y cols., 1993; Unsal y
cols., 1995, Esposito y cols, 1996 y Stelzel y Flores de Jacobi, 1996]. Con estudios de
fluorescencia se ha demostrado que solo el 5O % del gel aplicado permanece en contacto con la bolsa
periodontal por un tiempo de 12 minutos, cl resto del gel ¢s eliminado inmediatamente después de su
aplicacion [Wade y cols.,, 1992]. Nakagawa y colaboradores [1991] formularon un ungiiento que
conticne 2 2% de clorhidrato de minocichna y administrandolo por irrigacion 4 veces por semana
lograron la climinacion de A. actinomycctemcomitans, P gingivalis y P. intermedia hasta por 12
semanas, lo cual ocasiona una disminucién en la profundidad de las bolsas periodontales; este efecto se
ve potcnciado si se realiza previamente un raspado mecinico. Otros autores [Tancr y co|s., 1994;
Yeom y cols.,, 1997 y Schwach-Abdellacui y cols., 2000] han propuesto la utilizacion de peliculas
resorbibles de derivados de celulosa con doxicichna y clothexidina [Stabholz y cols.,, 1986; Taner y
cols., 1994, Yeom y cols , 1997 y Schwach-Abdellaoui y cols., 2000}, todos estos sistemas han

disminuido microorganismos patégenos cn la bolsa periodontal. En el cuadro nimero 2 se presentan

algunos cjemplos de sistemas de aplicacién subgingival.
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Cuadro 2, Sistemas de aplicacién subgingival._

Sistema Principio Activo’
Gel, - Clorhexidina 2 9; Fluoruro estanoso 4 96;- | Oosteerwaal y cols., 1991.
Fluoruro-amina 1.25 9%
- Clorhexidina 1 9% Kalaitzakis y cols., 1993.
- Metronidazol 25 % Ainamo y cols., 1992 y Stelzel y
Flores de Jacobi, 1996.
- Clorhexidina al 1 9; Triclosén 40 9% Unsal y cols., 1995.
- Tetraciclina Espasito y cols., 1996.
- Azul de metileno Gibson y cols., 1994.
- Histatina Paguete y cols., 1997,
Ungiiento - Clorhidrato de Minociclina 1 9% y 2 96 Van Steenberghe y cols., 1993.
- Triclosan 40 9% Eckles y cols., 1990.
Peliculas de - Clothexidina Stabholz y cols., 1986.
derivados de - Doxiciclina Taner y cols.,, 1994; Yeom vy
celulosa cols., 1997 y Schwach-Abdellaoui y
cols., 2000.
Pelicula de - Tetraciclina Minabe y cols., 1989.
colégeno

2.4.3. SISTEMAS DE LIBERACION “INTRAPOCKET".

Estos sistemas son colocados directamente en la bolsa periodontal y pueden ser:

a) Sistemas tipo reservorio; la liberacion del activo es controlada por la difusién del firmaco a

través de una membrana polimérica.

b) Sistemas tipo matriz; el farmaco puede ser dispersado o disuelto en la matriz y es liberado por

difusidn y/o erosidn o disolucién de la matriz, dependiendo del tipo de polimero empleado.

Los sistemas “intrapocket” pueden ser preparados con polimeros no biodegradables y polimeros

biodegradables. La mayor limitacién de los sistemas no degradables es que deben ser removidos
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después de un periodo de tratamiento. En contraste, los sistemas biodegradables (en la_mayoria de los

casos) se erosionan o disuelven dentro de la bolsa periodontal.

a) Sistemas “intrapocket” tipo reservorio.

El primer sistema de este tipo fue un tubo de didlisis de acetato de celulosa con clorhidrato de
tetraciclina (didgmetro de 250 um). Tiene una cinética de liberacién de primer orden y el 95 9% de su
activo es liberado en las 2 primeras horas, manteniendo concentraciones terapéuticas por més de 24
horas y reduciendo patégenos periodontales [Goodson, 1979].

Posteriormente se han disenado fibras monoliticas de polietileno, polipropileno, policaprolactona,
poliurctano, celulosa y ctilenvinilacetato que contienen tetraciclina; [Michalowicz y cols., 1995].
También se han disefado sistemas tipo reservorio en forma de fibras huecas que contienen gluconato de
clorhexidina al 20 96 [Coventry y Newman, 1982] y metronidazol al 0.5 % [Wan Yusof y cols.,
1984] Las fibras con clorhexidina liberan el 95 9% del activo durante las primeras 24 horas, segin

estudios de liberacion in vitro [Coventry y Newman, 1982].

b) Sistemas "“intrapocket” tipo matriz.
Aquellos sistemas que liberan sélo por difusion son preparados usando polimeros insolubles en agua y/o
polimeros biodegradables como matnz del sistema. Los sistemas que en la matriz tienen polimeros
solubles en agua o polimeros biodegradables liberan su activo  por difusidn y por erosién o disolucién
de la matriz. Después de un tiempo determinado los sistemas no biodegradables deben ser retirados
completamente por una persona capacitada, de lo contrario, pueden permanecer en el paciente restos
del sistema, presentandosc reacciones inflamatonas en los tejidos adyacentes. También, la remocién de
este dispositivo ¢s acompanada por una dechnacion rapida en la concentracion antibacterial lo cual, a
menudo, s relaciona con la recolomizacion de la bolsa periodontal [Tonetti y cols.,, 1990]. En
contraste, cn los sistemas biodegradables (en la mayoria de los casos) la liberacion del activo y la

degradacion del polimero ocuite en intervalos de tiempo semejantes. En los cuadros 3 y 4 se presentan

algunos ejemplos de estos sistemas.

TN
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Cuadro 3. Sistemas de liberacién "intrapocket” tipo matriz (no dggrédables). :
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S Matriz

Forma .
Polietilmetacrilato | Peliculas y -,,Clorhexidina,,,Metrohidééél, .| Addyy cols., 1982y Addy.y
(Orthoresin ®) Parches ‘Tetraciclina - | Langeroudi, 1984,
- Metronidazol Yeung y cols., 1983 y Addy y
cols., 1988.
Etilcefulosa Peliculas - Clorhexidina Friedman y Golomb, 1982 y
Stabholz y cols., 1986.
- Gluconato de Soskolne y cols., 1983,
clorhexidina, Clorhexidina
- Metronidazol Golomb y cols., 1984.
- Tetraciclina Elkayam y cols., 1988.
- Minociclina Azouri y cols., 1988.
- Tetraciclina, Metronidazol Loesche y cols., 1996 y
Somayaji y cols., 1998.
Acetato de Fibras - Tetraciclina Goodson y cols., 1983 ¢
etilenvinilo Tonetti y cols., 1990.
Etilmetacrilatos Peliculas - Clindamicina Higashi y cols., 1990.

(Eudragit RL®)

1a
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Cuadro 4. Sistemas de liberacién "intrapocket” tipo matriz (degradables).

: Mqtriz R

Referencia

Hidroxipropilcelulosa Peliculas Clorhexidina, Tetraciclina Noguchi y cols., 1984.

Colégeno entrecruzado Peliculas, Tetraciclina Minabe y cols., 1989;

(Telocollagen®) Esponjas Minabe y cols., 19896 y
Parches Minabe y cols., 1989c.

Gelatina Entrecruzada Peliculas Clorthexidina, Tetraciclina Steinberg y cols., 1990.

(Proteina Byco™)

Hidroxipropilcelulosa, Pelicula Ofloxacina Higashi y cols., 1990 y

copolimero S del acido Kimura y cols., 1991.

metacrilico

Poli-:-caprolactona, Fibras Tetraciclina Goodson y cols., 1983 y

Polietilenglicol,
Hidroxipropilcelulosa

Dunny cols., 1983.

Acido polilactico

Comprimidos

Tetraciclina, Metronidazol

Collins y cols., 1989.

Acido polihidroxibutirico

Pasches

Tetraciclina, Metronidazol

Deasy y cols., 1989.

Copolimeros de acido Microparticulas | Tetraciclina Baker y cols., 1988.
lictico y polilictico Minociclina Esposito y cols., 1997.
Poli-t:-caprolactona Peliculas Clorhexidina Lawter y cols., 1990.
Monoacleato de glicerilo, Gel Metronidazol Alinamo y cols., 1999;

accite de sésamo

Medlicott y cols., 1992 y
Norling y cols., 19992,

11
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Cuadro 4 (Continuacién). Sistemas de liberacién "intrapocket” tipo matriz (degradables). .

Matriz Forma * Principio Activo -

Copolimeros de 4cido Peliculas Clindamicina Higashi y cols., 1990.
metacrilico - -

y metilmetacrilato

(Eudragit L® y Eudragit 5®)
Polilactico-co-glicélico Peliculas Tetraciclina Agarwal y cols., 1993 y
Webber y Mathiowitz, 1997.

Poli-orto-ésteres Peliculas Metronidazol Vasavada y Junnarkar, 1997.

Acetato-ftalato de celulosa, | Peliculas Metronidazol Gates y cols., 1994.
Polietilenéxido-co-

propilendxido

Las peliculas de polietilmatacrilato con clorhexidina, tetraciclina y metronidazol incluidas en el cuadro 3
fueron preparadas por compresién. La velocidad de liberacion in vitro depende del tipo y cantidad de
farmaco cargada en las peliculas. Peliculas que contenian 30 % p/p de fammaco (clothexidina,
tetraciclina o metronidazol) liberan, respectivamente, 57, 40 y 96.6 9% de la carga total en 14 dias.
Las pruebas microbiolégicas i vitro demostraron que las peliculas con metronidazol son mds efectivas,
pero no se han determinado las velocidades de liberacién in vivo, ni la concentracién de farmaco
alcanzada en el fludo gingival [Addy y cols., 1982 y Addy y Langerouidi, 1984]. Se ha
demostrado que la administracion diaria de clorhexidina por irrigacion subgingival después del raspado y
alisado radicular es igualmente efectiva al tratamiento con parches de metronidazol que son colocados
dentro de la bolsa periodontal y reemplazados semanalmente [Yeung y cols., 1983].

Las peliculas de ctilcelulosa han sido producidas por la evaporacién del solvente de soluciones de
ctilcelulosa que contienen ¢l principio activo, disuelto o dispersado. La velocidad de liberacion del
activo de estos sistemas depende del tipo de solvente y del principio activo utilizados [Friedman y

Golomb., 1982; Stabholz y cols., 1986 y Loesche, 1996). En estudios in vitro, peliculas

: iy
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preparadas con etanol y 5 % p/p de clothexidina liberan el 95 96 del activo en 10 dias; mientras que
peliculas preparadas con cloroformo que contenian 5, 10 y 20 96 p/p de clothexidina liberan 20, 30
y 60 9% del activo, respectivamente, en un periodo de 205 dias. La adicion de polietilenglicol a estos
sistemas favorece la velocidad de liberacién del activo pues aumenta la porosidad de las peliculas
[Friedman y Golomb, 1982].

Soskolne y colaboradores [1983] realizaron estudios in vitro para peliculas preparadas con etanol y
gluconato de clorhexidina al 30 9% p/p v peliculas preparadas con cloroformo, 30 % de clorhexidina y
10 92 de polictilenglicol. Las peliculas con etanol liberaron 80 96 de la carga total en 3 dias y las de
cloroformo liberan 5 €6 en 6 dias. Se propone que ¢l uso de etanol incrementa la fraccion amorfa del
polimero, lo cual favorece la difusion y por tanto la liberacion del activo, asi mismo, la solubilidad del
activo ¢n los difcrentes solventes utilizados para preparar las peliculas puede modificar la velocidad de
liberacién. Estudios in vivo demostraron que el tratamiento por 9 dias con peliculas de clorhexidina
preparadas con ctanol, reemplazadas cada 3 dias, permite reducir patégenos periodontales hasta por
11 scmanas [Soskolne y cols,, 1983]. También se han preparado peliculas cargadas con
metronidazol, tetraciclinag y minociclina usando etanol y polictilenglicol, éste Gltimo favoicce la liberacion
[Golomb y cols , 1984, Azoury y cols., 1988 y Elkayam y cols., 1988].

Diversos polimeros se¢ han utilizado para preparar, por extrusion, fibras huecas que contienen
tetraciclina; cntre cstos polimeros se encuentran: polietileno, polipropileno, poli-t:-caprolactona,
poliurctano, propionato-acetato de celulosa y acetato de etilenvinilo. La velocidad de liberacién in vitro
depende del polimero utililizado, siendo mas rapida la liberacion a partir de fibras de polictileno vy
poliurctano  Las fibras de acctato de ctilenvinilo son mas flexibles y permiten la liberacidn /n vitro de la
tetraciclina hasta por 9 dias [Goodson y cols., 1983 y Tonetti y cols.,, 1990]. Actualmente se
distribuyen comercialmente hbras de acetato de etilenvinilo con tetraciclina.

Se han disenado peliculas a base de hidroxipropilcelulosa que contienen clorhexidina y tetraciclina, estas
peliculas se disuclven lentamente al entrar en contacto con saliva o fluido gingival, adhiriéndose al diente
y a tepdos suaves. Estudios de liberacion 1 witro de peliculas con 5 % de clothexidina o 1 96 de

tetraciclina liberan en una hora 90 y 80 9% del activo, respectivamente. La hidroxipropilcelulosa se

13
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disuelve en 3 horas aproximadamente. No se han realizado estudios de liberacién in vivo ni se ha
determinado la concentracidn del activo en el fluido gingival [Noguchi y cols., 1984].

El coldgeno ha sido investigado como probable acarreador biodegradable de agentes antibacterianos
hacia la bolsa periodontal. Cuando el coligeno se entrecruza utilizando formaldehido se prolonga la
liberacién de tetraciclina v el efecto antibacteriano puede ser mantenido por més de diez dias, con una
liberacion controlada que alcanza una dosis efectiva en el fluido crevicular (8 pg/ml) [Minabe y cols.,
1989a; Minabe y cols., 1989b y Minabe y cols., 1989¢].

Steinberg y colaboradores [1990] han desarollado un sistema degradable a base de gelatina
entrecruzada que contiene clorhidrato de clothexidina y diacetato de clothexidina. El perfil de liberacién
de la clothexidina es dependiente de la cantidad de clorhexidina incorporada en la pelicula, del
entrecruzamicnto del polimero y de la sal de clorhexidina usada. El tiempo de liberacién es corto y varia
de 4 a 80 horas

La poli-t-caprolactona es un poliéster biodegradable que ha sido propuesto para la liberacion de
tetraciclina y clorhexidina dentro de las bolsas periodontales.  Fibras de este polimero con 25 % p/p
de tetraciclina colocadas dentro de la bolsa periodontal alcanzan una concentracién de 1600 pig/ml.
Dicho polimcro también ha sido utilizado para preparar peliculas por cvaporacién de solvente
obscrvandose una liberaciéon i vitro de orden cero durante 24 horas, la velocidad de liberacidn
depende de la cantidad de activo incorporado y de la forma que se emplec (base o diacetato [Dunn y
cols., 1983, Goodson y cols., 1983 y Lawter y cols., 1990].

En un estudio realizado in wivo con particulas de dcido metacrilico dispersadas en peliculas de
hidroxipropilcciulosa con 10 26 de ofloxacina se demostrd que aunque la ofloxacina puede permanecer
mds tiempo quc otros activos en la bolsa periodontal y que no hay una reduccién estadisticamente
significativa en la poblacién de microorganismos subgingivales, con respecto a grupos control. El
tratamicnto se aplicd una vez a la semana duwante 35 dias [Higashi y cols., 1990 y Kimura y cols.,
1991]

Los copolimeros del acido lactico y polilictico han sido ampliamente estudiados como sistemas de

liberacion “intrapocket” en diferentes presentaciones: parches, comprimidos, peliculas y microparticulas

1
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[Baker y cols., 1988; Agarwal y cols., 1993; Esposito y cols., 1997 y Webber.y Mathiowitz,

1997].

Peliculas de polilictico-co-glicdlico con 5 y 25 % de tetraciclina logran -alcanzar concentraciones
efectivas hasta por 14 dias una vez colocadas en las bolsas periodontales, a pesar de que solo es
liberado 30-69 9% de la carga total de activo. Las peliculas de este polimero son pobremente
retenidas en las bolsas periodontales, por lo que fueron aseguradas alrededor del diente con un
adhesivo de cianoacrilato [Agarwal y cols., 1993 y Webber y Mathiowitz, 1997].

En los dltimos anos, se han utilizado poli(wt-hidroxidcidos) biodegradables para la preparacion de
microparticulas que puedan colocarse dentro de la bolsa periodontal, cntre estos polimeros los més
comunes son el acido polilictico y el édcido polilactico-co-glicdlico. La velocidad de liberacién de
activos a partir de cstos polimeros es influcnciada por la relacion lactico/slicslico, el peso molecular, la
cristalinidad del copolimero y el pH del medio. Por ejemplo, la liberacién de tetraciclina se incrementa
cuando aumenta ol pH [Baker y cols., 1988 y Esposito y cols., 1997].

Principios activos como tetraciclina y minociclina han sido incorporados en microparticulas. Baker y
colaboradores [1988] proponen la suspension de microparticulas con tetraciclina en Pluronic® F127.
Estc material forma un gel a temperatura corporal, manteniendo asi las nanoparticulas en la bolsa
periodontal. En cstudios realizados en monos se logré mantener niveles efectivos en el fluido crevicular
hasta por 4 dias. Sin embargo, para microparticulas del mismo polimero con minociclina se alcanzan
concentraciones terapéuticas hasta por 14 dias en bolsas periodontales de peros a los que se aplico

una dosis tnica de microparticulas liofilizadas [Baker y cols., 1988 y Esposito y cols., 1997].

9.4.4. SISTEMAS DE APLICACION LOCAL DISPONIBLES COMERCIALMENTE.
En Estados Unidos y otios paises se comercializan diversos sistemas, que proveen de manera local
medicamentos a fin de tratar los padecimientos periodontales. Los cinco sistemas comercializados més
conocidos se senalan a continuacion:
a) Actisite’ son pequefas fibras de acetato de etilenvinilo con 25 9% de clorhidrato de
tetraciclina;, deben ser insertadas dentro de la bolsa periodontal, se colocan con un aplicador y

se aseguran con un adhesivo de cianoacrilato. Deben reemplazarse cada 7 dias pues no son




b)

)

d)

e)
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resorbibles; proveen una emision controlada de tetraciclina, mantienendo niveles de 600 pig/ml
en el fluido gingival crevicular durante 10 dias [Drisko y cols., 1995 y Lowenguth y cols.,
1995].

Elyzol* se comercializa en Estados Unidos y Europa, es un gel de monooleato de glicerol y
accite de sésamo que contiene 25 9% de metronidazol. Se inyecta directamente en la bolsa
periodontal, aumentando su viscosidad al contacto con fluidos acuosos. Mantiene niveles
terapéuticos por periodos de 2 a 3 dias y debe ser usado dos veces en un lapso de tres
semanas [Stelzel y Flores de Jacobi, 1997 y Noyan y cols.,, 1997].

PerioChip " es una pelicula delgada de forma rectangular con uno de los extremos céncavos, sus
dimensiones son: 4 mm X 5 mm X 350 pum, tiene un peso de 7.4 mg. El chip contiene 2.5
mg de gluconato de clorhexidina (como base) incorporada en una matriz biodegradable de
gelatina. PerioChip™ se biodegrada completamente en ls bolsa periodontal aproximadamente en
7 dias. El chip libera aproximadamente el 40 96 del activo durante las primeras 24 horas,
probablemente por un fenémeno de difusion, pero mantiene una liberacidn prolongada y
constante durante 7 dias, paralclamente, el chip sufre degradacién enzimética [Soskolne y cols.,
1997 y Goffin, 1998].

Dentomycin® es un gel resorbible compuesto por hidroxietilcelulosa, triacetina, copolimero
aminoalquil-mctacrilato y cloruro de magnesio, contiene 2 9% de minociclina y debe
administrarse una vez a la semana [Timmermans y cols., 1996 y Graca y cols., 1997].
Atrigel” es un gel resorbible formado por una base polimérica de acido poli{D-L-lactico) en
N-metil-2-pirrolidona, contiene 10 2 de doxiciclina. Es inyectado con una canula dentro de la
bolsa periodontal, donde solidifica i situ y provee una liberacién controlada del activo durante

aproximadamente 7 dias [Garret y cols., 1997 y Polson y cols., 1997].
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2.5. SISTEMAS ACARREADORES DE FARMACOS.

En la actualidad uno de los principales objetivos del farmacéutico es el disefio de nuevos sisferrna; o
dispositivos de liberacion de farmacos que controlen la liberacién del agente farmacoldgico en el sitio de
accién a una velocidad terapéuticamente dptima. De forma general, todos los sistemas de liberacidn
contiolada tratan de mejorar la eficacia de un tratamiento controlando la liberacion temporal y espacial
del farmaco. En lo referente al control temporal, el propésito de los sistemas de liberacion controlada es
liberar ¢! firmaco durante un mayor periodo de tiempo o bien, entregardlo a un tiempo especifico
durante el tratamiento. El control de la distribucion espacial del farmaco permite a los sistemas de
liberacidn controlada dirigir el farmaco a un sitio especifico dentro del cuerpo [Uhrich y cols., 1999]

La propuesta de crear sistemas dirigidos de entrega de firmacos fue introducida por Paul Ehrlich
en1906 con su concepto de "balas mdagicas”. Ehrlich imagind que podrian desarrollarse sistemas que
Onicamente actuaran sobre un sitio blanco, depositando en él la sustancia activa. Los acarreadores
coloidales de farmacos por su pequedia talla de particula (generalmente menor a 11um) parecieran hacer
posible la propuesta de Ehdich [Kreuter, 1994].

Los Sistemas Coloidales Acarreadores de Farmacos (SCAF) incluyen liposomas, niosomas, sistemas
micclares, complejos macromoleculares, microemulsiones y sistemas micro- y nanoparticulados. Todos
estos sistemas son semejantes en tamano y forma. Debido principalmente a los problemas de estabilidad
y de potencial escalamiento industrial de los liposomas, las nanoparticulas se han posicionado como los
SCAF mas prometedores. reflejo de ello son cf gran nimero de investigaciones destinadas a probar su
cfectividad

Historicamente Jos primeros métodos usados para producir nanoparticulas derivaron de la fabricacion de
dispersiones latex en la industria de polimeros, notables esfuerzos se han realizado para adaptar esta
tecnologia a la produccion de acarreadores coloidales poliméricos que cumplan con los requerimientos
farmacéuticos nccesarios [De Jacghere y cols , 19997

Las tecnologias de produccion de dispersiones coloidales a partir de polimeros no biodegradables no
son un tema muy antiguo en ¢l ambito farmacéutico. Estas dispersiones coloidales han sido definidas

como “pscudolatexes”.  Actualmente los pseudolatices estan siendo usados para recubrimiento de
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formas farmacéuticas tales como tabletas o granulados debido a sus propiedades reolégicas y formadoras

de peliculas [Alonso, 1996].
El sistema coloidal acarreador de férmacos ideal, compuesto de moléculas de acarreador y férmaco,
debe satisfacer los siguientes criterios: k
1. Ser aceptado farmacéuticamente, ser estable y de facil administracidn.
Ser susceptible de esterilizacion (si se contempla para uso parenteral).
Debe de transportar el farmaco al sitio de accién deseado.

Debe liberar ¢l férmaco a una velocidad adecuada y conveniente hacia el sitio de accidn.

U A W o

El acancador debe ser no téxico y biodegradable. [Marty y cols.,, 1978 y Oppenheim,

1986].

Es dificil que alguno de los sistemas coloidales cumplan a la perfeccién con todos los puntos anteriores.

2.6. NANOPARTICULAS.

Las nanoparticulas pueden ser definidas como particulas coloidales sélidas con talla submicrénica (entre
10 y 1000 nm). Estin formadas generalmente por materiales macromoleculares biodegradables o no y
pueden utilizarse como acarrcadores de farmacos. Comparadas con otros acarreadores coloidales, las
nanoparticulas presentan una mayor estabilidad  cuando estan en contacto con fluidos bioldgicos y su
naturaleza polimenca las hace susceptibles de convertise en sistemas de liberacién prolongada y
controlada. Ademds de ser mds estables en presencia de fluidos biolégicos y durante el almacenamiento
ofrecen posibilidad de escalamiento [Quintanar-Guerrero y cols., 1998a].

Generalmente ¢l término nanoparticula es usado como el nombre colectivo para describir tanto a las
nanocsferas como a las nanocapsulas. La diferencia entre éstas dos formas estd ligada a la morfologia y a
la arquitectura de la entidad. Las nanoesferas estan formadas por una densa matriz polimérica donde el
principio activo puede ser dispersado y/o adsorbido en la superficie de la particula. Las nanocapsulas
estan compucstas de un nucleo aceitoso envuclto por una membrana polimérica; de tal manera que los
activos pueden ser adsorbidos en la supetficre, pueden ser disucltos en un aceite constituyendo el
corazén lipofilico de la nanocépsula o bien, ¢l mismo aceite puede ser la sustancia terapéutica

[Quintanar-Guerrero y cols., 1997a]. Algunos autores [Alonso y cols., 1996] utilizan como

e
i

18




MARCO TEARICO

sindnimos Gnicamente los términos nanoesfera y nanoparticula, separéndolos de las nanocapsulas; sin
embargo las definiciones de éstos conceptos son las mismas que se sefialaron con anterioridad. En este
trabajo se manejaré el téimino nanoparticula para incluir tanto a nanoesferas como a nanocépsulas. La

figura 3 incluye una representacion esquematica de estas entidades.

iy,

i
NANOESFERAS  ©7 i; ‘!i,
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I ri;’ﬁm t §§t!1§§§§
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- Fiarmaco L__J Polimero I Aceite

Figura 3. Representacion esquemdtica de las Nanoesferas y las Nanocépsulas.

2.6.1. PREPARACION DE NANOPARTICULAS.

2.6.1.1. Generalidades.

Las nanoparticulas pueden ser preparadas por polimerizacion de monémeros dispersos y por dispersion
de polimeros preformados. Los materiales usados para la preparaciéon de nanoparticulas pueden dividirse
en dos grupos: polimeros naturales hidrofilicos y polimeros sintéticos hidrofébicos. La tendencia actual
es el uso de polimeros biodegradables y biocompatibles para la preparacion de sistemas de liberacién
debido a su habilidad para ser reabsorbidos por el cuerpo, lo cual evita que deban extraerse después
de un lapso de tiempo. Algunos de estos polimeros fueron originalmente investigados para otras
aplicaciones biomédicas por lo que existen suficientes publicaciones que soportan su seguridad y la
autorizacion de varias formulaciones para uso humano con estos materiales. Las rutas mids comunes de
biodegradacidn i vivo son la hidrélisis y el rompimiento o divisién de la cadena principal del polimero

por accién enzimédtica. Sin embargo, para algunos polimeros la divisién de la cadena principal por
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alguno de los extremos puede producir polimeros u oligémeros solubles en agua que pueden ser
excretados -

a) Polimeros Naturales Hidrofilicos.
En este grupo se incluyen dos categorias de polimeros: proteinas tales como gelatina y albimina; y
polisacaridos, tales como alginato, dextran y quitosén. El uso de polimeros naturales presenta algunas
desventajas como incertidumbre de su origen, potencial antigenicidad y problemas de reproducibilidad
lote a lote, ademds de requerir condiciones especificas para su degradacidn. La informacién disponible
acerca de la segundad del uso de este tipo de polimeros es limitada; se requicre llevar a cabo mayores
investigacioncs para asegurar la inocuidad de  estos sistemas, sobre todo en lo referente a la
administracion parenteral.

b) Polimeros Sintéticos Hidrofébicos.
La mayoria de polimeros que han sido usados en la preparacién de dispersiones de nanoparticulas han
sido previamente  empleados  para  preparar microesferas. Como  consecuencia, las  propicdades
fisicoquimicas y bioldgicas de cstos materiales han sido ampliamente estudiadas. Los polimeros
emplecados pucden ser sintctizados antes o durante la preparacion de las nanoparticulas. El primer grupo
incluye policsteres tales como poli-t:-caprolactona (PECL), la familia del dcido polilactico (PLA), la
del dcido pelisheslico (PGA) y sus copolimeros como ¢l dado polilactico-co-ghcolico (PLGA). El
segundo grupo es representado por los polialquilciancacrilatos (PACA) [Brannon-Peppas, 1995;
Alonso, 1997 y Urich y cols , 1999]
Los poli¢stercs son cl sistema biodegradable mejor caracterizado y més ampliamente estudiado. En el
ano 1967 sc reporta la pnmera patente para ¢l uso de una sutura resorbible de PLA, en 1970 se
comercializa la primera sutura biodegradable de PGA y hacia 1971 el PLA ya es estudiado como un
matenal para ‘s hocracion de farmacos
Los policstery denvados de ties mondmeros  (lactico, glicdlico y caprolactona) son los mds
comunmente empleados en el drea climca. La ruta sintélica predominante para produccién de poliésteres
es por polimerzacion de los monomeros obtenidos después de la apertura del anillo de la lactona ciclica

correspondiente (hgura 4).
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Figura 4. Apertura del anillo de lactonas ciclicas para obtener los monémeros de: a) Poli-g-caprolactona (PCL);

b) Acido poliglicolico (PGA) vy ¢) Acido polilactico (PLA).

El dcido lictico es una molécula guiral por lo que existen isomeros L y D. Las formas dpticamente
activas son ¢l aado poli-L-lactico (L-PLA) y el dcido poli-D-lactico (D-PLA). La mezcla racémica
opticamente wnactiva ¢s e poli-D,L-lictico (DL-PLA) El homopolimero L-PLA y ¢l copolimero
PLGA o dado pollactico-co-ghcolico son los mas utilizados. La forma en que se encuentra en la
naturaleza ¢l acido lactico s la forma L, por lo que se considera que ¢l L-PLA es mas biocompatible
Estos po|[mc:os son denvados a parti de monomeros que son metabolitos naturales del cucrpo, asi, la
degradacion dec estos matceriales produce ¢l conespondiente hidroxidcido convittiéndolos en sistemas
seguros para su uso i wvive La biocompatibilidad de los monémeros es el fundamento de la
biocompatibilidad del polimero. El daido lictico y el glicolico entran al ciclo de los dcidos tricarboxilicos

o ciclo de Kiebs, son metabolizados y postcriormente eliminados del cuerpo como bidxido de carbono

y agua.
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El PGA es altamente cristalino debido a la carencia del sustituyente metilo del PLA; la mezcla racémica
del PLA es amorfa. El PLA es més hidrofdbico que el PGA; se degrada mis lentamente ya que el
grupo metilo le da cierta proteccion a la hidrélisis. Por lo anterior, los copolimeros de PLGA con alta
proporcién de mondmeros del 4cido lictico son menos hidrofilicos, absorben menos agua y en
consecuencia se degradan més lentamente. En el cuadro 5 se presentan las temperaturas de transicion

vitrea y los puntos de fusién de algunos poliésteres.

Cuadro 5. Temperaturas de transicién vitrea y puntos de fusién de algunos poliésteres.
Tg = Temperatura de Transicién Vitrea y Tm = Temperatura de Fusién

Polimero Tg (°C)| Tm (°C)
Poli-L-ldctico 60-67 (172-174
Poli-DL-lactico 57-59 | -
Poli-D-lictico 60-67 {172-174
Poliglicdlico 36 230

Poli-DL-lactico-co-glicdlico (25:75) 60 § .-

Poli-DL-lictico-co-glicédlico (50:50) 58 | -

Poli-DL-lictico-co-ghcélico (70:30)| 58 | .-

Poli-DL-lictico-co-glicolico (85:15)| 45 | -----

Poli-t:-caprolactona -65 63

Las propiedades fisicas tales como el peso molecular y el indice de polidispersidad afectan la fuerza
mecdnica del polimero y su habilidad para ser formulado como un dispositivo para liberacién de
firmacos. También estas propiedades pueden controlar la velocidad de degradacion del polimero y su
hidrolisis.

La fuerza mccdnica, la capacidad para resistir la hidrdlisis y la velocidad de degradacién estdn
directamente relacionadas con la cristalinidad del polimero. La cristalinidad del PLGA es dependiente
del tipo y relacién molar de los monémeros que lo componen (léctico y glicslico). El PLGA con una

relacién 50:50 de lactico y glicdlico son hidrolizados mucho més répido que aquellos que contienen
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una mayor proporcién de cualguiera de los dos monémeros. Copolimeros del PLGA preparados con
L-PLA y PGA son cristalinos mientras que aquellos preparados con D,L-PLA y PGA son amorfos.
El grado de cristalinidad y el punto de fusién esta relacionado directamente con el peso molecular del
polimero.

Todos los polimeros de esta familia son insolubles en agua pero se degradan por ataque hidrolitico del
enlace éster. Las propiedades de degradacién son afectadas por la cristalinidad, el peso molecular, la
temperatura de transicion vitrea y la hidrofobicidad del monomero. La solubilidad de los polimeros en
solventes organicos es un factor importante que debe ser considerado en la fabricacion de sistemas de
liberacidn de farmacos Los homopolimeros de DL-, D+, y L-lictico son muy solubles en hidrocarburos
halogenados, acetato de ctilo, tetrahidrofurano, dioxano y algunos otros solventes. Copolimeros de
lactico-glicolico con contenido de glicdlico menor al 50 9% muestran caracteristicas similares a los
homopolimeros de lictico. El dcido poli-ghcdlico y los copolimeros ricos en glicdlico son practicamente

insolubles [Brannon-Peppas, 1995; Liy Vert, 1999, Unch y cols., 1999; Giiffith, 2000 y Jain,

2000]

2.6.1.2. Métodos de preparacién.

Las nanoparticulas pueden ser preparadas por métodos que involucran la polimerizacién de mondmeros
dispersos o por dispersion de polimeros preformados utilizando materiales de origen natural o sintético.
De forma gencral, la preparacion de nanoparticulas a partir de la polimerizacién de mondmeros presenta
diversos inconvenientes pues los productos de la reaccion pueden ser no compatibles entie si o con e
activo o incluso provocar iritacion, ademds de dejar residuos mds o menos tdxicos tales como
mondmeros, oligomeros, catalizadores e iniciadores. Ademds, cuando la polimerizacién es inducida por
radiacion sc pucclen degradar los componentes de las nanoparticulas Por lo antenor, desde el punto de
vista farmaceutico, sc prehicre la preparacion de nanoparticulas a partir de polimeros ya formados

La cleccion del metodo de produccion de nanoparticulas depende csencialmente del tipo de polimero
que sc utilizard (brocompatibilidad, degradacion, perhl de liberacién deseado); de las caracteristicas del
activo que sera asocado con las particulas (solubilidad, toxicidad) y de la ruta de administracion y la

aplicacion biomédica que se pretende [De Jaeghere y cols., 1999].
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Quintanar-Guerrero y colaboradores [1998] rednen las técnicas de preparacion de nanoparticulas a
partir de polimeros preformados en cuatro categorias: ’

a) Emulsificacion-evaporacién

b) Desplazamiento de solvente.

¢) FEfecto "Salting-out” o inmiscibilidad por soluciones salinas.

d) Emulsificacion-difusion.
Las técnicas anteriores presentan ciertos aspectos en comin, tales como el uso de solventes orgénicos
que contiene los compenentes de la nanoparticula y que funciona como fase interna durante la
preparacion y una fasc acuosa externa que contiene los estabilizantes (medio de dispersién). Todas
tieren baja cheiencia de encapsulacién para activos parcialmente v altamente solubles al agua incluyendo
péptidos y protcinas) debido a su tendencia de dingirse a dingirse a la fase externa. Todos los métodos
anteriores permiten la preparacion de nanoeslferas pero las nanocipsulas sélo pueden prepararse por el
método de desplazamiento de solvente y el de emulsificacion-difusién
A continuacion sc describen de manera muy gencral las ctapas mas importantes en estas técnicas,
senalando algunos aspectos importantes para las dos téenicas que scrén empleadas en este proyecto, la

de desplazamiento de solvente y la de emulsificacién-difusion.

a) Emulsificacién-Evaporacion.

En esta técnica el polimero y el activo son disueltos en un solvente orgdnico volatil inmiscible al agua, el
cual es emulsificado en una solucién acuosa que contiene un estabilizante formando una emulsion aceite
en agua (o / w) Esta emulsion cruda es cntonces expuesta a una fuente de alta energia tal como un
dispositivo de ultrasonido o pasado a través de homogencizadores, molinos coloidales o
microfluidizadorcs; con el objeto de reducir el tamano del glébulo. Finalmente se remueve el solvente
organico, a temperatura ambicnte o con calor por agitacion y/o con rotavapor a presion reducida, para
obtencer una dispersion fina de nanoesferas

Esta tecmica, esquematizada en la figura 5, fue utihizada por primera vez para la preparacion de
nanoesferas por Gurny y colaboradores [1981] y se fundamenta en el procedimiento propuesto por

Vanderholf en 1979 Este método fue adoptado posteriormente para la produccién de nancesferas de

s B
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diferentes polimeros incluidos PLGA, PCL, PHB (poli-[3-hidroxibutarato), copolimeros del acido
acrilico y derivados de celulosa. Los solventes orgénicos usados cominmente son cloroformo vy cloruro
de metileno; algunos agentes estabilizantes que se han utilizado en este métodos incluyen polisorbatos,
poloxameros, dodeal sulfato de sodio y polivinilalcoho!l. Este método ha permitido el encapsulamiento
con alta eficencia de sustancias tales como testosterona, indometacina, ciclosporina A y acetato de
triamcinolona [Quintanar-Guerrero y cols., 1998a y De Jaeghere y cols., 1999].
Recientemente, Blanco y Alonso [1997] han propuesto el encapsulamiento de albimina bovina
formando una doble emulsion agua/aceite/agua (w/o/w) alcanzando eficiencias de encapsulamiento
hasta del 70 %.

[
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b) Desplazamiento de solvente.

Esta técnica fue propuesta por Fessi y colaboradores en 1981 y se esquematiza en la figura 6.
Involucra el uso de un solvente orgdnico que es completamente miscible con la fase acuosa, tipicamente
acetona aunque también puede emplearse etanol o metanol. Este método permite la obtencion de

nanoesferas y nanocépsulas sin necesidad de formar previamente una emulsién.

SOLUCION ORGANICA

Poliimero. poncipro active
v estahilizante cnun solvente

|

poka

ﬁ

SOLLCION ACLOSA

fstabilezante enoagua

Figura 6. Representacion esquematica del metodo de desplazamiento de solvente para preparar nanoesferas y
nanocapsulas.

En este caso la precipitacion del polimero es inducida directamente en un medio acuoso (conteniendo
o no un surfactante) por la adicion de la fase acuosa a la solucién del polimeros con agitacion

magnética. Después de la formacion de las nanoparticulas, el solvente es removido a presion reducida.
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La aplicacion de este método se limita a farmacos que son muy solubles en solventes polares, pera
ligeramente solubles en agua para evitar pérdida de farmaco durante la difusion del solvente, por
ciemplo, indometacina. De hecho, la principal limitacion del método es la dificil seleccidn del sistema
polimero/farmaco/solvente/no-solvente que permita altas eficiencias de encapsulamiento y rendimientos
aceptables. En gencral, este método sc ha llevado a cabo con bajas concentraciones de polimero en la
fase orgdnica. En csos casos, la dispersion del polimero y particulas de tamaios pequenos se obtienen
facilmente. En contraste, cuando se aumenta la cantidad de polimero en la fase organica (por ejemplo,
para lotes mas grandes) se forman agregados y se tienen bajos rendimientos. [Quintanar-Guenero y
cols., 1998a y De Jacghete y cols , 1999].

El mecanismo de formacion de las nanoparticulas por esta técnica ha sido explicado por la tutbulencia
interfacial gencrada durante ¢l desplazamiento del solvente. La mutua miscibilidad entre solventes
provoca una violenta propagacién del solvente polar de donde las mindsculas gotas son arrancadas de la
interfase durante el proceso de difusion. Estas gotas son rdpidamente estabilizadas por el agente usado
para este propdsito (alcoho! polivinilico, por ciemplo), hasta que se completa la difusidon del solvente y
cntonces se da la agregacion del polimero

Este método tambien sc conoce con ¢l téimino nanoprecipitacién; sin embargo, ¢s importante sciialar
que de acuerdo con el mecamsmo descnto, la formacion de las nanoparticulas s debida a la agregacién
del polimero desde las gotas de la emulsion y aparentemente no se involucran fenédmenos de nucleacion
y crecimiento del cristal [Quintanar-Guerrero y cols., 1998ay De Jaeghere y cols., 1999}

Niwa y colaboradores en 1993 propusicron el método de emulsificacion espontinea y difusion del
solvente para la prcparacion  de  nanocsferas de polilactico-co-ghcdlico con 5-fluorouracilo e
indometacina Este proceso es solo una modificacion del método de desplazamiento de solvente
utilizando mezclas de solventes organicos, uno inmisaible y otro miscible en agua (cloruro de metileno y
acctona) para facilitar ¢l encapsulamiento de sustancias hidrofilicas. También sc utihza una solucion
acuosa de poinvimilalcohol para formar fa emalson La acctona jucga un papel importante para mejorar la
disolucion de ciertas sustancias en la fase organica y favorece la dispasion de la fase organica en la fase
acuosa externa lo cual pemmite la formacion de particulas de tamano submiciénico; cabe scpalar que

utilizando Gnicamente diclorometano no es posible obtener esferas con didmetros menores a 1 pim.
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c) “Salting-out”,

Este proceso fue propuesto por Bindschaedler y colaboradores en 1990 y ‘posteriormente fue

optimizado por Allémann y colaboradores [1992] y se esquematiza en la figura 7.

—T1 . 3

SOLUCION ORGANICA

3 Poluncray pruncipo active
ot un solvente no polar

SOLUCION ACUOSA

1 Estabihzante s agente
Csabtmg oul” enag

Figura 7. Repsesentacion esquematica del método de "salting out” para preparar nanoesteras.

El proceso estd basado en la scparacion (inmiscibilidad) de un solvente originalmente acuosoluble de
soluciones acuosas por el efecto de la adicidn de sales. Generalmente sc utiliza acetona como solvente
acuosoluble, debido a sus propicdades solubilizantes y su conocida separacién de soluciones por
clectrolitos. El polimero y activo son disueltos cn acetona y esta solucién se emulsifica con agitacion

mecdnica vigorosa en un gel acuoso que contiene el electrolito (acelato de magnesio ¢ cloruro de

-
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magnesio) y un estabilizante coloidal como ¢l polivinilalcohol. Esta emulsién aceite/agua (o/w) se diluye
con un volumen de agua o soluciones acuosas para permitir la difusion de la acetona hacia la fase
acuosa, induciendo asi la formacion de nanoesferas. Finalmente el solvente y el electrolito son eliminados
por fitracion tangenaial  Cabe senalar que Allémann y colaboradores [1992] utilizaron como solvente
orgénico cl tetrahidrofuranc y como agente “salting out” la sucrosa (no electrolito), lo que resalta la
versatilidad de este método.

Aungue ¢l mecanismo de formacion no ha sido propuesto, éste puede tener cierta similitud con el
obscrvado por la técmica de desplazamiento de solvente. Las ventajas de esta técnica radican en la
posibiidad de incorporar altas cantidades de polimero y activo con excelentes rendimientos; ademas
existe la posibilidad de cscalamiento industrial Por otro lado, estd técnica se limita a activos lipofilicos,
clectrolitos que permitan separacion de fases sin precipitacion y estabilizantes solubles y compatibles

con los electrolitos y que no coacernven en presencia del solvente orgénico [ Quintanar-Guerrero y cols.,

1998a y De Jacghere y cols , 1999].

d) Emulsificacion- Difusién.

Este método pucde scr considerado como una modificacién del proceso de “salting-out”, pero
suprimiendo ¢l uso de sales y por tanto evitando prolongadas ctapas de purificacion. Involucra el uso
de solventes parcialmente miscibles con agua, los cuales son previamente saturados en agua con el
objeto de ascgurar ¢l equilibrio termodindmico de ambos liquidos. £l polimero es disuclto en el solvente
(saturado con agua) vy csta fasc orgdnica se emulsifica con agitacidn vigorosa en una solucion acuosa que
contiene ¢l cstabilizante La subsccuente adicion de agua al sistema causa que el solvente difunda hacia
la fase externa, dando como resultado la formacion de nanoparticulas organico [Quintanar-Guerrero y
cols., 19984 y D¢ Jacghere y cols , 1999]

El mecanismo de formacidon de nanoparticulas por este método ha sido revisado bajo diferentes
condiciones de preparacion y por métodos turbidiméteicos [Quintanar-Guerrero y cols., 1997b] Se
ha reportado que cada gota de la emulsion produce varias nanoparticulas y que estas son formadas por
fenomenos interfaciales durante la difusion del solvente. Sin embargo, estos fendmenos no pueden ser

explicados complctamente por los cfectos de conveccion causados por la turbulencia interfacial, por lo

29




MARCO TEORICO

que se sugiere gue las nanoparticulas se forman debido a una inestabilidad fisicoquimica producida por
el transporte de solvente por un mecanismo similar al usado para explicar los procesos de emulsificacién
espontdnea. La idea bésica es que la difusion del solvente desde los globulos acarrea moléculas hacia la
fase acuosa, formando regiones locales de supersaturacién, desde las cuales son formados nuevos
glébulos o agregados de polimeros (no totalmente desolvatados). La estabilizacion de estas
“protonanoparticulas” por la presencia de un estabilizante es muy importante para evitar su colascencia y
la formacién dc aglomerados. Entonces, si el estabilizante permancce en la interfase liquido-liquido
durante el proceso de difusion y su efecto protector es adecuado, se formardn las nanoparticulas
después de que se ha completado la difusion del solvente {Quintanar-Guerrero y cols., 1998a]. Ei

proceso sc presenta en la figura 8

LS
SOLUCION ORGANICA

# Polimero s pnincipio active

e un solvente pascrdmente
miserbie enagu

SOLLCION SCLOSY

Earalilizante v ayua

e

Figura 8. Reprvsentacion esquematica del método de “emulsificacion-difusion” para preparar nanoesferas y

nanocapsulas
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Algunos solventes que han sido utilizados son alcohol bencilico, carbonato de propileno, acetato de
etilo, acetato de metilo, acetato de isopropilo y metilctilcetona; como estabilizante pueden utilizarse
poloxameros o polivinifalcohol. El tipo de solvente y estabilizante a utilizar se selecciona de acuerdo al
tipo de polimero que se empleard y al firmaco que se pretende encapsular.

Esta técnica ofiece algunas ventajas sobre los otros métodos, tales como el uso de solventes organicos
aceptados  farmacéuticamente, no requiere de etapas de homogeneizacion, se obtienen altos
rendimientos, se ticnen alta reproducibilidad lote a lote y ¢s susceptible de escalamiento industrial. Las
principales desventajas es que se requiere climinar grandes volimencs de agua de la suspension y la
pérdida de activos acuosolubles hacia fa fasc acuosa saturada durante la ctapa de emulsificacion
[Quintanar-Guerrerc y cols , 1997¢ y Quintanar-Guenrero y cols , 19984

Ganem-Quintanar y colaboradores [1998] prepararon  nanoparticulas  biodegradables de  édcido
polilactico por la tecnica de emulsificacidn difusion, las nanocsfcras obtemidas tienen una talla de 300
nm y fueron cargadas con un marcador fluorescente  (rojo de nilo). Sc realizaron estudios ex vivo con
mandibula porcina y mediante microscopia confocal laser sc analizé la capacidad de las nanoparticulas
de penetrar a través del epitelio de union de la region dentogingival. Los cortes dpticos realizados
demostraron que despucs de 6 horas de contacto las nanoparticulas habian penetrado 45 [im por
debajo de la superlicic. Lo anterior ofrcce una nueva alternativa para la aplicacién de las nanoparticulas

en ¢l tratamicnto local de enfermedades periodontales.

2.6.2. LIBERACION DE FARMACOS A PARTIR DE NANOPARTICULAS.

Como se senalo antenormente, durante las Ghimas décadas se ha tenido un amplio incremento en el
interés por el uso de sistemas dispersos como acarreadores de férmacos; entre éstos se encuentran
liposomas, microparticulas, nanoparticulas y emulsiones submicrénicas. El interés en estos sistemas es su
potencial para transportar farmacos a sitios especificos; ademds debido a su tamano (menos de 1
mictémetio) pucden penctrar faclmente los capilares de didmetro muy pequeiio.

Una caracteristica fisica central cn este tipo dc sistemas acarreadores es el perfil de liberacion del
férmaco que conticnen En otras palabras se requicic conocer la fraccion de firmaco que se ha liberado

desde el sistema disperso en funcion del tiempo, después de que el sistema ha sido administrado.
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Entendiendo por administrado, en este caso, el fdrmaco que el acarreador estd cediendo, sin

restricciones, al entorno [Washington, 1990].

2.6.2.1. Mecanismos de liberacién.
En general, la liberacion del o de los firmacos contenidos en las nanoparticulas puede ocurrir por los
siguientes mecanismos:

a) Desorcién del famaco enlazado a la superficie de la particula

b) Difusién a través de la matriz de la nanoparticula

c) Difusion a través de la pared poliménca, en el caso de nanocipsulas

d) Erosion de la matriz de la nanoparticula

e) Combinacién de procesos de erosion y difusién.
La velocidad de liberacion de los firmacos a partir de las nanoparticulas estd influenciada por el
mecanismo  de liberacién, ¢l coehiciente de difusion y la velocidad de biodegradacién. Las
nanoparticulas también pucden intcractuar con fluidos bioldgicos y membranas bioldgicas; como
consecuencia, la liberacion de farmacos m vitro puede ser diferente a la liberacidn in vivo A pesar de
lo anterior, la determinacion de los perfiles de liberacion de nanoparticulas  ¢s importante para
propésitos dc caractenzacion de las nanoparticulas y como control de calidad para evaluar la
conhiabilidad de las nanoparticulas  Ademas  proporcionan informacion que permite describir la
estructura y ¢l comportamiento  microscopico de la formulacidn, asi como la interaccidn farmaco-
acarreador. Finalmente los petfiles de liberacion pueden ayudarnos a disefar nuevas formulaciones con

las propiedades que scan requeridas [Kreuter, 1994 y Washington, 1990 ].

2.6.2.2. Métodos experimentales.

La caracterizacion in vitro de la liberacién de firmacos a partir de acarreadores coloidales, especialmente
bajo condiciones "sink” s téenicamente dificl de alcanzar. Lo anterior debido a que por ¢l tamano tan
pequeno es dificl separar rapida y chicazmente las particulas acarreadoras del medio de disolucion que
contiene cl fdumaco ya liberado y disuclto Para la determinacion expenmental de los perfiles de

liberacion i witro de los farmacos contenidos en nanoparticulas se han propuesto diferentes métodos:
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a) Técnicas con membranas de difusion: Celdas de difusion y Bolsas de didlisis
b) Técnicas de muestreo y separacion: Ultraliftracién y Ultracentrifugacién
C) Método in situ

d) Métodos de flujo continuo

Los experimentos de libetacion m vivo a partir de acarrcadores coloidales deben de llevarse a cabo
bajo condiciones “sink” con el fin de evitar la interpretacion errénea de los datos de la liberacién

[Washington, 1990; Magenheim y S. Benita, 1991 y Kreuter, 19941,

a) Técnicas con membranas de difusion.

En estos experimentos las nanoparticulas son suspendidas en un pequeio volumen de fase continua y
son separadas a través de una membrana de didlisis de otra fase que se encuentra en condiciones “sink”.
El farmaco difunde a través de la membrana hacia la fase que estd en condiciones “sink”. Periddicamente
se toman muestras quc sc anahzan para determinar la cantidad de farmaco liberado.

En celdas de difusion ¢l farmaco pasa de un compartimicnto donador hacia el compartimiento receptor a
través de una membrana El compartimiento receptor se mucstrea a determinados tiempos para
cuantificar ¢l farmaco que ha difundido, rcemplazando con medio fiesco el volumen tomado para el
mucstrco

Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar los perfiles de liberacién /i witro  de sistemas coloidales
es la téenica de difusion en bolsas de didlisis que pueden mantenerse estéticas o con agitacion. En esta
técnica se coloca cierto volumen de la dispersion coloidal dentro de la bolsa de didlisis que se cierra
herméticamente y se coloca dentro de una solucién “sink” con agitacion magnética opcional y a una
temperatura determiada. El experimento puede llevarse a cabo con diferentes soluciones acuosas
(agua, ctanol al 70 9o, albamina al 1 %, ctc.) o, inclusive, si el farmaco es poco soluble en agua se
pueden agregar solventes no acuosos o agentes solubilizantes, siempre tratando de mantener condiciones
“sink”  Se toman mucstras del compartimiento receptor a difcrentes intervalos de tiempos y sc cuantifica
¢l contenido de farmaco por diversos métodos analiticos  Esta téenica ha sido criticada debido a a que

se considera quc la muestra no sc mantiene en condiciones “sink”  puesto que nunca se diluye la
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suspensién de  nanoparticulas, solo se tienen condiciones “sink” en el compartimiento receptor. En
consecuencia, ¢l método no mide la verdadera velocidad de liberacién.

En 1990 Llevy y Benta propusieron la evaluacidn de la liberacion de diazepan a partir de un
acanreador coloidal (emulsion submicrénica) utilizando el método denominado bolsa de didlisis reversa.
En esta técnica se coloca un cierto volumen de suspension coloidal directamente en una solucién
amortiguadora en condiciones “sink” agitado magnéticamente; en la misma solucién se colocan pequeias
bolsas de didlisis que contienen un volumen conocido de una solucion amortiguadora igual a la solucion
en que son sumcrgidas, obviamente sin acarrcador coloidal. Es importante sehalar que para lograr un
equilibrio entre ¢l contenido de las bolsas y la solucion que las rodea, las bolsas deben ser sumergidas
en la solucion amortiguadora en condiciones “sink” unas horas antes de agregar la suspension coloidal a
la solucion. A diferentes ticmpos sc retiran las bolsas de dialisis de la solucion "sink” y sc cuantifica el
firmaco contemdo dentro de la bolsa por métodos analiticos Generalmente los experimentos se llevan
a cabo con agitacion magnética continua y a temperaturas de 37°C. Este método ha sido utilizado
satisfactoriamente para estudiar ¢l peifil de liberacion m vito de emulsiones submicrénicas y de
nanocapsulas, nanocsferas y nanoemulsiones cargadas con [Washington, 1990, Magenheim y S.

Benita, 1991 y Kreuter, 1994].

b) Técnicas de muestreo y separacién.
En estas técnicas ¢l acarreador coloidal en estudio es diluido manteniendo condiciones “sink” y se
toman muestras a diferentes tiempos. Después se separa la fase continua de la fase dispersa por
ultrafiltracién o ultracentnfugacion y se determina la cantidad de farmaco que se encuentra en la fase
continua, es dear ¢l farmaco que ha sido liberado. Los resultados obtenidos con estas técnicas son, en
general, satisfactonos siempre y cuando las fascs dispersa y continua puedan ser separadas rapida y
chaientemente para no alterar el perfil de lberacion La separacion de las fases puede complicarse a
medida que disminuyc ¢l tamano de particula de los sistemas analizados; en general, particulas menores
a 1 um presentan dificultad para ser separadas de la fase continua pues los tiempos y velocidades de
centrifugacidn que sc icquicren son mayores y pueden alterarse los perfiles de liberacion. Conforme los

tamanos decrecen, los problemas de separacidn aumentan y la liberacion es mds répida.
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En las técnicas de ultrafiltracién frecuentemente se utilizan tubos Eppendorf con membrana de
ultrafiltracion, estos dispositivos permiten la facil separacion de nanoparticulas del medio de dispersién
por centrifugacion. La muestra de nanoparticulas es puesta directamente en un volumen determinado de
solucién mantemiendo agitacion y temperatura constante, a diferentes tiempos se toma una pequefa
muestra que se coloca en los tubos con membrana y se centrifuga, finalmente el ultrafiltrado es analizado
para determinar la cantidad de firmaco que se ha liberado.

También se ha reportado la evaluaciéon del peifil de liberacion de una emulsién submicrénica de
miconazol utlizando ultrafiltracion a presion reducida. Cierto volumen de dispersién coloidal es
colocado directamente en una solucidn amortiguadora manteniendo condiciones “sink”. A diferentes
tiempos mucsteas de este medio son hltradas a través de una membrana de ultrafiltracion a baja presién (
0.5 bar) usando gas nitrdgeno. El filtrado es analizado para determinar la cantidad liberada

[Washington, 1990 y Magenheim y S. Benita, 1991].

c) Método /n situ.
En este caso el acarrcador es diluido en un gran volumen de solucién (manteniendo condiciones “sink™)
pero el farmaco liberado es cuantificado en la misma solucion sin separar el acarreador del medio de
dispersion. Sc requicre contar con un método analitico que permita cuantificar dnicamente ¢l farmaco en
solucion y no las particulas dispersadas Algunos de los métodos usados son la polarografia y la
espectroscopia UV/Visible La polarografia requiere que la sustancia a analizar tenga un potencial redox
apropiado.  Con la espectioscopia el principal problema que se presenta es que las particulas
dispersadas pucden alterar la respucsta generada por el o los grupos cromdforos de la sustancia liberada

[Washington, 1990].

d) Meétodos de flujo continuo.
En este tipo de métodos ¢l acareador es adicionado a un pequeiio volumen de solucidn “sink”
contenido ¢n una cclda de filtracién que se mantiene en agitacién. El filtrado es analizado
continuamente y postciiormente se climina. El volumen de la celda se mantiene constante adicionando

solucion “sink” a la suspensién. Si la fase "sink” es removida y reemplazada en la celda infinitamente
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rdpido, entonces, a cualquier tiempo la concentracién de farmaco del filtrado analizado debe ser la
misma que en la celda lo que nos daria a conocer la verdadera velocidad de liberacién del sistema.
Desafortunadamente es imposible remover y reemplazar la fase “sink” rdpidamente, en especial cuando
los filtros o ultrafiltros utilizados  permiten una velocidad de flujo del filttado muy baja. Lo anterior

puede evitarse utlizando presidn para aumentar las velocidades de flujo [\ ashington, 1990].
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES.

Preparar un sistema nanoparticulado. biodegradable para. el tratamiento local de enfermedades

periodonta|es.

Proponer un sistema de preparacién de nanoparticulas por desplazamiento de solvente que

favorezca el escalamiento industrial de la fabricacién de nanoparticulas.:

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.1

1.3

1.4

2.1
2.2

2.3

2.4

Encapsular un principio activo para el tratamiento de la gingivitis y la periodontitis mediante la
técnica de emulsificacion-difusion  utilizando  diferentes  proporciones de  un  polimero
biodegradable.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas por su forma, tamafo y eficiencia de encapsulamiento.
Disehar un aparato para realizar prucbas de liberacidén in wvitro de firmacos contenidos en
nanoesferas que permita ¢f contacto directo entre la muestra y el medio de disolucién.

Realizar cnsayos de liberacion i vitro  a las nanoparticulas para evaluar el mecanismo y tipo de
liberacién implicados

Preparar nanoparticulas biodegradables por ¢l método de desplazamiento de solvente.

Analizar las vanables que influyen en la produccidn de nanoparticulas por el método de
desplazamiento de solvente

Disenar un sistema de reflujo que permita aumentar el rendimiento del proceso de obtencién de
nanoparticulas por desplazamiento de solvente.

Evaluar las vanables que influyen en la formacién de nancparticulas utilizando el sistema de

reflujo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1

a)
b)
<)
d)

. POLIMEROS.

Poli(D, L-lactico-co-glicélico) 50:50, Resomer "RG502; Bochringer Ingelheim, Alemania
Acetato ftalato de celulosa; Vita Drug, México

Poli(D, L-lactico), Resomer "R 104, Boehringer Ingelheim, Alemania

Poli-t:-caprolactona; Aldrich, Estados Unidos de América

4.2. ESTABILIZANTE.

a)

Poli(vinilalcohol), Mowiol”4-88; Glomarza, México

4.3. PRINCIPIO ACTIVO,

a)

Triclosan; Multiquim, México

4.4, REACTIVOS EN GENERAL.

a)
b)

c)
d)
e)
B
9)
h)
1)
1
k)

Polioxictilen(20)cetiléter, Brij” 58; ICl Specialty Chemicals, Estados Unidos de América
Polioxictilen(20)sorbitanmonooleato, Polysorbate 80, Tween"80; ICI Surfactants, Estados
Unidos de Aménca

Acctato de ctilo, grado espectiofotométrico; Fermont, México

Metiletidectona, grado HPLC, Fermont, México

Acctona, grado HPLC, Fermont, hMeéxico

Hidréxido de sodio en hojuclas, grado reactivo, J. T, Baker, México

Aado corhidrico, grado rcactivo; J T Baker, México

Yodo resublimado, grado reactivo, Meick, México

Yodure de Potasio, grado reactivo, J.T Baker, México

Acado borico, giado rcactivo; Productos Quimicos Monterrey, México

Agua destilada obtenida de un cquipo RiOs Millipore™

4.5. MATERIAL Y EQUIPO.

a)
b)
9]
o)
)
0

9)

Filtros Millex” -GV de 9.5 ¢m de didmetro y poro de 0.22 ftm (Millipore™)

Membranas de nitrato de celulosa de 2.5 ecm de didmetro y poro de 0.1 pim (Advantec MFS)
Mangucra Master Flex Norpiene” 6409-13

Mangucra Master Flex Norprene” 6402-16

Ponafiltios de teflon Millipore” de 2.5 em de didgmetro con adaptador para jeringa

Portahltros de teflon Millipore ™ de 1 em de didgmetro con adaptador para jeringa

Termémetio de widrio Brannan de -0 a 110 °C
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m)
n)
o)
p)
a)
D)
5)
t)
u)

v)
w)

x)
y)

PARTE EXPERIMENTAL

Asgitador de velocidad variable RZR-1; Caframo ", Alemania

Rotavapor Laborota” 4000, Hedolph, Alemania

Liofiizadora de mesa; Labconco , Estados Unidos de América

Ultracentrifuga Optima” LE-80OK, Beckman, Estados Unidos de América

Ultrasonicador Branson™ 3200, Estados Unidos de América

Recirculador de liquidos con termostato, VWR Scientific, Estados Unidos de América
Nanosizer” Coulter N4 Plus, Beckman, Estados Unidos de América

Espectiofotometio DU -6 4, Beckman, Estados Unidos de América

Balanza analitica BBC392, Boeco, Alemania

Parilla cléctrnica con agitacion Cimarec, Thermoline, Estados Unidos de América

Agitador magnético Magnestir ; Lab-Line Instruments, Estados Unidos de América
Micioscopio clectionico de barrido JSAM-25 S I, JEOL, Japdn

Campana para recubrimiento con oro JFC-1100, JEOL, Japdn

Bomba Peristaltica Master Flex™ L/S modclo 7518, 6-600 rpm; Cole Parmer, Estados Unidos
de Aménca

Cabezal para bomba peristiltica Easy-load” Master Flex™ 7518-10; Cole Parmer, Estados
Unidos de América

Bomba Peristaltica Watson Marlow 502 S; New Brunswick Scientific, Estados Unidos de
Amenca

Calorimetro diferencial de barrido DSC Q10; TA Instruments, Estados Unidos de América

Material de cristaleria
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4.6. METODOLOGIA.

4.6.1. DETERMINACIONES PREVIAS.

4.6.1.1. Espectros de absorcion.

Se determinaron las longitudes de onda () de méaxima absorcién para el triclosan en NaOH 0.1 Ny
en solucién acuosa de Brij™ 58 al 2 % p/v. Los barridos se hicieron de 200 a 400 nm.

La 7. de méxima absorcion para el complejo de polivinilalcohol (PVAL) con écido bérico 0.65 M
(H,BO, 0.65 M) y solucién de yodo 0.05 M / yoduro de potasio 0.15 M (I, / KI) se determiné
haciendo un barride desde 400 hasta 800 nm.

4.6.1.2. Curvas de calibracion.

Las curvas de calibracién para triclosén en NaOH 0.1 N, triclosén en Brij* 58 al 2 % p/v y para el
complejo PVAL - H.BO, - |, - Kl se prepararon por quintuplicado con 6 diferentes concentraciones
cada una, leyéndosc a . = 290, 2892 y 640 nm, respectivamente.

Para la curva del complejo PVAL - H,BO,; - |, - Ki el sistema blanco utilizado fue el siguiente: 5 ml
de H.O, 2 mt de H.BO, y 1 ml de |/KI. Todos los puntos de la curva sc manejaron con la misma
proporcion de H.BO; y L/KI', es decir, se trabajaron diferentes concentraciones de solucién acuosa de

PVAL pero sicmpre se utilizaron 5 ml de dichas soluciones con 2 ml de H,BO, y 1 ml de I,/K| para

formar el complejo.

4.6.1.3. Determinacién de la solubilidad de triclosan en Brij 58® al 2 % p/v.

Se saturaron 15 ml de solucién acuosa de Brij” 58 al 2 % p/v con triclosin y se mantuvieron con
agitacion magnética constante a 37 °C por 72 horas. Después de filtrarlo se hicieron 2 diluciones
tomando 1 ml de solucion y aforando a 10 ml cada vez, la ultima dilucion se leyé en el
espectrofotémetro a & =282 nm y la lectura obtenida se interpold en la curva correspondiente. La

prucba se rcahizé por tnplicado.

MRS P
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4.6.2. PREPARACION DE NANOPARTICULAS POR EL METODO DE
EMULSIFICACION-DIFUSION.

Se saturaron mutuamente el acetato de etilo y el agua destilada en un embudo de separacion, agitando
y manteniendo en contacto ambos liquidos al menos 20 minutos. En el solvente orgénico saturado se
disolvié el polimero y el activo (triclosan). Esta solucion se emulsificé con una solucién acuosa de
PVAL al 5 9 p/v (en agua saturada) con agitacién mecénica a 1700 rpm durante 10 minutos. Se
adiciond agua destilada al sistema con agitacidén continua. El solvente orgénico fue eliminado bajo
presién reducida con rotavapor.

La suspension sc concentrd hasta un volumen aproximado de 80 ml por la eliminacion de agua a
presion reducida y posteriormente fue centrifugada a 20000 rpm durante 20 minutos. La pastilla se
resuspendid en agua destilada y se centrifugd nuevamente. Se llevaron a cabo dos procesos de lavado-
centrifugado. La pastilla de la dltima centrifugacién se resuspendio en agua. Esta suspension se congeld
a —40°C en un enfriador de inmersidn con solucion etanol-agua 50:50 y posteriormente fue liofilizada.
Los volumenes de solvente orgénico y solucidn acuosa de PVAL al 5 % p/v dependen de la cantidad
de polimero emplcado. En la tabla 1 se indican los lotes que se prepararon, el tipo de polimero y los
solventes empleados cn cada lote, asi como las cantidades de polimero, activo y solucién de PVAL
empleadas. En la figura 9 se muestra una representacion esquemética del método empleado para la

preparacion de las nanoparticulas por el método de emulsificacién-difusion.
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Tabla 1. Materiales y cantidades empleadas para la preparacion de fos lotes de nanoparticulas por el método de

emulsilicacion-dilusién.

No. de | Polimero Solvente Triclosan | Polimero |Porcentaje| Solvente | PVAL Agua
Lote Saturado (mg) (mg) de Saturado | al 5% | Destilada

Triclosan (ml) {ml) {ml)
1 PLGA Acetato de etilo 0.0 400.0 0.00 20.0 40.0 160.0
2 PLGA Acetato de etilo 50.0 4000.0 1.23 200.0 400.0 16000
3 PLGA Acetato de etilo 120.0 2400.0 4.76 120.0 240.0 960.0
4 PLGA Acetato de etilo 200.0 2000.0 9.09 100.0 200.0 800.0
5 PLGA Acetato de etilo 160.0 800.0 16.67 40.0 800 320.0
6 PLGA | Acetato de etilo 120.0 400.0 2308 200 40.0 1600
7 PLGA | Acetato de etilo 200.0 400.0 3333 20.0 40.0 160.0
8 PLA Acetato de etilo 0.0 400.0 0.00 200 40.0 160.0
9 PLA Acetato de etilo 50.0 4000.0 1.23 2000 4000 16000
10 PLA Acetato de etilo 120.0 24000 4.76 120.0 2400 960.0
11 PLA Acetato de etilo 200.0 2000.0 9.09 100.0( 2000 800.0
12 CAP Metiletilcetona 0.0 400.0 0.00 20.0 40.0 160.0
13 CAP Metiletilcetona 50.0 4000.0 1.23 200.0| 4000 1600.0
14 CAP Metiletilcetona 120.0 2400.0 4.76 120.0] 2400 960.0
15 CAP Metiletilcetona 200.0 2000.0 9.09 100.0{ 200.0 800.0

Solucion Qrganica:
Polimero y Principio
Activo en Solvente
Saturado

Solucion Acuosa:
tostabilizante en
I] Agua Saturada

Agui .

Figura 9. Preparacién de nanoparticulas por ¢l metodo de emulsificacion-difusion.
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4.6.3. EVALUACION DE NANOPARTICULAS.

4.6.3.1 Tamafio de particula.

Se determind la talla de particula promedio y la distribucién del tamafo de particula con un contador
Nanosizer . Las determinaciones se hicieron por trip|icado pre arando diluciones de una suspension
P P

acuosa de nanoparticulas liofilizadas.

4.6.3.2. Morfologia.

Las nanoparticulas de PLGA se observaron por micioscopia electrénica de barrido, recubriéndolas

previamente con oro (1200 V, 5 mAmp y 0.15 Torr durante 6 minutos).

4.6.3.3. Determinacién del PVAL residual en nanoparticulas de PLGA y PLA.

Se digirid  una cantidad conacida de nanoparticulas liofilizadas (5-10 mg) con 5 ml de hidréxido de
sodio 0.1 N (NaOH 0.1 N) en un pesaliltro, se agité magnéticamente por 48 horas. Después de
neutralizar ¢l sistema con dcido clorhidrico 1 N (HCI 1 N) se filtré con filtro Millipore™ de 0.22 jtm
y sc ajustd el volumen a 10 ml con agua destilada. Posteriormente se toméd 1 ml de filtrado y se Hevo a
5 ml con agua destilada. Los 5 ml de filtrado se mezclaron con 2 ml de H.BO, 065 My 1 wl de
solucion de I. 005 M / KI O 15 M para formar un complejo colondo. El sistema sc leyd con el
cspectrofotémetro a 7. == 640 nm, la absorbancia obtenida se interpold en la curva de calibracion
cornrespondiente para obtener la concentracion del sistema.

Cuando la lectura de absorbancia era demasiado baja o alta para ser interpolada en la curva de
calibracion se tomaron mayores volumenes de filtrado o bien se hicieron diluciones del mismo, llevando
sicmpre a un velumen final de 5 ml antes de mezclar con el H;BO, 0.65 M y la solucién de I, 0.05
M/ KI 015 M. Al mismo tiempo se cornid un estandar bajo las mismas condiciones. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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4.6,3.4. Determinacién del PYAL residual en nanoparticulas de CAP.

Se disolvié una cantidad conocida de nanoparticulas liohlizadas (5-10 mg) con 5 ml de metiletilcetona
en un matraz de bola de 20 ml con boca esmerilada, la solucién se llevé a sequedad con un rotavapor
a presion reducida. Después se agregaron 9 ml de agua destilada y se continué la agitacién con el
rotavapor calentando el matraz con bano de agua a 65°C a presion atmosférica durante 60 minutos.
Posteriormente sc Bltréd (Millipore” de 0.22 1im), se tomd 1 ml de filtrado y se llevé a 5 ml con agua
destilada. Los 5 ml de filtrado se mezclaron con 2 mt de H,BO,0.65 M y 1 ml de solucién de |,
0.05 M/ KI O 15 M para formar un complejo colorido. El sistema se leyd con el espectrofotémetro a
7. = 640 nm, la absorbancia obtenida sc interpold en la curva de calibracion correspondiente para
obtener la concentracion del sistema

Cuando la lectura de absorbancia era demasiado baja o alta para ser interpolada en la curva de
calibracién sc tomaron mayores volimenes de filtrado o bien se hacian diluciones del mismo, llevando
siempre a un volumen final de 5 ml antes de mezclar con el H;BO,0.65 M y la solucion de [, .05

M/ KE 015 M. Al mismo tiempo se corid un estaindar  bajo las mismas condiciones. Las

determinacioncs se realizaron por tiplicado

4.6.3.5. Determinacién de triclosan en las nanoparticulas de PLGA y PLA.

Se digirié una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (5-10 mg) con 5 ml de hidroxido de
sodio 0.1 N (NaOH 0 1 N) en un pesaliltro, con agitacion magnética por 48 horas. Después el
sistema se filté con membrana Millipore” de 0.22 1m y se ajustéd el volumen a 10 ml con agua
destilada. Sc determing la absorbancia a 7. =+ 290 nm y se interpold en la curva de calibracion
correspondicnte para obtener la concentracién del sistema utilizando como blanco NaOH 0.1 N. En

algunos lotes fue necesano diluir el filtrado. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.6.3.6. Determinacion de triclosan en las nanoparticulas de CAP.
Se disolvié una cantidad conoaida de nanoparticulas hiofilizadas (5-10 mg) con 5 ml de metiletilcetona
en un matraz de bola de 20 ml con boca esmerilada, la solucion se llevo a sequedad con un rotavapor

a presion reducida. Después se agregaron 9 ml de NaOH 0.1 N y se continud la agitacion con el
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rotavapor a presion atmosféica durante 60O minutos. Posteriormente se filtrd (Millipore™ de 0.292
pm), se tomé 1 ml de filtrado y se llevé a 10 ml con agua destilada. La absorbancia (7. == 290 nm)
se interpold en la curva de calibracidn correspondiente para obtener la concentracion del sistema
utilizando como blanco NaOH 0.1 N. En algunos lotes fue necesario diluir el filtrado. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

4.6.3.7. Calorimetria Diferencial de Barrido.

Muestras de nanoparticulas liofilizadas de cada uno de los lotes preparados se analizaron por
calorimetria diferencial de barido a una velocidad de calentamiento de 10 °C / min. Los termogramas
para las nanoparticulas de PLGA y PLA se corrieron de 30 a 70 °C. Las muestras de nanoparticulas

de CAP se analizaron de 30 a 200 °C.

4.6.4. PERFILES DE LIBERACION.

Para los estudios de liberaciones se disedd un sistema que permite el contacto directo entre las
nanoparticulas y el medio de disolucién. Este sistema se presenta en la figura 10 y consta de una
camara perfectamente sellada dentro de la cual se coloca el medio de disolucién y se dispersan las
nanoparticulas. La cdmara se sumerge ¢n un bano de agua que se calienta con un recirculador con
termostato. La cémara contiene un orificio en la tapa superior donde se inserta una propela y con ayuda
de un monodisolutor ¢l sistema se manticne con agitacion. La temperatura dentro de la cémara fue de
37 + 05 "C El medio de disolucién empleado fue una solucién acuosa de Brij” 58 al 2 9% p/v y
el volumen utilizado fue de 500 ml. La velocidad de agitacion se mantuvo a 25 rpm. Las muestras
fueron tomadas con ayuda de una jeringa conectada a un portaliltros con una membrana de 2.5 cm de
didmetro y poro de O 10 pm. Se tomaron muestras de 3 ml reponiendo el mismo volumen con medio
de disolucion fresco a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 105, 120, 150,
180, 210, 240, 270, 300, 330 y 360 minutos

Las muestras de la disolucion se leyeron a una longitud de onda de 2892 nm. Se llevaron a cabo tres
disoluciones para cada lote excepto para los lotes 2, 9 y 13 para los que sélo se hicieron dos

disoluciones
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to

Figura 10. Apatato empleado para las pruebas de disolucién.
1) Termometio, 2) Propela, 3) Jenunga para toma de muestra ¢ Jeringa para reponer el volumen de la muestra y
4) Portaliltro de teflon acoplado a la jeringa y con membrana de 0.1 pum de poro

4.6.5. PREPARACION DE NANOPARTICULAS POR EL METODO DE
DESPLAZAMIENTO DE SOLVENTE.

4.6.5.1. Preparacion por el método convencional.

Se prepararon soluciones de poli-£-caprolactona en acetona a tres concentraciones: 2.5, 5.0y 7.5 %
p/v. Se inyectaron 20 ml de cada solucidn con bomba peristaltica en un vaso de precipitados de 250
ml que contenian 125 ml de agua destilada, mientras cl sistema se mantenia con agitacidon magnética.
Se empleaion 3 velocidades de inyeccion: 14.2, 925 y 35 mi/min. La dispersion se pasé por un tamiz
malla 200 para scparar los agregados formados. Se determing el tamano de particula del filtrado con

.
un contador NanoSizer” N4Plus. Los agregados se llevaron a peso constante en un desecador para
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determinar la eficiencia del proceso. Todas las pruebas se llevaron a cabo por quintuplicado. El método

se esquematiza en la figura 11,

Bomba

Figura 1 1. Preparacién de nanoparticulas por desplazamiento de solvente (Método Convencional).

4.6.5.2. Preparacién con un sistema de reflujo.
Se diseiid un sistema de reflujo que se esquematiza en la figura 12; con bomba peristéltica (Bomba 1)

se mantuvo recirculando ¢l volumen del sistema a 3 diferentes velocidades: 27.5, 55 y 83 ml/min.

Bomba
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Se prepararon soluciones de poli-t-caprolactona en acetona a tres concentraciones: 2.5, 5.0y 7.5 %
p/v. Se inyectaron 20 ml de cada solucién con bomba peristaltica (Bomba 2) en el sistema de reflujo
que contenia 125 ml de agua destilada, mientras el sistema se mantenia en recirculacién. Se emplearon
3 velocidades de inyeccion: 142, 25 y 35 mi/min. Terminada la inyeccidn de la solucion orgdnica se
paso la dispersion formada por un tamiz malla 200 para separar los agregados. Se determiné el tamaio
de particula del filtrado con un contador NanoSizer”™ N4Plus y los agregados se llevaron a peso
constante en un desecador para determinar la eficiencia del proceso. Todas las pruebas se llevaron a
cabo por quintuplicado, preparando un total de 135 dispersiones. Después de preparar cada

dispersién el sistema se lavé con acetona y se enjuagd tres veces con agua destilada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectios de absorcidon obtenidos para triclosin en NaOH 0.1 N, triclosén en Brii” 58 al 2 9%
p/v y el complejo de PVAL - H,BO, - I, - Kl se incluyen en el anexo 1 junto con los valores de los
coeficientes de absortividad (%) obtenidos para las curvas de calibracién. Las curvas de calibracion del
triclosan se leycron a las longitudes de onda mdximas, determinadas segan los espectrogramas
obtenidos. La curva de calibracién del complejo de PVAL - H,BO, - |, - Kl que sec utilizé para
determinar el PVAL residual en las nanoparticulas se leyd a 640 nm, aungue la longitud de onda de
maxima absorcion (2.,,) es de 620 nm. A 640 nm se ticne buena respuesta ademds, la cuantificacién
de PVAL residual en las nanoparticulas estd basada en un método previamente validado por Raygoza
y colaboradorcs (1996) en el que sc trabajé a 2.=640 nm.

La solubilidad del tnclosan en la solucién acuosa de Brij 58 al 9% p/v fue de 9.6936 =+ 0.0212
mg/ml; ¢l primer valor es el promedio de tres determinaciones realizadas y el segundo indica la
desviacion estandar

Las nanoparticulas fucron preparadas por el método de emulsificacion-difusidn, como se senalé
anteriormente, csta técnica involucra ¢l uso de solventes parcialmente solubles en agua. La seleccion del
tipo dec solvente a utilizar para la pieparacion de las nanoparticulas sc apoyd en trabajos de
investigacion ¢n los que se han preparado nanoesferas y nanocépsulas con PLA, PLGA y CAP
[Pinon-Segundo y cols , 2000 y Chavez-Monroy y cols, 2002].

Algunos de los polimeros que se han utilizado como cstabilizantes en el método de emulsificacion-
difusién son cl PVAL y poloxameros como Pluonic” 188 y Pluronic”™ F1927. El PVAL evita la
agregacion de las nanoparticulas de PLA ain después de ser sometidas a un proceso de liofilizacion,
pucs posce una gran ahmidad a la supethac de las mismas; las cadenas de PVAL se unen fuertemente a
la supcrficie de fas nanoparticulas formando una capa estable [Quintanar-Guerrero y cols., 1998b]. El
principal inconveniente de la utilizacidn de este polimero ¢s la dificultad para removerlo completamente
de las nanoparticulas obtenidas [Gref y cols , 2001 y Mu y Feng, 2002

E} prncipio actvo incorporado en las nanoparticulas fue €l triiclosén. Cabe recordar que los compuestos

que pucden scr encapsulados por la técnica de emulsificacion-difusién deben ser insolubles en agua. El

|
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triclosan (2,4, 4 -tricloro-2-hidroxidifeniléter) es un agente antimicrobiano no catiénico que presenta
clicacia contra una amplia variedad de bacterias  formadoras  de  placa, incluidas A
actinomycctccomitans, P. intermedia, F. nucleatum y C rectus. El triclosén usado en dentrificos reduce
la gingivitis y la placa dental [Rosling y cols., 1997a] y retarda su progresién hacia periodontitis
[Rosling y cols, 1997b]; evita la formacién de nueva placa [Ramberg y cols., 1995 y Furuichi y
cols., 1997] y reduce la placa supragingival ya establecida [Garcia Godoy y cols,, 1990]. Ademds
en estudios realizados por Waaler y colaboradores [1993] se demostréd que ¢l triclosan puede
penctrar mucosas y que su administracién tépica en compartimientos orales y extraorales reduce signos
clinicos de inflamacion. En un estudio reciente de gingivitis experimental se demostrd que el triclosin
usado en cnjuagues inhibe o retarda la inflamacién gingival que se ocasiona en presencia de placa
[Ramberg y cols , 1995].

Para la determinacion de la talla de las particulas obtenidas se utilizé un contador NanoSizer” N4Plus,
la determinacion del tamano de las particulas se  basa en la medicién y las fluctuaciones de la luz
dispersada después de que un rayo laser incide sobre una celda con la dispersion de la muestra en
estudio. La velocidad de difusion de las particulas en un medio liguide depende de la temperatura,
wiscosidad del ligudo y tamano de las particulas por lo que se requicte que todas las mucstras scan
analizadas bajo las mismas condiciones. Para todos los lotcs analizados se utihzo como medio de
dispersion agua grado MilliQ", todas las lecturas se realizaron a 25°C y cl dngulo de incidencia del
rayo ldser fuc 90° Los datos obtenidos con este andlisis son la talla promedio de las particulas, la
distribucion del tamano de particula y la desviacion estandar de la misma, ademas del indice de
polidispersidad de la muestra. La desviacion estindar (d ¢ ) de la distribucién del tamano de particula
proporciona una indicacion cualitativa de la polidispersidad de la muestia. El indice de polidispersidad
(I P) esta rclactonado con el coeliciente de varacion (C.V.) de la distnbucion del tamano de

particula por la expresion:

cr o=

Ecuacién (1)
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A continuacién se muestran los resultados obtenidos en las determinaciones de la talla de particula para

los diferentes lotes de nanoparticulas (Tablas 2 a 4; Figuras 13 a 27 y Gréfico 1).

Tabla 2. Talla de particula promedio para nanoparticulas de PLGA y de PLGA con triclosdn.

-Lote - Talla d. e, I.P. C.v.
i (nm) (nm)

o : 171.2 48.7 0.120 0.350

o 179.4 59.8 0.200 0.392

: 178.2 55.2 -0.156 0373

X 176.3 0372

2228 56 5 -0 087 0.320

2 214.3 44 5 0052 0271

222.2 620 -0 113 0 345

X 219.8 0312

248.0 429 -0.034 0231

3 250.5 66 2 -0970 0471

2407 427 -0.036 0236

X 246 4 0313

277 2 86.8 -0.161 0375

4 264 4 M2 0027 0211

276 2 712 -0 091 03256

X 2726 0303

304 5 94 2 -0 155 0372

5 3072 109 5 -0 258 0410

3131 1106 -0.249 0408

X 3083 0397

3407 159 3 -1.748 0 483

6 3556 911 -0 089 0322

367 3 160 6 -0 808 0 465

X 354 5 0424

4712 2110 -1 015 0472

7 4507 1835 0.492 0446

453.5 1532 0.210 0 396

X 458.5 0.438




RESULTADAOS Y DISCUSION

12
14
68 ':
:—g 06~
04—
02 :
0 T T [
59 230 300 4000 400 e

Size (nm)

Figura 13. Distiibucién del tamaiio de particula de nanoparticulas de PLGA (Lote 1).
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Figura 14. Distribucion del tamafo de particula de nanoparticulas de PLGA con triclosén (Lote 2).
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Figura 15. Distribucién del tamafio de particula de nanoparticulas de PLGA con triclosén (Lote 3).

5
15+
il
E -
E
i
!
05
- - ~ el
0 T T T T
Qg 2om 00 400 500 L0070 fead

Size (nm)

Figura 16. Distribucién del tamaiio de particula de nanoparticulas de PLGA con triclosin (Lote 4).
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Figura 17. Distribucién del tamaiio de particula de nanoparticulas de PLGA con triclosan (Lote 5).
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Figura 18. Distribucion del tamaio de particula de nanopanticulas de PLGA con triclosan (Lote 6).
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Figura 19. Distribucién del tamaio de particula de nanoparticulas de PLGA con tricloséan (Lote 7).

Tabla 3. Talla de particula promedio para nanoparticulas de PLA y PLA con triclosén.

Lote Talla d. e. 1.P. C.V.
(nm) (nm)

2231 60.3 -0.103 0 336

8 217.3 557 0089 0322

216.8 69 1 -0.171 0 380

< 2191 0 346

207.0 458 0.061 0 286

9 209.2 208 0010 0136

206 3 705 0219 0 399

X 207 5 0274

2191 68 7 0162 0 376

10 212 8 630 -0135 0.360

213 3 68 3 0174 0.381

X 2151 0372

2889 951 0191 0 389

11 2854 1177 -0531 0450

284 0 558 0046 0 259

X 286.1 0.366
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Figura 20. Distribucion del tamaiio de particula de nanoparticulas de PLA (Lote 8).
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Figura 21. Distribucion del tamafio de particula de nanoparticulas de PLA con triclosén (Lote 9).
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Figura 22. Distribucién del tamafio de particula de nanoparticulas de PLA con triclosdn (Lote 10).
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Tabla 4, Talla de parlicula plomcduo para nanopmlicuhs de CAP y CAP con triclosan.

i

Lote Talla d. e. I.P. C.v.
(hm) (nm)
2311 93.2 0.466 0.444
12 212.4 80.4 0.336 0427
. 2252 93 1 -0 539 0450
X 2229 0 440
214 4 58 7 -0.107 0.340
13 2206 700 0.168 0.379
224.7 97 1 -0.738 0.462
X 219.9 0394
189.7 526 0111 0.343
14 1931 50 4 -0 093 0.327
196 0 353 0037 0.239
X 1929 0303
2239 80 1 0.262 0.411
15 251.8 100 6 0.440 0.441
230.7 89 9 0.386 0.435
X 235.5 0.429
12 T
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Figura 24. Distribucién del tamaio de particula de nanoparticulas de CAP (Lote 192).
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Figura 25. Distribucién del tamafio de particula de nanoparticulas de CAP con triclosén (Lote 13).
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Figura 26. Distiibucion del tamaiio de particula de nanoparticulas de CAP con triclosdn (Lote 14).
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Figura 27. Distribucién del tamaio de particula de nanoparticulas de CAP con triclosin (Lote 15).
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De manera general, todos los lotes preparados presentan talla submicrénica y todas las particulas
obtenidas son menares a 500 nm, como se muestra cn las tablas 2, 3 y 4 y en las figuras 13 a 27.
En los lotes de PLGA se aprecia que al aumentar la cantidad de triclosén en las nanoparticulas la talla
de las mismas se ve incrementada. Esta tendencia se puede ver claramente en el grifico 1, sobre todo a
partir del lote con 9.09% p/p de triclosin (lote 4). Para las nanoparticulas de PLA y CAP no se
puede aseverar que el triclosdn aumente la talla de las particulas, pues los lotes que se prepararon
contienen cantidades muy bajas del activo

Los lotes de PLGA con mayor proporcién de triclosén presentan una mayor desviacién esténdar en la
distribucion del tamano de particula, lo cual es un indicativo de que los lotes incrementan su
polidispersidad  Para calcular ¢l coeficiente de variacién se consideraron los valores absolutos de los
indices de pohdispersidad

Las particulas obtenidas fucron analizadas con el microscopio electronico de barrido para el anélisis de
su morfologia. Se¢ pudo determinar que poseian una estructura sélida de forma definida, semejante a una
csfera y que eran de tamano menor a un micrometro (nanoesferas). En la figura 28 se muestran algunas
de las fotografias obtenidas de las nanoesferas de PLGA con ticlosan, la barra blanca mayor de la
parte inferior 1izquicrda de las fotogratias representa una fongitud de 1 um Puede apreciarse que al
aumentar la cantidad de triclosan en las nanoesleras ¢l tamano de las mismas aumenta, asimismo, se
aprecia que tienden a fusionarse unas con otras. En un estudio previo [Pinén-Segundo y cols., 2000]
se sugiere que ¢l triclosdn pudo favorecer fa fusion de las nanoesferas, actuando como un plastificante
no convencional que favorece la formacion de peliculas. En las péginas siguientes se retoma este

plantcamiento, relacionandolo con estudios de calorimetria diferencial de barrido.
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Figura 28. totogralias de nanoesferas de PLGA con Taclosan, Microscopia electionica de barndo, 10000X
A) Lote 2 (123 9 de Tucosin), B) Lote 3 (4 76 % de Triclosan); C) Lote 4 (9 09 % de Triclosan);

D) Lote 5 (16 67 9% dec Triclosan), E) Lote 6 (23 08 9% de Triclosan) y F) Lote 7 (33.339 de

Triclosan)  La baia mayor tepresenta 1 Lim
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Dentro del marco tedrico se sehalé que Quintanar-Guerrero y colaboradores (1997b) sugieren que en
el método de emulsificacidn-difusién las nanoparticulas son formadas por la difusion del solvente desde
los globulos de la emulsién. Cuando el solvente difunde acarrea moléculas de polimero hacia la fase
acuosa, originando regiones locales de supersaturacién, desde las cuales son formados nuevos glébulos o
agregados de polimeros (no totalmente desolvatados). La estabilizacién de estas “protonanoparticulas”
por la presencia de un estabilizante (PVAL) es muy importante para evitai su coalescencia y la
formacién de aglomerados. Entonces, si el estabilizante permanece en la interfase liquido-liquido durante
el proceso de difusidn y su clecto protector es adecuado, se formardn las nanoparticulas después de
que se ha completado la difusion del solvente. En la figura 29 se esquematiza el mecanismo de

formacion de nanoparticulas por este método.

(B)

Difusion

Dilucion

£l

Agua saturada

y
Estabilizante
P
GLOBULO
Region
sobresaturiada
Figura 29. Esquema del mecanismo propucsto para la formacion de nanoparticulas por ¢l método de

emulsificacion difusion. (A) Antes de la etapa de dilusion, (B) Despues de la etapa de difusion [Modificado
de Quintanar-Guenrero y cols., 1997b]
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La cantidad residual de estabilizante (PVAL) en las nanoesferas obtenidas se determind con base en un
método validado por Raygoza y colaboradores (1996); se fundamenta en una técnica propuesta por
Joseph H. Finley en 1961 para cuantificar PVAL en papel y que posteriormente fue adaptada por
Allémann y colaboradores (1993) para la cuantificaciéon de PVAL residual en nanoparticulas de PLA.
El PVAL forma complejos coloridos con yodo en presencia de dcido bérico. El compuesto formado es
de color verde y dicho complejo cs estable por 15 minutos [Raygoza v cols.,, 1995},

Después de detcrminar espectrofotométiicamente la cantidad de triclosan presente en las nanoesferas se
procedio a calcular el porcentaje de farmaco contemido en las nanoesferas (96 de triclosdn cargado) v la
eficiencia de encapsulamiento (E.E.) para cada uno de los lotes de acuerdo a lo propuesto por Leroux

y colaboradores (1994), las formulas empleadas fueron las siguientes:

i . Cantidad dv Triclosdin ei nunaesferas
Iriclosan Cargado (%) = N R - « 100 ..
Cantidad de nunaesferas Ecuacion (2)

% Triclosdn cargudo 100
-
% Triclasdninicial « (1 - fraccidnds PUAL residual ) Ecuacion (3)

Debido a que cierta cantidad de PVAL se adsorbe en la superficie de la nanoparticulas durante el
proceso de obtencién de las mismas, se debe introducir el factor de correccion 1/(1-fraccion de PVAL
residual) para cvitar una sobreestimacion de la cliciencia de encapsulamiento [Leroux y cals., 19947}
Para ¢l porcentaje de triclosdn imcial (Yo Trclosan wicial) se considerd la cantidad de triclosin
empleada en la preparacién de cada lote

Diversos autores no consideran ¢l factor de cormrcccién antes sefalado Por ejemplo, Gérner y
colaboradores (1999) preparaion nanoesferas de PLA cargadas con lidocaina y no consideran el

PV AL residual para la determinacion de la E.E., a pesar de tener nanoesferas con 8.1 % de PVAL.
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Es importante sefalar que en algunos trabajos se reporta el porcentaje de recobro de férmaco, el cual es
igual al 96 E.E. sin considerar el factor de correccion por residuos del estabilizante polimérico [Niwa y

cols., 1993 y Kawashima y cols. 1999}

Los resultados obtenidos para los diferentes lotes de nanocesferas se incluyen en la Tabla 5, sélo se

muestran los promedios de las tres determinaciones realizadas.

Tabla 5. Caracterizacion de nanoesferas de PLGA, PLA y CAP (Porcentaje de tiiclosdn cargado en las
nanoesferas, Porcentaje de PVAL residual y Eficiencia de Encapsulamiento),

Lote Polimero Triclosan | % Triclosan EE. % Triclosan | % PVAL

Nombre | (mg) (mg) inicial (%) Cargado residual
1 PLGA 4000 00 0.00 — — 2.14
2 PLGA 40000 500 1.23 70.04 0.84 2.85
3 PLGA 2400.0 1200 476 8512 3.93 3.04
4 PLGA 20000 200.0 909 63.88 5.62 3.22
5 PLGA 800.0 160 0 16.67 71.40 11.46 3.70
6 PLGA 4000 1200 2308 7223 16.18 2.93
7 PLGA 4000 2000 33.33 73.04 23.75 2.45
8 PLA 400 0 00 0.00 0.00 0.00 2.74
9 PLA 40000 500 123 88 51 1.06 2.99
10 PLA 24000 1200 476 89 40 4.10 3.69
11 PLA 2000 0 2000 909 79.52 7.03 2.76
12 CAP 4000 0.0 0.00 0.00 0.00 2.35
13 CAP 4000.0 50.0 1.23 82.28 0.98 3.52
14 CAP 24000 1200 476 87.90 4.07 277
15 CAP 2000.0 200.0 9.09 89.21 7.92 2.34

Para todos los lotes se obtuvieron residuos de PVAL muy bajos («<49), lo cual indica que los
lavados realizados durante el proceso con la finalidad de climinar el PVAL son adecuados. Quintanar-
Guerrero y colaboradores (1998b) reportan 6-8 9% de PVAL residual en nanoesferas de PLA
preparadas por ¢l método de emulsificacion difusion. Algunos otros autores reportan PVAL residual
desde 5 hasta 10 % para nanoparticulas de PLA cargadas con savoxepina preparadas por el método
de salting-out y 55 y 9 8 % para nanoparticulas de PLA con clorambucilo preparadas por el método

de emulsificacion difusion [Allémman y cols , 1993 y Leroux 1995].
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El PVAL funciona como un coloide protector para las glébulos de la emulsién formada durante la
preparacién de las nanoesferas; las moléculas de PVAL adsorbidas en la superficie de los gdbulos
previenen su coalescencia [Niwa y cols., 1993]. Ademis, el PVAL forma una capa estable sobre la
superficie de las nanoparticulas la cual permite una redispersion casi instantdnea cuando las
nanoparticulas liofifizadas son suspendidas en agua [Allémman y cols, 1993; Leroux 1995
Quintanar-Guerrero y cols., 1998b]

Los porcentajes de E.E. pucden considerarse como muy aceptables pues, gencralmente, es dificil
aleanzar eficiencias mayores al 80%. A pesar de que el triclosin ¢s un compuesto considerado
practicamente insoluble en agua, es probable que al manecjar grandes volimenes de agua durante la
preparacion de las nanoesferas parte del triclosdn sea arrastrado, lo cual disminuye la cantidad de
triclosén cargada en las nanoparticulas. Asimismo, al utilizar un solvente parcialmente miscible en agua
(acetato de ctilo) el triclosdn pudo haber sido arrastrado fuera de los glébulos de la emulsién durante la
ctapa de difusion en ¢l proceso de formacion de las nanoparticulas, cs decir, en el momento en que sc
agrega agua destilada al sistema Ademas el tnclosén pudo climinarse junto con ¢l sobrenadante de los
procesos de lavado-centrifugado

Como se schald antenormente, en las fotografias obtenidas por microscopia electronica de barrido se
observe que las nanocsferas de PLGA con altas proporciones de triclosan tendlian a fusionarse unas con
otras. En un cstudio previo se planted la posibilidad de que ¢l triclosan pudiese fungir como un
plastificante no convencional que favoreciera la formacion de peliculas (Pindn-Segundo y cols , 2000].
En las figuras 30, 31 y 32 se presentan compendios de los termogramas obtenidos para los diferentes
lotes de nanopatticulas y para ¢l tnclosan, las muestras de nanoesferas de cada polimero se analizaron

bajo las mismas condiciones y se presentan en una solo gréfico para facilitar su andlisis.
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Peracchia y colaboradores (1997) reportan la preparacion de nanocesferas de PLA, PLGA y PCL
cargadas con lidocaina y cubiertas de polietilenglicol (PEG) con el propésito de prolongar el tiempo
de circulacidén cn sangre puesto que las cadenas hidiofilicas del PEG en la superficie del acarreador
previenen el reconocimiento de las nanoesferas por parte del sistema fagocitico mononuclear. En pruebas
de calorimetria diferencial de barrido encontraron que las nanoesferas de PCL cubiertas con PEG
presentaban un comportamiento térmico diferente al aumentar la proporcién de lidocaina en el sistema.
Los picos endotérmicos del termograma (atribuidos a la lidocaina) se desplazaban hacia temperaturas
mds bajas conforme sc aumentaba la proporcién de lidocaina con respecto al polimero, ademas de
modificarse la forma de los picos, tendicndo a ensancharse al aumentar la cantidad de lidocaina
(309). Los datos obtenidos sugiricron quce la lidocaina y cf polimero acarreador interactan uno con
el otro lo cual es de gran rclevancia ya que dichas interacciones afectan el proceso de liberacion del
activo. Para las nanoesferas de PLGA y PLA con lidocaina no se apreciaron diferencias notables en los
picos obtenidos para ¢l firmaco puro y las nanocsferas con 10, 20 y 3392 de lidocaina; se
registraron picos muy semegantes en forma y magmitud al de la idocaina, ademés de que se localizaban a
la misma tempcratura

Otios autores [Gref y cols., 1994] con estudios de calorimetria y rayos X han demostiado que la
lidocaina pucde cristalizar en las nanoesferas, durante ¢l proceso de fabricacidn, cuando se trabaja con
cargas cercanas o supcnores al 30 96 p/p. Cuando la carga de activo ¢s menor al 10 96 la lidocaina se
dispersa molecularmente en las nanoesferas y con porcentajes de carga mayores parte del activo cristaliza
en las nanoesferas por lo que la lidocaina cristalizada sc disuclve y difunde més lentamente hacia la fase
acuosa

Considerando los dos parrafos anteriores podemos afirmar que la lidocaina de las nanoesferas
preparadas por Peracchia y colaboradores (1997) no se cncontraba dispersa en la matriz polimérica
sino que se encontiaba en forma de cristales, por lo que al hacer ¢l estudio por calorimetria diferencial
de barrido con las nanocsfcras cargadas se detectaban picos caracteristicos de la fusion del activo.

Una de las prncipales aplicaciones de ta calonmetria diferencial de barrido para el andlisis de las
nanacsferas cs la determinacion de la forma en que se encuentra el activo en la matriz polimérica, pues

permite establecer s ¢l activo se encuentra disperso molecularmente en la matriz o en forma de cristales.
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Cuando existe una dispersion molecular del activo en las nanoparticulas no se detecta el pico
endotérmico caracteristico de la fusidn del activo en los termogramas de las nanoparticulas cargadas.
Una vez comprobada la dispersion molecular del activo en la matiiz polimérica se puede determinar si
existen interacciones quimicas entre el farmaco y el polimero utilizando rayos X o espectros de infrarrojo
[Calvo y cols , 19961

En las figuras 30, 31 y 32 puede apreciarse que en ninguno de los termogramas de las nanoesferas
con triclosdn sc presenta la endoterma del triclosan (63 “C) por lo que se afirma que en todos los
lotes preparados  (nanocsferas de PLGA, PLA y CAP) el triclosin se encuentra disperso
molecularmentc

En la figura 30 se muestra el termograma para el PLGA, se presenta una endoterma relacionado con la
temperatura de transicién vitrea {Tg) del polimero a 47.27 °C; también se encuentra un cambio
atribuible a una transicion vitrea a 68.23 “C. Fitzgerald y Corrigan (1996) prepararon microesferas
de PLGA con levanusol y reportan una temperatura de transicién vitrea para el polimero a 51 °C. La
Tg del PLA y del PLGA pucde verse disminuida por la hidratacién del polimero. El termograma del
PVAL presenta un pico relacionado con la Tg a 48 83 “C. En el termograma del lote 1 se aprecia
que aparcce una endoterma a 178 54 °C, considerando que este pico no se aprecia en el termograma
del polimero puro pucde pensarse que la endoterma se relaciona con ¢l PVAL residual presente en las
nanoesfcras. En los termogramas de los lotes 2 al 7 puede apreciarse que, al aumentar la cantidad de
triclosén ¢cn las nanocsleras, la temperatura de transicion vitiea del polimero disminuye.

Relacionando s resultados obtenidos con las fotografias obtenidas por microscopia electidnica de
barmdo podemos afirmar que el trclosdn estd actuando como un plastificante no convencional que
favorece la umién entic las nanoesferas.

En la figura 31 sc incluye ¢l termograma para el PLA, se aprecian dos temperaturas de transicion vitrea
a 5479y 89 79 'C El termograma para el lote 8 (nanoesferas de PLA sin triclosdn) presenta un
exoterma a 80 78 "C, cl cual sc atnbuye a un proceso de cristalizacidn. En los termogramas de los
lotes 9 y 11 sc aprecian endotermas a 50 65 y 43.75 °C, respectivamente, los cuales se atribuyen a

la Tg del polimero; también se observan sefiales a 104.89 y 96.29 °C relacionadas también con una
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transicién vitrea del polimero. Para el lote 10 no se aprecia de una manera muy clara la primer
endoterma, sélo se abserva un ligero cambio de pendientes (Tg) a 36.84 °Cy 93.592 °C.

En la figura 32 sc muestran los termogramas para el tnclosan y para las nanoesferas de CAP con
triclosén. Puede apreciarse que el triclosan se encuentra disperso molecularmente en el polimero. No se
detectan cambios considerables en las temperaturas de transicién vitrea en los diferentes lotes de
nanoesferas para este polimero.

Con respecto al andlisis de  la liberacion in vitro del triclosdn a partir de las nanoesferas preparadas se
realizaron estudios empleando un sistema que permitiese el contacto directo entre el medio de
disolucion y las nanocsferas analizadas.

Es recomendable que los estudios de liberacidn se efectien bajo condiciones "sink”, es decir, por
debajo del 15 de la solubilidad. Si el farmaco en estudio es pobremente soluble en agua es vélido
adicionar sohentes no acuosos o agentes solubilizantes al medio de dispersion con el objeto de
mantener las condiciones “sink”. Este tipo dc cstudios pueden ser de gran importancia para la
deteiminacion del mecanismo de liberacion del activo a partir del acarreador. Si el farmaco es liberado
por difusion a través de la matriz polimenca, la composicion del solvente en condiciones “sink” puede
no influenciar la liberacion del actvo; pero i ¢l solvente penctra en fa matriz, ¢s muy probable que la
composicion del medio de disolucidn influya cn la libcracion del farmaco aun cuando se mantengan
condicioncs “snk” [Washuington, 1990] Leclarasamee y colaboradores (1986) observaron que  al
adicidon de agentes solubilizantes por debajo de la concentracion micelar critica al medio en condiciones
“sink” incrementa la velocidad de liberacion de hidrocortisona a partir de microcapsulas de dcido poli-
D,L-lactico. Propusicron que esc efecto puede scr ocasionado porque se favorece el mojado del
polimero y sc incrementa la penetracion del solvente

Como se senalo en el marco tednco, los métodos hasta ahora utilizados para el estudio de los perfiles
de liberacion de activos a partir de sistemas nanoparticulados no han sido totalmente aceptados. En el
presente trabajo uno de los objetivos fue dischar un aparato que nos permiticra cvaluar la liberacién real
de las nanoesfcras obtemdas sin ¢l uso de membranas ¢ bolsas de didlisis que limitaran la liberacion del
activo. Debido a que el firmaco empleado (triclosdn) es practicamente insoluble en agua se decidio

adicionar al medio de disolucién un agente que facilitara su disolucion y por tanto aumentara la

[
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solubilidad. Se realizaron varias pruebas utilizando diferentes concentraciones de Tween™ 80 y de Brij™
58; finalmente se decidié trabajar con Brij” 58 al 2% pues este surfactante a esa concentracién
aumentd la solubiidad del triclosan y no alterd la deteccion espectrofotométrica del mismo.

Es importante aclarar que se realizaron diversas pruebas para scleccionar el volumen de medio a utilizar,
asi como el volumen muestreado durante las disoluciones, los mejores resultados se obtuvieron con 500
ml de medio de disolucion y volimenes de muestra de 3 ml. Los resultados muestran sélo las 6
primeras horas de la liberacién, después de 24 horas se muestrco nuevamente y en ninguna de las
disoluciones se observd cambio alguno; lo que indicé que todo el triclosdn habia sido liberado y que se
habia alcanzado la concentracion méxima que nos permitid conocer la cantidad méxima liberada (Ma).
Las disolucioncs sc llevaron a cabo por triplicado.

En el anexo 2 se reportan los porcentajes de triclosan liberados para cada lote de nanoesferas respecto
al porcentaje de trclosan cargado en las nanoparticulas indicado en la tabla 5. Aunque el porcentaje
Iiberado sc calculo para cada una de las disoluciones solo s incluye el promedio para cada lote y la
desviacion estandar Con esos datos se construyeron los grificos 2, 3 y 4 en los que se indica el

porcentaje de activo liberado en funcién del tiempo.
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Gréfico 2. Perfil de liberacion para las nanoesferas de PLGA con triclosén, considerando como 100% el
triclosén cargado en las nanoesferas. —®— Lote 2 (1.23 9% de Triclosén); —s— Lote 3 (4.76 % de
Triclosdn); —&— Lote 4 (9.09 9% de Triclosén)~#— Lote 5 (16.67 % de Triclosan); ~*— Lote 6 (23.08
% de Tiiclosén) y Lote 7 (33.33% de Triclosén).
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Grifico 3. Perfil de liberacidn para las nanoesferas de PLA con triclosdn, considerando como 10096 el triclosén
cargado en las nanoesferas. == Lote 9 (1.23 9% de Triclosén); —#— Lote 10 (4.76 % de Triclosén) y

-4~ Lote 11 (9 09 % de Tiiclosdn).
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Grifico 4. Perfil de liberacidn para las nanoesferas de CAP con triclosdn, considerando como 100% el
triclosan cargado en las nanoesferas. —®— Lote 13 (1.23 9% de Triclosan); —=— Lote 14 (4.76 % de

Triclosan) y —&— Lote 15 (9.09 9% de Triclosin).

Los porcentajes incluidos en el anexo 3 representan la cantidad de farmaco que realmente es capaz de
difundir hacia el medio de disolucion, la cantidad que participa en el proceso de liberacion. Por esta
razén, se procedié a calcular los porcentajes hberados para cada tiempo considerando como el 1009
ya no la carga total de triclosdn en las nanoesferas, sino la cantidad maxima liberada al equilibrio. En el
anexo 3 se presentan los promedios de los porcentajes de triclosdn liberado a diferentes tiempos y la
desviacion estandar de los mismos considerando como 100% la cantidad méxima liberada. Con los
datos obtenidos se obtuvieron los gréficos 5, 6 y 7, donde Mt es la cantidad liberada a un tiempo t y

Mt es la cantidad méxima liberada de triclosan.
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Grifico 5. Peifil de liberacién para las nanoesferas de PLGA con triclosdn, considerando como 100% la
cantidad méxima liberada. == Lote 2 (1.23 9% de Triclosan); —— Lote 3 (4.76 9% de Triclosén); —&—
Lote 4 (9.09 % de Triclosén) - 9= Lote 5 (16.67 9% de Triclosan); —*— Lote 6 (23.08 9% de Triclosan)
y Lote 7 (33.339% de Triclosan).
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Gréfico 6. Pelil de liberacion para las nanoesferas de PLA con tiiclosan, considerando como 100% la
cantidad méxima liberada. —®= Lote 9 (1.23 9% de Triclosan); —*— Lote 10 (4.76 9% de Triclosan) y —4—
Lote 11 (9.09 9% de Triclosén).
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Grifico 7. Perfil de liberacion para las nanoesferas de CAP con triclosén, considerando como 100% la
cantidad méaxima liberada. =®— Lote 13 (1.23 9% de Triclosin); —s— Lote 14 (4.76 % de Triclosan) y
~4— Lote 15 (9.09 % de Triclosan).

En los gréficos anteriores puede apreciarse que el triclosin se liberd ripidamente. Al inicio de este
proyecto se habia contemplado unicamente el estudio de la liberacién de nanoesferas de PLGA vy al
ver algunos perfiles de liberacion de pruebas preliminares que se realizaron con el propésito de definir
los volumenes del medio de disolucién y de las muestras tomadas se decidié preparar nanoesferas con
otros polimeros para determinar si presentaban el mismo comportamiento.

En ¢l grifico 5 se observa que el lote 2 que contenia menor proporcién de triclosdn (1.239%6) es el
que libera mas lentamente. En general, como era esperado, al aumentar la cantidad de triclosdn en las

nanoesferas la liberacién es mds répida porque hay més farmaco en la matiiz. El lote 7 con 33.33% de
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triclosén libera casi inmediatamente el 90% del total de triclosén (t- 20 min) Es importante sedalar
que las nanoesferas entran en contacto directo con el medio de disolucidn, por lo que se favorece una
rapica liberacion del tnclosén

En 1996, P Calvo y colaboradores realizaron un estudio de lberacion in wvitro para nanocsteras,
nanocapsulas y nanoemulsiones por el método de bolsa de didlisis reversa; el polimero usado fue poli-t-
caprolactona y el activo fue indometacina. Los perfiles de liberacion obtenidos fueron similares para las
tres formulaciones, el 85 9% del activo cs libcrado en las dos primeras horas y en 4 horas se libera el
100 % La hbcracidn rapida del activo Gmicamente se presentd cuando se mancjaron condicioncs
“sink” pues en lotes de suspensiones no diluidas que se utilizaron para analizar la estabilidad del tamano
de particula no sc detectd liberacion total del farmaco ain después de 6 meses de almacenamiento; lo
anterior indicd que un factor muy importante para la liberacion de la indometacina de cstos acarrcadores
coloidales es ¢l volumen del medio en ¢ que se Hevd a cabo la liberacién La liberacion de
indometacina dc las nanocdpsulas y la nancemulsién fue afectada por la particion del farmaco entre las
gotas de accitc y ¢l medio acuoso externo La rdpida liberacion de la indometacina de las nanocsferas
sc atribuyo a un meccanismo de difusion a través de la matnz polimerica favorecido por  alta
permeabilidad del polimero a sustancias de bajo peso molecular por poseer una baja temperatura de
transicion vitrea (Tg - 60 "C). Es importante rccalcar que los estudios de calonmetria diferencial de
barrido que sc realizaron indicaron que la indometacina estaba dispersa molecularmente en ¢l polimero
En otra investigacion, Gomer y colaboradores (1999) prepararon nanoparticulas de PLA con un
anestésico Jocal, lidocaina, cargadas con diferentes cantidades del farmaco. Las particulas con mds carga
de lidocaina (309) presentaron una liberacion lenta (24-30 horas) y nanocsferas con 139% de
lidocaina liberaron su contenido en 15 horas y nanoesferas con 796 de lidocaina liberaron el farmaco en
tan sélo un par de horas Podria csperarse que mientras exista menos lidocaina en la matriz la iberacion
sca mas lenta, sin embargo ocune lo contrano  Un dato importante en ese estudio es que el tamano dc
las nancesferas aumenta notablemente con el incremento de la cantidad de lidocaina; nanocsfceras con
309 de lidocaina midieron aproximadamente 800 nm, mientras que las que contenian 796 de
lidocaina fucron de 250 nm  Probablemente el aumento del area superficial en las nanoesferas con

menor tamano (7% de lidocaina) influya més en el proceso de liberacion que la proporcién de activo y
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polimero en el sistema. Ademds, la velocidad de liberacién del activo ests relacionada directamente con
la manera en que se encuentre presente el firmaco en la matiiz, es decir si se encuentra disperso
molecularmente en la matriz polimérica o formando de cristales. Otros autores [Gref y cols., 1994]
con estudios dc calorimetria y rayos X han demostrado que la lidocaina puede cristalizar en las
nanoesferas cuando se trabaja con cargas cercanas o superiores al 30 % p/p durante el proceso de
fabricacion. Cuando la carga de activo es menor al 10 9% la lidocaina se dispersa molecularmente en las
nanoesferas y con porcentajes de carga mayores parte del activo cristaliza en las nanoesferas por lo que
la lidocaina cristalizada se disuclve y difunde mds lentamente hacia la fase acuosa

En nuestro caso, las nanocsferas mas pequenas son las que contienen menos triclosén y a pesar de que
cl drea superdicial cs mayor, la liberacion cs mds lenta Ademds, como sc sciald anteriormente, las
pruebas de calorimetria realizadas demostraron que el triclosdn se encontraba disperso en la matiiz
polimérica sin formar cristales. La rdpida liberacion del triclosan de las nanoesferas preparadas puede ser
atribuida tambicn al sistema utilizado para la disolucién, ¢l cual es un buen solvente para el triclosan.

La liberacidn de farmacos a parte de nanoparticulas  depende de la naturaleza del sistema acancador.
En el caso de un sistema tipo matriz, el activo es distrbuido o dispersado en la matriz polimérica y la
liberacién ocure por difusion o por erosién del sistema Sy la difusion del activo ¢s mas rdpida que la
degradacién de la matnz, entonces el mecamismo de lberacion ocurre principalmente por difusién. La
liberacion inicial del activo se atribuye a la liberacion de la fracaidn de farmaco que es adsorbido o
cnlazado débidmente a la superficic de las nanocsfcras Trabajando en condiciones “sink” se observa al
principio una fase de libcracion répida sequida por una liberacién més lenta debida a la difusién del
activo a partrr de la matnz [Soppimath y cols , 2001}, Ademds si se tiene un volumen del medio de
disolucién grandc sc favorcce una completa y rapida liberacion del farmaco contenido en las nanoesferas
[Calvo y cols . 1996]

De acucrdo con los termogramas obtenidos para las nanocsferas de PLGA, PLA y CAP el triclosén se
encucntra atrapado molecularmente en la matnz polimérica, por lo que podemos hablar de que las
nanoparticulas reparadas son un sistema tipo matnz. Podemos afirmar que ¢l proceso que controlé la
liberacion fue un proceso de difusién, pucs los tiempos mancjados son muy cortos como para poder

hablar de que ls degradacion de los polimeros influyera sobre la liberacion
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El 4cido lictico es més hidrofébico que el 4cido glicdlico por lo que los copolimeros de PLGA ricos
en écido lactico son menos hidrofilicos, absorben menos agua y por tanto se degradan més lentamente
[Jain, 2000]. Considerando lo anterior se justifica el comportamiento observado para las nanoesferas:

de PLGA (Gréfico 5) con respecto a las de PLA (Girélico 6), la liberacién del triclosén a partir de ,‘

nancesferas de PLA es mds lenta que a partir de nanoesferas de PLGA con el. mismo . contenido de. ..

triclosan.

Para determinar el probable mecanismo de liberacién los datos obtenidos se trataron de acuerdo al
modelo semi-empirico propuesto por Rigter y Peppas [Lowman y Peppas, 1999 y Peppas y cols.,
9000], de acuerdo a este modelo se graficd In (Mt / M) en funcidn de [n t, donde Mt es la
cantidad liberada al tiempo t y Mat es la cantidad méxima liberada. De acuerdo a este modelo, la
fraccién liberada de una sustancia depende de una constante y de un exponente difusional ;'n" que
indica el probable mecanismo fisico de transporte y el tipo de liberacién (Ver Cuadro 6). Sin = 0.5

el mecanismo de transporte es difusién fickiana y el tipo de liberacidn es dependiente del tiempo.

Cuadro 6. Mecanismo de transporte y tipo de liberacidn de acuerdo al valor de "n" en el modelo semi-empirico
de Peppas.

Valor de "n" Mecanismo de Transporte Tipo de Liberacién

0.5 Difusién Fickiana Dependiente del tiempo
F (t 1/9)

05<n<i Transporte No Fickiano (Anémalo) Dependiente del tiempo
FG

1 Transporte Caso Il Independiente del tiempo

(orden cero)

n>1 Transporte Super Caso |l Dependiente del tiempo

G

En los gréficos 8, 9 y 10 se reportan los datos obtenidos de acuerdo al modelo de Peppas, en la

"

tabla 6 se muestran los valores de "n" para los diferentes lotes de nanoesferas. Los gréficos se

obtuvieron a partir de los datos incluidos en el anexo 4.
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Griéfico 8. Modelo de Peppas aplicado a la liberacion de tiiclosén a partir de nanoesferas de PLGA. —%—
Lote 2 (1.23 % de Tiiclosan);, —=— Lote 3 (4.76 % de Triclosin); —&— Lote 4 (9.09 % de
Tiiclosén) - ¢ Lote 5 (16.67 % de Tiiclosdn); —+ - Lote 6 (23.08 % de Tiiclosén) y Lote 7
(33.339% de Triclosan).
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Grifico 9. Modelo de Peppas aplicado a la liberacién de triclosdn a partir de nanoesferas de PLA. —®— Lote
9 (1.23 9% de Triclosan); —e— Lote 10 (4.76 % de Triclosan) y =&~ Lote 11 (9.09 % de Tiiclosén).
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Gréfico 10. Modelo de Peppas aplicado a la liberacion de ticlosén a partir de nanoesferas de CAP. —#—
Lote 13 (1.23 9 de Triclosin); —*— Lote 14 (4.76 9% de Tiiclosén) y ~A— Lote 15 (9.09 % de

Triclosan)

Tabla 6. Coclicientes de determinacion y valor de
repoita es el intervalo en el que se obtiene la maxima linearidad para el calculo de las constantes.

Lote n r? t

{min)
2 0.3369 0.9955 10-50
3 0.3131 0.9910 10-50
4 0.2392 0.9970 5-30
5 0.2849 0.9919 10-40
6 0.1959 0.9979 10-40
7 0.0374 0.9905 10-40
9 0.4852 0.9946 5-60
10 0.3791 0.9926 5-40
11 0.2816 0.9951 5-60
13 0.0301 0.9967 15-70
14 0.0665 0.9908 5-50
15 0.1884 0.9942 5-50
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El menor valor propuesto por Peppas para el coeficiente difusional “n” es 0.5, los valores de “n
obtenidos para las liberaciones en estudio son menores a O.5. El lote que liberd mds lentamente es el
fote 9, el valor de "n" para este lote es el que mds se acerca a 0.5, las nanoesferas de ese lote son de
PLA con menor cantidad de triclosan (1.23 96). Cabe sepalar que Peppas propone que sean
considerados en su modclo los datos de la primera parte de las liberaciones, hasta el 609% de la
cantidad total liberada; sin embargo, se aplicd el modelo a las disoluciones en estudio en los intervalos
senalados en la tabla 6, puesto que ¢l 60% de la liberacidn sc alcanza en los primeros minutos para la
mayoria de los lotes

Se observa que para los lotes de nanoesferas de CAP con triclosan son los que liberan més répido y
son los de valores de “n" mas pequefios; los lotes 13 y 14 de nanoesferas de CAP con triclosén
liberan en los primeros minutos més del 60% de la carga total de farmaco. Las liberaciones son tan
rapidas que no permiten tencr ¢l suficiente nimero de datos para aplicar adecuadamente el modelo
semiempirico propucsto. Es muy probable que los sistemas liberan tan rdpido que es imposible tener un
estado de movimiento de la capa de deplecidn y la salida del activo sélo depende de que se genere un
gradiente de difusion

El analisis dctailado del modclo de Peppas ha demostrado que “n” ¢s 0.5 dnicamente para sistemas
planos y es difcrente para otias formas gcométricas; por cjemplo, la liberacion Fickiana de una sustancia
a partis de una csfera se caracteriza por un valor de "n" = 0.432. Es importante senalar que en los
sistemas colodales cs dificl poder observar una fase /g en las liberaciones, debido a la rapidez del
proceso de difusidn en csos sistemas tan pequenos. [ Washington, 1990].

Los datos obtenidos de las Iibcraciones de los diferentes lotes fucron tratados de acuerdo al modelo
propucsto por Higuchi que estudia la liberacidn de  farmacos a partir de sistemas matriciales
[Washington, 1990 y Naasimhan y cols , 1999]. £l modelo asume que al estar en contacto la matriz
con el medio de disolucidn, éste ¢ capaz de penetrar formando una capa de hidratacion. Cuando sélo
una cara de la matnz csta expuesta al medio de disolucién, ¢l grosor de la capa de hidratacién aumenta
cde manera umditccaional Sin embargo, la hidratacion relativa disminuye al incrementarse la profundidad
de la penctracion del medio Si fa veloaidad de hidratacion de la matriz es menor que la de la

disolucion del farmaco contenido en la matriz, la liberacién obedece el modelo de la raiz cuadrada de
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Higuchi. La penetracién del medio a la base favorece la difusién del férmaco hacia el seno del solvente,
constituyéndose lo que Higuchi llama “zona de deplecién”. Esta zona de deplecién aumenta conforme
transcurre la difusién del farmaco de manera proporcional con respecto al tiempo estableciéndose un
estado pseudoestable.

El tratamiento de los datos de las disoluciones con el modelo de Higuchi se incluye en el anexo 4 y
permitié obtener los gréficos 11, 12 y 13. En la-tabla- 7 se presentan los valores obtenidos para la
constante de Higuchi (K,) y para los coeficentes de determinacién de las rectas obtenidas por
regresion lineal. Los intervalos de tiempo sefialados en la tabla son los valores para los que se tuvo
mayores coeficientes de determinacidn, es decir son los intervalos que se adaptan mejor a una linea

recta.

12
t

Grifico 11. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacion de triclosén a partir de nancesferas de PLGA. —¢—
Lote 2 (1.23 % de Triclosén); —*— Lote 3 (4.76 % de Tiiclosin); —a— Lote 4 (9.09 % de
Triclosdn) -¢~ Lote 5 (16.67 % de Triclosin); -» Lote 6 (23.08 % de Triclosén) y Lote 7
(33.339% de Triclosan).
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Grifico 12. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacién de triclosén a partir de nanoesferas de PLA. —¢—
Lote 9 (1.23 9% de Tiiclosdn); —=— Lote 10(4.76 % de Tiiclosan) y. —&— Lote 11 (9.09 % de

Triclosan).
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Grifico 13. Modelo de Higuchi aplicado a la liberacion de triclosén a partir de nanoesferas de CAP, —*—
Llote 13 (1.23 % de Triclosén); —%— Lote 14 (4.76 % de Tiiclosan) y —4~ Lote 15 (9.09 9% de

Triclosan).

Tabla 7. Coeficientes de determinacién y valor de "K,," de acuerdo al modelo de Higuchi, el tiempo que se
reporta s el intervalo en el que se obtiene la méxima linearidad para el calculo de las constantes.

Lote Ky [ t

(min)
2 1.0098 0.9924 5-50
3 2.10861 0.9943 5-50
4 1.8076 0.9959 5-30
5 1.2242 0.9918 5-30
6 0.7900 0.9966 5-40
7 0.2120 0.9967 5-30
g9 2.3168 0.9935 5-60
10 3.4003 0.9932 5-30
11 3.3348 0.9913 5-40
13 0.2036 0.9815 5-25
14 0.8092 0.9906 5-40
15 2.3743 0.9959 5-40
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Los valores de los coeficientes de determinacién obtenidos después del anélisis de regresidn lineal por
el modelo propucsto por Higuchi son mayores a O.99 para todos los lotes, lo anterior nos indica que
este modelo permite describir la hberacion de triclosin a partir de las nanocesferas obtenidas. Las
nanoesferas preparadas son sistcmas matriciales en los que el activo (tiiclosdn) se encuentra disperso
homogéneamente en toda la matriz, de manera que el firmaco que sale primero es el que se encuentra
localizado en la parte més superticial de la matriz y posteriormente el que se encuentra en la regién més
interna. Ademds, dado que el grosor de la capa hidrodinimica de difusidn se incrementa al aumentar el
tiempo, el farmaco que sc encuentra en la regidn mds interna  va a tardar un poco més en salir.

Para determinar ¢l tipo de cinética de liberacién que siguen las liberaciones se analizaron los datos de
acucrdo a una cinética de primer orden Los valores obtenidos para las constante de primer orden (K,)
se incluyen en la tabla 8 y los gréficos obtenidos para cstas cinéticas son los grificos 14, 15y 16 .
Con basc cn los resultados obtenidos del andlisis de los datos de las liberaciones se afirma que la
cinética de liberacion del triclosan a partir de las nanocsferas sigue una cinética de primer orden
(nicamente cn la primera parte de las liberaciones. Los datos empleados para los gréficos 8 a 16 y

tablas 6 a 8 sc presentan en ¢l anexo 4
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Grifico 14. Cinética de Primer Orden aplicada a la liberacion de triclosan a partir de nanoesferas de PLGA
~®— Lote 2 (1.923 2% de Tiiclosin); ~#— Lote 3 (4.76 % de Triclosdn); &~ Lote 4 (9.09 % de
Triclosan)- =~ lote 5 (16.67 9% de Tiiclosan), +« Lote 6 (23.08 % de Triclosdn) y Lote 7
(33.33% de Triclosan)

90



in(1-R)

RESULTADDOS Y DISCUSION

0 20 40 60 80 100 120
{
A
j
2
i
3
t
Grifico 15. Cinética de Primer Orden aplicada a la liberacién de tiiclosén a partic de nanoesferas de PLA.
~®= lote 9 (1.23 % de Triclosén); —#— Lote 10 (4.76 % de Tiiclosén) y —4— Lote 11 (9.09 % de
Triclosén).
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Girifico 16. Cinética de Primer Orden aplicada a la liberacién de triclosén a partir de nanoesferas de CAP.
= |ote 13 (1.23 9% de Triclosén); —#— Lote 14 (4.76 9% de Triclosan) y —&— Lote 15 (9.09 9% de

Triclosdn).

Tabla 8. Coelicientes de determinacion y valor de “K," de acuerdo a cinética de primer orden, el tiempo que se
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reporta es ¢l intervalo en el que se obtiene la maxima linearidad para el cilculo de las constantes.

Lote K re t

(min)
2 0.0306 0.9970 5-80
3 0.0318 0.9927 5-30
4 0.0431 0.9980 5-80
5 0.0420 0.9920 5-70
6 0.0414 0.9967 5-30
7 00194 0.9979 5-40
9 0.0293 0.9932 5-80
10 0.0408 0.9914 5-60
11 0.0227 0.9940 5-105
13 0.0169 0.9933 10-60
14 0.0483 0.9912 5-50
15 0.0372 0.9928 5-80
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Como fue sefalado con anterioridad existen estudios ex vivo de la penetracién de nanoparticulas en el
tejido gingival de mandibulas de cerdo. En tales investigaciones se evalud la capacidad de penetracién
de las nanoparticulas cargadas con un marcador Huorescente utilizando microscopia confocal ldser. Las
mandibulas fueron bafadas con agua destilada y una suspensién de nanoparticulas cargadas con rojo de
nilo, alternando ciclos de cinco minutos; la velocidad de irrigacidn se mantuvo constante (200
ptl/min). Los tiempos de exposicién fueron de 1, 2, 4 y 6 horas. En los cortes épticos obtenidos para
las muestras de 1 hora de exposicién se aprecid que la mayor parte de las nanoparticulas se localizaban
de O a 10 pm por debajo de la superficie; en cortes de hasta 20 pim se detectaron nanoparticulas,
aungue e¢n menor cantidad. Para las muestras de 2 horas de contacto se detecté fluorescencia hasta 28
pim por debajo de la superficie. Después de 6 horas de contacto las nanoparticulas lograron penetrar
hasta 40-45 Lim por debajo de la superficie del tejido [ Ganem-Quintanar, 1997a).

Es importante mencionar que, en este trabajo de tesis, se realizé un estudio preliminar, in vivo, en
colaboracién con cirujanes dentistas pasantes de la especialidad de parodoncia de la Escuela Militar de
Graduados de Sanidad de la Secretaria de la Defensa Nacional. Para el estudio se utilizaron
nanoparticulas cargadas con triclosén y un colorante (Sudén lll); el material bioldgico empleado fueron
tres pcrios raza criolla. Las nanoparticulas fueron preparadas por el método de emulsificacion-difusién
utilizando como polimero PLGA, de acuerdo a lo indicado en la metodologia de esta tesis. Antes de
aplicar las nanoparticulas en las mandibulas de los perros criollos se indujo experimentalmente un cuadro
de perodontitis entre el primer y segundo premolares como se aprecia en la figura 33 [Martinez y

cols., 20092].
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PERIODONTITIS
EXPERIMENTAL

9

Figura 33. Fotografia de las lesiones periodontales provocadas entre el 2° y 3% premolares en perro criollo
macho.

Después de 2 meses de provocas los defectos periodontales en tres perros, se eligié el cuadrante
derecho de sus hocicos como sitio control vy el izquierdo como sitio experimental. En ambos cuadrantes
se realizd raspado y alisado radicular y en el sitio experimental se colocé dentro de la belsa periodontal
una suspensidn de nanoesferas liofilizadas dispersadas en agua inyectable, para la administracion se
empled una jeringa con aguja hipodérmica. Transcuridos 8 dias se observé que existia una mayor

inflamacién en los sitios experimentales que en los sitios control tal como se aprecia en la figura 34.
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Figura 34. Fotografia tomada después de 8 dias de aplicacion de las nanoparticulas de PLGA con triclosan y

sudén [ll. A) Sitio control (inflamacion moderada), B) Sitio experimental (inflamacién severa)

Después de 8 dias la inflamacién de los sitios experimentales fue mucho més severa, como si los tejidos
hubieran reaccionado a un cuerpo extrafio. Lo anterior nos permite suponer que las nanoparticulas
lograron penetrar el epitelio y se origind algin tipo de interaccién entre las nanoparticulas y el tejido, o
bien, penetracién de las nanoparticulas en estos tejidos; aunque no es posible afirmar si la respuesta
inflamatoria se originé por el colorante cargado en las nanoparticulas, por el polimero o por el triclosdn.

Qluince dias después de la aplicacion de las nanoesferas se observéd una inflamacion moderada, tanto en
sitios control como en sitios experimentales, en la figura 35 puede apreciarse que la inflamacién del sitio

tratado es menor con respecto a la presentada en la figura 34 (B).
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Figura 35. Fotografia tomada después de 15 dias de aplicacién de las nanoparticulas de PLGA con tiiclosdn y
sudén [l (Sitio experimental).

Es importante recalcar que originalmente se habia planeado realizar un anslisis de cortes histolégicos de
Jos sitios tratados utlizando microscopia confocal liser por lo que se incorporé en las nanoesferas el
colorante sudén {ll (marcador fluorescente); desafortunadamente no se llevd a cabo dicho anlisis y no
se pudo evaluar la penetracion de las nanoesferas en estos tejidos.

Podria considerarse que las nanoparticulas administradas provocaron un dafic en los tejidos
periodontales de los perros utilizados en el estudio, sin embargo, considerando que después de 15
dias la inflamacién era similar en los cuadrantes control y experimental puede pensarse que el efecto
adverso es sélo transitorio. También puede suponerse que las nanoparticulas lograron penetrar a través
del epitelio sulcular y al ser reconocidas como una sustancia extraiia al organismo se desencadend una
reaccion inflamatoria mucho més severa que la originada por la simple induccién del cuadro de

periodontitis en los perros.
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Como se senald dentro del marco tedrico la preparacidn de nanoparticulas por el método de
emulsificacion difusion requicre eliminar grandes volimenes de agua, puesto que debe adicionarse agua
durante la etapa de difusién para lograr la formacién de las nanoparticulas. Esta desventaja limita el
escalamiento de la produccion de las nanoparticulas por este método, aunque generalmente se obtienen
altos rendimientos y las tasas de encapsulamiento son elevadas. Por otro lado, el método de
preparacion de nanoparticulas por desplazamiento de solvente es, probablemente, el método mis
sencillo para la preparacién de nanoparticulas pero estd limitado al encapsulamiento de firmacos
solubles en solventes polares y es dificil encontrar un sistema polimero/farmaco/solvente/no solvente que
permita alcanzar altas tasas de encapsulamicnto y rendimientos aceptables.
Considcrando lo expucsto en el pérrafo anterior se realizé un estudio que permitiera evaluarla influencia
de los factores que afectan el rendimiento del proceso de formacion de nanoesferas de un polimero
biodegradable {poli-t:-caprolactona) por el método convencional de desplazamiento de solvente y se
propuso un nuevo sistema de recirculacidon que permiticra aumentar el rendimiento del proceso
industrial
Stainmesse y colaboradores (1995) analizaron la formacién de suspensiones coloidales de poli-t:-
caprolactona preparadas por el métode convencional de desplazamiento de solvente; es decir por la
precipitacion del polimero en un medio incapaz de solubilizar al polimero. La formacion de nanoesferas
por desplazamiento de solvente por la forma convencional se lleva a cabo utilizando concentraciones de
polimeros muy bajas (<21 5 96) pues cuando se aumenta la cantidad de polimero en la fasc orgénica se
forman agregados y se tienen bajos rendimientos.
El método de desplazamiento de solvente fue patentado por Fessi y colaboradores (1992) para
obtener part(culas esféricas tipo matriz de una talla menor a 500 nm Yy puede ser resumido en las
siguicntcs etapas
(1) Preparacion de una fase liquida, con un solvente o mezcla de solventes organicos polares, capaz de
disolver ¢! polimero y la sustancia activa. Dicha fase puede contener surfactantes (por ejemplo,

fosfatidilcolina)
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(2) Preparacion de una segunda fase liquida incapaz de solubilizar al polimero y miscible con la fase 1.
Puede contener un solo tipo de no-solvente o una mezcla de éstos; ademds de estabilizantes (por
ejemplo, polisorbatos o poloxameros)

(3) Adicién de la fase orgénica (1) a la segunda fase (2) con agitacién moderada, produciéndose una
suspension coloidal de nanoparticulas del polimero.

(4) Finalmente, sc remueve el no-solvente o la mezcla de no-solventes para obtener una soluccién
coloidal mas concentrada, o bien, sc scca o se liofiliza cl sistema para obtener un polvo seco.

En e paso (3) las nanoparticulas son formadas practicamente on forma instanténca por la répida

difusion del solvente polar a la fasc acuosa que provoca cierta tutbulencia. La mutua miscibilidad entre

los solventes provoca una violenta propagacidn del solvente orgdnico y pequenas gotas son arrancadas
de la intetfase durante el proceso de difusion Davies y Rideal (1961) sugimcron que esa tutbulencia
es causada por regiones localizadas de baja tensidn superficial donde la fasc oleosa sufre pulsaciones
cudticas o “kicks”, cada una dc las cuales cs rapidamente expulsada al extenor debido a un arrastie
viscoso  La encrgia necesana para estos movimientos os sacudida proviene de la encrgia libre liberada
cuando ¢l solvente tiende al estado de cquibno Bl mecamsmo molecular de la tubulencia interfacial
puede ser exphcada por la continua formacion de remolinos de solvente en la interfase. Entonces, una
vez que ¢l proceso ha comenzado, movimientos asociados con las pulsaciones cambian la presion dentro
del solvente, incrementando la presion superficial o disminuyendo la tension interfacial - Asi pucs, si las
gotas de solvente formadas conticnen moleculas de polimero, éstas tienden a agregarse y formar
nanoparticulas debido a la continua difusion del solvente y a su exposicion a un medio no solvente

Estos fenomenos se representan en ¢l esquema de la figura 36.
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Figura 36. Representacion esquematica de la formacion de nanoparticulas por un mecanismo de turbulencia
interffacial. 11 = Piesion supeificial y ¥ = Tension interfacial [Modificado de D. Quintanar-Guenrero y cols.,

1998a).

En la primera parte el estudio se analizé la influencia de la concentracién de la fase orgédnica vy la
velocidad de adicidn de la misma a la fase acuosa (125 ml) sobre el rendimiento del proceso y la talla
de particula de las nanoesferas obtenidas (ver figura 11). Se trabajaron tres diferentes concentraciones
de poli-ti-caprolactona (PCL) en acetona: 2.5, 50 v 7.5 % p/v. Las velocidades de inyeccion
fucron 14.2, 950 y 35.0 ml/min. El volumen de la fasc orgdnica se mantuvo constante para todos
los lotes (20 mi)

En la sesunda parte del estudio se prepararon nanoparticulas del mismo polimero utilizando el sistema

de reflujo que se esquematizd en la figura 12; se adicionaron 20 ml de una solucidn orgdnica de PCL
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en acetona a tres diferentes velocidades 14.2, 25.0 y 35.0 ml/min y el volumen de agua del sistema
de reflujo (125 ml) se mantuvo recirculando a tres velocidades 27.5, 55 y 83 ml/min.

Todos los expenmentos se llevaron a cabo por quintuplicado, se prepararon en total 180 lotes. Los
resultados de las determinaciones de la talla de particula se presentan en la tabla 9. Las determinaciones
de tamano de particula se llevaron a cabo por triplicado utilizando un contador NanoSizer® N4 Plus;

sélo se muestran los promedios obtenidos de las tres determinaciones

Tabla 9. Talla de particula (nm) para nanoparticulas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente

por la forma convencional y con sistema de reflujo propuesto.

CONCENTRACION 2.5 % CONCENTRACION 5.0 % CONCENTRACION 7.5 %
Velocidad Velocidad Recirculacion Método Velocidad Recirculacion Método Velocidad Recirculacion Método
Inyeccion iml/muny Convencional (mlminy Convencional (mlaminy Convencional
{ml/min) 275 | 550 | 830 27.5 55.0 8l.0 275 55.0 83.0
T
; Jutng 38304 2067 24516 28618 23945 336 47 326 34 206 67 23917 24020
RN 387 14 208 54 301 14 246 G2 34920 30870 2003 40 180 03 27060
142 Lo s 397 45 200 11 204 00 243 8] 304 (N) 6040 | 70 22107 246 20
KR Jun T 0300 205 00 Jus iy Ha e dut 77 2w 21620 10 37 25900
KRRIRIUNY RISIR S 246 68 ‘1 Dra6h 24677 atou7 Q078 ‘ JiBar JGEEN 27743
—— : T e e
JTABT L daww 286 W) 183 37 318 30 AR TN L0707 2127 ATOHS o« (2880 2h7 o 184 77
30900 } RO EAK] 3136l 190 45 31667 248 42 1450 20270 Ja5 70 [ 187 336 Jhuay 176 63
25.0 25270 ] 348 Ity 183 00 283 32 28073 206 00 T30 60 QEHHI 17100 FER 184 87
288 00 026 2046 65 178 53 32549 100 00 206 04 25153 LR ur ‘ 175 14 145 6O 185 07
28963 : 23413 302 19 186 07 306 B0 22025 181 H7 2Hu7 PEL BRI ‘ 169 89 176 77 187 13
i !
‘ s R e e
3saTn | o1014p 169 40 20877 24337 | 18163 167 07 148 23 20100 i 2238t 154 657 162 U5
376 26 ‘ 17700 J08 82 20103 21690 ) 1754 a3 147 73 194 70 1HO 52 147 43 146 73
35.0 A72 57 | 1ROHES 20361 20200 Ja6 73 L 154 60 10203 197 61 17832 ALHIEAR) 170 10
356 60 g 17671 200 64 19370 266 27 I 100 45 169 17 204 40 165 35 186 64 156 27 152 33
358 94 ‘ 18292 198 96 jag o) 280447 i 21042 159 47 20067 8163 187 40 1413 47 160 90

En la tabla 10 sc presenta el rendimiento del proceso, expresado en porcentaje, para los diferentes
lotes preparados tanto por ¢l método convencional como por el sistema de reflujo. Los rendimientos
fueron calculados considerando el peso de los agregados que se formaron durante el proceso y que

fueron retenidos en ¢l tamiz.
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Tabla 10. Rendimiento del proceso (%) de preparacion de nanoparticulas obtenidas por el método de

desplazamiento de solvente por la forma convencional y con sistema de reflujo

CONCENTRACION 2.5 % CONCENTRACION 5.0 % CONCENTRACION 7.5 %
Velocidad Velocidad Recir B Vel jad Recirculacion Método Velocidad Recirculacion Método
Inyeccion minming Convencional aniinun) Con 1 minn) Convencianal
(ml/miny 27.5 55.0 8.0 275 55.0 83.0 27.5 55.0 83.0
84 04 90 38 a3 76 B6 44 3348 40 88 5122 2733 2515 2697 2229 2327
82 92 9410 92 32 B6 70 3270 3060 03 86 2300 2465 32 80 L] 2096
14.2 85 36 93 44 94 46 8t 68 34 41 3412 H113 2643 32 H4 2143 2079 S 28
82 20 9270 M 94 A6 26 31 60 47 60 HU16 2709 2863 2107 2724 210
82 22 B9 8h G2 36 HH 30 oK 27 44 741 5307 2676 2593 22 33 2620 L2073
i
86 04 930 5 38 5 00 R 365491 f740 4304 28 Ul 3137 29 0 16 6%
90 58 92 54 46 30 04 68 aw 365 42 6H Ha 3y 4501 3128 3077 4206 875
25.0 B85 72 a3 52 a5 8y G278 3009 KRRIH) HE AUV 44 7 REENS:S 3471 3013 18 3y
88 26 92 44 o5 B8 G300 3863 36 45 HR 6N 45 38 36 44 3363 3315 1H 21
89 50 90 96 G5 HO “r 7o 38 35 3504 H1 3¢ 44 61 3112 35494 RE A wm
83 22 95 56 95 76 90 50 48 a1 47 40 41 30 35 58 4101 7 14 50
90 28 04 28 95 26 a0 12 44 43 56 67 3909 35 86 29 33 3807 1475
35.0 88 38 91 88 a3 96 91 86 42 64 5376 4416 35 09 39 46 3248 3314 t4 65
86 34 94 88 a2 ar 92 86 3992 4979 37 52 3243 3725 3389 a4t 27 14 37
86 76 azag 92 68 91 38 avwm &7 32 KRR 3555 46 93 36 67 3614 1411

Con los resultados presentados en las tablas 9 y 10 se construyeron los grdficos 17 a 26. En los
grificos 17 y 18 se aprecia el efecto de la velocidad de inyeccion y de  la concentracidn de la fase
orginica sobre ¢l rendimiento del proceso y la talla de particula cuando se aplica el método
convencional de desplazamiento de solvente

Enlos grificos 19 a 21 y 23 a 25 se representa el efecto que ejercen la velocidad de inyeccién y la
velocrdad de recirculacién sobre el rendimiento del proceso vy la talla de las particulas obtenidas por el
método de desplazamiento de solvente utidizando el sistema de reflujo propuesto. Se constiuyd un
grafico por cada concentracién de la fase orgénica y en los grificos 22 y 26 se redinen los resultados
obtenidos para las tres diferentes concentraciones. Los puntos incluidos en los gréficos 17 a 26 son los

promedios de las cinco repeticiones para cada dispersion de nanoesferas.
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Grifico 17. Electo de la concentracion y la velocidad de inyeccion sobre la talla de particula de nanoesferas
obtenidas por el método convencional de desplazamiento de solvente.
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Gréfico 18. Electo de la concentracion y la velocidad de inyeccion sobre el rendimiento del proceso de
obtencidn de nancesferas por el método convencional de desplazamiento de solvente.
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{5} GRWIPUIY

Gréfico 19. Efecto de la velocidad de inyeccion y velocidad de recirculacion sobre el rendimiento del proceso

de obtencion de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracion de 2.5 9% p/v.
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Girifico 20. Efecto de la velocidad de inyeccion y velocidad de recirculacion sobre el rendimiento del proceso

de obtencién de nanoesferas por el método de desplazamicnto de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracién de 5.0 % p/v.

104




RESULTADOS Y DISCUSIAN

100
a0
g
2.
3 60
@
i
g w0
%,%Q'o

Gréfico 21. Efecto de la velocidad de inyeccién y velocidad de recirculacién sobre el rendimiento del proceso

de obtencién de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracién de 2.5 9% p/v.
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Gréfico 22. Efecto de la velocidad de inyeccion y velocidad de recirculacién sobre el rendimiento del proceso

de obtencién de nanoesferas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para las
concentraciones de 2.5, 5.0y 7.5 % p/v.
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Grafico 23. Efecto de la velocidad de inyeccién y velocidad de recirculacion sobre la talla de particula de

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracién de 2.5 % p/v.
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Gréfico 24. Efecto de la velocidad de inyeccion y velocidad de recirculacién sobre la talla de particula de

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracidn de 5.0 % p/v.
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Gréfico 25. Efecto de la velocidad de inyeccién y velocidad de recirculacidn sobre la talla de particula de

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para la
concentracién de 7.5 % p/v.
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Griéfico 26. Efecto de la velocidad de inyeccién y velocidad de recirculacién sobre la talla de particula de

nanoesferas obtenidas por el método de desplazamiento de solvente con el sistema de reflujo para las
concentraciones de 2.5, 5.0y 7.5 % p/v.
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Por el método convencional de desplazamiento de solvente se obtuvieron nanocesferas de tamafios de
160 a 320 nm aproximadamente. Para las nanoesferas obtenidas con el sistema de recirculacién se
registraron tallas de 160 a 380 nm aproximadamente. No se aprecia una diferencia notable en las
tallas de particula de las nanoesferas obtenidas por los dos métodos.

En cambio, en los grificos 18 y 23 al 26 se aprecia que el rendimiento del proceso se ve aumentado
cuando se utiliza el sistema de recirculacion propuesto para las tres concentraciones empleadas. Por
cjemplo, para la concentracién de 7.5 96 p/v se obtuvieron rendimientos de 22.07, 17.8 y 14.48
9% pata las velocidades de inyeccidon 14 .2, 25 0 y 35 ml/min, respectivamente, y con el sistema de
reflujo se obtuvieron rendimientos de 27 42, 31.92 y 39 .98 para las mismas velocidades de
inyeccion y la velocidad de recirculacién mds baja (27.5 ml/min).

Como se schalo con anteriondad, las nanoparticulas formadas por desplazamiento de solvente se forman
practicamente en forma instantdnca por la rapida difusion del solvente polar hacia la fase acuosa cuando
ambas fascs entran en contacto. El sistema de reflujo permite cambiar constantemente el medio acuoso
que entra cn contacto inicialmente con la fasc organica, lo que favorece el proceso de difusién y por
tanto ¢l rendimiento del proceso aumenta

En los grificos 19 y 20 sc aprcca con clandad que para las concentraciones de 2.5 y 5.0 9 p/v
mejora ¢ rendimiento del proceso cuando se aumenta la velocidad de recirculacion sistema. Para la
concentracion de 7.5 96 (Grdfico 21) el rendimicnto puede considerarse constante, no se modifica al
aumentar la vclocidad de recirculacion; sin embargo, se aprecia que al aumentar la velocidad de
inyeccion el rendimicnto del proceso aumenta para todas las velocidades de recirculacion.

Stammesse y calaboradores (1995) reportaron la formacién de nanoesferas de poli-t-caprolactona
Unicamente a concentraciones de polimero en acetona menores al 15 96 con rendimientos cercanos al
100% vy tallas de particula de 150 a 200 nm. Los endinuentos obtenidos con el sistema de
recirculacion para la concentracion de 2 5 94 p/v son bastante aceptables (83.35 a 96.03 9%).

Con la hnalidad de conocer ¢l electo de las vanables que intervienen en la obtencion de nanoesferas
con ¢l sistema de refluyo (concentiacion, veloadad de inyecaion y velocidad de recirculacion) sobre el
rendimiento del proceso se llevd a cabo un andlisis estadistico de varianza considerando un disefo en

bloques completo 3x3x3 con 5 repeticiones. Se utiliz6 el programa SPSS Data Editor 10.0 para
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ambiente Windows. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 11 y 12, Las variables de
respuesta fueron el rendimiento (96) v la talla (nm), los factores analizados fueron concentracién,
velocidad de inyeccion y velocidad de recirculacion; para cada factor se estudiaron tres niveles. Se

determiné la probabilidad de la significancia de los factores y sus interacciones.

Tabla 11. Resumen del andlisis de varianza para la variable de respuesta rendimiento del proceso.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: REND

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Mode! 93887 5647 26 3611.060 375.065 .000
Intercept 413759.533 1 413759.533 |42975.354 000
CONC 89310 856 2 44655.428 4638.160 .000
INYEC 868.068 2 434.034 45081 000
RECIRC 842 049 2 421.025 43.730 .000
CONC * INYEC 404.005 4 101.001 10.491 000
CONC * RECIRC 844 384 4 211.096 21.926 .000
INYEC * RECIRC 528779 4 132.195 13.730 .000
CONC * INYEC * RECIRC 1089 424 8 136178 14.144 .000
Error 1039.806 108 9.628
Total 508686 904 135
Corrected Total 94927 370 134

a. R Squared = 989 (Adjusted R Squared = .986)
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Tabla 12, Resumen del andlisis de varianza para la variable de respuesta talla de particula.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable; TALLA

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 489978.140° 26 18845.313 57.447 .000
Intercept 7982670.470 1 | 7982670.470 (24333 859 .000
CONC 96633.138 2 48316.569 147.285 .000
INYEC 91407 731 2 45703.865 139.321 000
RECIRC 105634.393 2 52817.197 161.005 .000
CONC " INYEC 12284 265 4 3071.066 9.362 .000
CONC * RECIRC 49713753 4 12428.438 37.886 .000
INYEC * RECIRC 28107 802 4 7026.950 21.421 .000
CONC * INYEC " RECIRC | 106197.058 8 13274 632 40.466 .000
Error 35429.170 108 328.048
Total 8508077.780 135
Corrected Total 525407.309 134

a. R Squared = 933 (Adjusted R Squared = .916)

De las tablas anteniores se obticne que todos los factores tienen un efecto estadisticamente significativo
(sig < 0 05) sobre ¢l rendimiento del proceso v la talla de particula.

Para hacer una comparacién entre los dos métodos empleados, convencional y con reflujo, se hizé un
andlisis de varianza. La vanable respuesta fue ¢l rendimiento del proceso y los factores analizados fueron
veloadad de inyeccién y concentracion (tres niveles cada factor) y método (dos niveles). Se
consideraton las cinco tepeticiones para cada combinacién y la maxima veloadad de recirculacion para

ol método de recirculacion. Los resultados sc presentan en la tabla 13
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Tabla 13, Resumen del andlisis de varianza para la variable de respuesta rendimiento, comparacion de los dos

métodos

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: REND

Type Ill Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 79002.468° 17 4647.204 1604.682 .000
Intercept 253459.136 1 253459.136 |87519.580 .000
CONC 73910.226 2 36955.113 [ 12760.621 .000
INYEC 569.418 2 284,709 98.310 .000
METODO 2420.929 1 2420.929 835948 .000
CONC " INYEC 505.859 4 126.465 43.668 .000
CONC * METODO 451.491 2 225.746 77.950 .000
INYEC * METODO 18.487 2 9.243 3.192 .047
SA(E')“I,\'JSDOWYEC 1126.059 4 281.515 97.207 .000
Error 208.514 72 2.896
Total 332670.119 90
Corrected Total 79210.982 89

a. R Squared = 997 (Adjusted R Squared = .997)

De la tabla 13 sc obtiene que todos los factores ticnen un efecto estadisticamente significativo sobre el
rendimiento del proceso. Hay una diferencia estadistica entre los dos métodos. La interaccidn entre los

factores Velocidad de Inyeccion y Método es la que presenta menor influencia sobre la variable

respucsta



CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

Durante ¢l desarrollo de este trabajo de investigacion se logid la obtencion de nanoesferas
biodegradables  utilizando la técnica de  emulsificacién-difusion, el principio  activo  encapsulado
(triclosan) es un agente antibacteriano eficaz contra muchos de los microorganismos causantes de
enfermedades periodontales. La cficiencia de encapsulamiento fue superior al 70%.

Mediante los estudios de calorimetria diferencial de bariido pudo determinarse que el triclosan se
encontraba disperso molecularmente en las matrces poliméricas  cargadas con triclosan.

El tamano de las nanoparticulas de PLGA tiende a aumentar conforme se incrementa la proporcién de
activo/polimero en las nanoesferas; ademds se encontrd una disminucién en la temperatura de transicién
vitrea del PLGA, lo cual es un indicativo de que el triclosén estd actuando como un plastificante no
convencional

Los estudios de libcracion i vitro se llevaron a cabo utilizando un sistema que permite el contacto
directo entre ¢l medio de disolucidn y las nancesferas analizadas. En general, la liberacion del triclosén a
partir de las nanoesferas de PLGA, PLA y CAP fue muy répida (75% en 40 minutos) y los datos
obtenidos sc adaptan al modelo propuesto por Higuchi.

Los resultados prehmimnares de los estudios rcalizados in vivo en perros criollos a los que se les
administraron nanoparticulas de PLGA con tnclosdn vy suddn Il demuestran que existié una respuesta
inflamatoria en los tejidos tratados, sin embargo, no se puede determinar si la respuesta fue ocasionada
por ¢l colorante, el polimero o ¢l activo

Con respecto a la preparacion de nanoparticulas por el método de desplazamiento de solvente se logrd
disenar un sistema de reflujo que permite la preparacion de nanoesferas de PCL, los rendimientos del
proccso propucsto son mucho mayores que los alcanzados por el método de obtencion convencional,

lo antenor abre la posibilidad del escalamiento industrial de las nanoparticulas.
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7. PERSPECTIVAS.

Para continuar los cstudios realizados en este trabajo de tesis se propone la evaluacién ex vivo de
nanoparticulas utilizando mandibula de cerdo con el fin de determinar, mediante microscopia confocal
laser, la capaaidad de penetracion de las nanoesferas cargadas con triclosan a través del epitelio sulcular.
Asi mismo se requicre continuar los estudios en perros para determinar las concentraciones del activo en
el fuido crevicular y determinar si la concentracidn alcanzada en cse fluido es efectiva contra
microorganismos causantes de la gingivitis y la peniodontitis

Con respecto a la preparacion de nanoparticulas por el método de desplazamiento de solventes se
propone utilizar un sistema que utilice ¢l mismo mecanismo de reflujo  propuesto es este trabajo y que
permita trabajar con mayores volimenes, para comenzar el escalamiento de la produccién de estos
sistcmas

El discho de formas farmacéuticas a partir de entidades nanométiicas permite un mayor control de la
libcracion de los principios activos. Este trabajo pone de manificsto la importancia de la nanctecnologia
dentro del drca farmacéutica y aporta una nueva linca de investigacion para el desarollo de sistemas
terapéuticos que permitan dirigic un principio activo directamente al sitio de accion, aumentando la

cfectividad de muchos tratamientos y dando mayores benehicios al paciente.
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ANEXO 1

ANEXO 1. Espectros ‘%?ab,sc",c"é”)' coeficientes de absortividad (8)

A) Triclosdn en NaOH 0.1 N
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ANEXO 2

A) Porcentajes de triclosdn liberado de nanoesferas de PLGA considerando como 100% el triclosén
cargado en las nanoesferas. Lote 2 (1.23 96 de Triclosan); Lote 3 (4.76 % de Triclosan); Lote 4
(9.09 % de Triclosdn); Lote 5 (16.67 % de Triclosin); Lote 6 (23.08 9% de Triclosdn) y Lote 7
(33.33% de Triclosan).

t Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5§ L.ote 6 Lote 7
(min) Prom. * d.e.|Prom. * d.e.|Prom. * d.e. | Prom. * d.e.{Prom. * d.e.|Prom. * d.e.
5 3992 + 156| 4895+ 9.35| 4822 + 1165] 4675+ 691 6252 + 489 7201 + 338
10 4511 + 238 5502+ 558 5732+ 9.80] 5819+ 3.02{ 6678 + 587 73.06 + 115
15 5058 + 424 6095+ 597| 6191+ 968 6579+ 603] 7265 + 7 21| 7430 + 361
20 56.04 + 559| 6513+ 7.03] 6647 + 437/ 7311+ 433] 7609 + 058 7513 + 257
25 6127+ 610/ 7130+ 578] 7128+ 140 7679+ 473| 7976t 184 7596 + 3.16
30 6555+ 527| 7536+ 486 7433+ 208 8071+ 377 8245+ 2563 7658 + 105
40 7243 + 359] 8316+ 432] 7762+ 437 8592+ 888 8806+ 737 7782 + 201
50 7578 + 412 9087 + 592| 7978+ 531 8751 + 184 8931 + 422 7947 + 063
[c]0] 7863 + 423] 9443+ 6.35] 8206+ 321 9168 + 207] 8957 + | 26/ 7969 + 2.62
70 8054 + 149] 9596+ 428 8308+ 807 9326+ 190| 9054 + 335 7927 + 2.28
80 8244 + 692| 9609+ 206| 8384+ 145 9483+ 603] 9176 + 1908 7989 + 1.27
20 8340+ 211 9622+ 496| 8359+ 738| 9484 + 224} 9080 + 267 8030+ 276
105 8387 + 217| 9459+ 367| B422+ 126 9588 + G76| 9371+ L 31| B0O72 + 2.29
120 BG00 + 405 9696 ¢« 319 8410+ 505 9484 + 670] 9081+ 379 8093+ 152
150 8460+ 499 9547 + 735 8448+ 1384 9432 + 516] Y347 + 499 8134 + 208
180 8530+ 672] 9345+ 351] 8423+ 286] 9613 + 331} 9202 + 339) 8237 + 127
210 8554 1 487 9407 + 293 8473+ 175 9563 1 207 9201 + 461} 8135+ 1.52
240 8648 + 149 9708 + 454| 83060+ 418} 9536 + 356 9128 + 159] 8155+ 275
270 8743+ 179 9597 + 420| 8384+ 694 9302+ 057| 9104 + 378; 8361 + 2.36
300 8555+ 595 9647 + 288 84856+ 264 9483+ 167 9128+ 308 8382 + 357
330 8743+ 493 9597 + 339| 8511 311} 9562+ 251 9079 + 519} 8341  2.13
360 8720+ 247| 9609+ 109] 8524+ 158] 9588 + 174 9103 ¢+ 077} 83.21 + 1.25




ANEXDO 2

B) Porcentajes de triclosan liberado de nancesferas de PLA considerando como 100% el triclosan

cargado en las nanoesferas. Lote 9 (1.23 9% de Triclosén); Lote 10 (4.76 9% de Triclosén) y Lote

11 (9.09 % de Triclosén).

t Lote 9 Lote 10 Lote 11
{min) Prom. * d.e.| Prom. + d.e.| Prom, = d.e.
5 2596 + 2.87| 39.38 £+ 164 3527+ 698
10 34.11 + 544 4874 + 7.34} 4304 + 393
15 4146 + 155] 6038 + 6.90| 4723 + 251
20 48.94 + 120 6699+ 502 5242+ 154
25 5390 + 387 7326+ 219 5723+ 435
30 5898 + 3566| 7716+ 293 5952+ 216
40 7262+ 497 8394+ 029 638 + 416
50 7551+ 520 8677+ 124 6770+ 523
60 8394 + 637 8904+ 156| 6960+ 379
70 86.38 + 447 9056+ 217f 7303+ 368
80 8864 + 639 9078+ 314| 7435+ 578
90 9090+ 228 9271+ 412 7584+ 219
105 93.30 + 347 9240+ 229] 7733+ 269
120 9514 + 451 9433+ 247 8057+ 390
150 9711 + 545/ 9531+ 166 7930+ 412
180 9586 + 498 9381+ 237 8117+ 237
210 9669 + 014 9488+ 273 8137+ 258
240 9712+ 132 9510+ 275] 8196+ 154
270 96.56 + 171] 9478 + 325| 8157+ 333
300 9726 + 138 9499+ 127| 8060+ 4.05
330 96.84 + 169 9510+ 129 8202+ 272
360 9712 + 187| 9499+ 087 8189+ 1.19
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ANEXO 2

C) Porcentajes de triclosdn liberado de nanoesferas de CAP considerando como 1009 el triclosén

cargado en las nanoesferas. Lote 13 (1.23 9% de Triclosdn); Lote 14 (4.76 9% de Triclosén) y Lote

15 (9.09 % de Triclosan).

t Lote 13 Lote 14 Lote 15
(min) Prom. * d.e.| PFrom. + d.e.|Prom. + d.e.
5 86.09 + 4.89] 8249+ 548 5584 + 4.46
10 89.58 + 2.78| 8640 + 6.95| 6246 + 537
15 90.02 + 347 8790+ 281| 6787+ 264
20 90.73 + 323| 8973+ 349] 7067 + 335
25 9130+ 293] 9179+ 270 7412+ 257
30 9201 262| 9317+ 266) 7850+ 182
40 9272+ 182 9500+ 137 8272+ 278
50 9344 + 166] 9558+ 126 8501+ 334
60 93.86+ 227| 9581+ 185 8603+ 271
70 9415+ 184] 9627 + 315| 8721+ 3.89
80 9387+ 114| 9616 + 267| 8848 + 265
90 9472+ 193] 9593+ 255 8991+ 249
105 9557 + 137 9672+ 394| 9025+ 302
120 9515+ 203} 9718 + 203 9051 + 421
150 9501 + 145 9696 + 178 8917 + 464
180 9585+ 203| 3718+ 135] 8924+ 453
210 9473+ 181 9741+ 094 8991+ 482
240 9557+ 170| 9730+ 087 8883+ 3.87
270 9685+ 138] 9696 + 132 8966 + 237
300 96.71+ 247 9707 + 162 8925+ 1.81
330 97.28 + 2.05] 9684 + 208| 8958+ 248
360 96.43 + 123 9718 + 212| 8950+ 1.23




ANEXDO 3

A) Porcentajes de triclosén liberado de nancesferas de PLGA respecto al porcentaje de triclosén
méximo liberado. Lote 2 (1.23 % de Triclosén); Lote 3 (4.76 % de Triclosan); Lote 4 (9.09 %
de Triclosdn);, Lote 5 (16.67 % de Triclosén); Lote 6 (23.08 % de Tiiclosin) y Lote 7
(33.33% de Triclosan).

t Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote § LLote 6 Lote 7
(min) Prom. * d.e.| Prom. * d.e.|]Prom. * d.e. | Prom. * d.e.|Prom. * d.e.| Prom. * d.e.
5 4565 + 1.78] 5042 + 963| 5657 + 13.67| 4862 + 7.19| 66.71 + 5.22| 8590 + 4.03
10 5160 + 2.72| 56.67 + 575| 67.25+ 1150 6053 + 3.14{ 7127 + 6.26{ 87.15 £ 1.37
15 57.85+ 485 6278 + 6.15| 7263 + 11.36| 6844 + 627| 7752 + 769 88.63 + 431
20 64.10 + 6.39] 6709+ 7.24| 7798+ 5131 7605 ¢+ 450| 8119+ 062| 8963 + 307
25 7008 + 6.98] 7345+ 595 8362+ 164 7988 + 492| 8511 + 196} 9061 + 3.77
30 7498 + 603| 7762+ 501} 8720+ 244 8395+ 392 87991+ 270| 9136+ 125
40 8284+ 411 8566+ 445 9106+ 513 8938+ 924| 9398 + 786 9283 + 240
50 8667+ 471 9360+ 610] 9360+ 623} 9103 + 191 9531+ 450| 9480+ 075
60 89.93 + 484 9727 + 654 9627 + 377| 9536+ 215 9558 + 134 9506 + 3.13
70 9211+ 1.70] 9884 + 441 9747 + 947 9701 + 198| 9662 + 357( 9457 + 272
80 9429+ 791] 9898 + 212| 9836+ 170| 9864 + 627 9792+ 2 11| 9531 ¢+ 1.52
90 9538t 241 9911 & 511] 9807 + 8G66| 9865+ 233] 9689 + 285 9580 + 3.29
105 9593 + 248| 9743 + 3 78| 98 81 ¢ 148] 9973+ 70310000+ 567 9630 + 273
120 9836 + 463 9987 ¢+ 329 9B66 + H G2 Y866 + 697] Y6 U0 1 404 9654 ¢ 181
150 9676+ 571 9834 1+ 7THT| Wy 11+ 451 9811 + 537 9974 + 532 9704 + 248
180 9756+ 769] 9626 + 362 9881+ 336/10000 & 344| 9820+ 362 9827 + 152
210 9783+ 5567| 9689 + 302] 9940+ 205 9947 + 215 9819+ 492 9705 ¢+ 1.81
240 98 91 + 170110000 + 468] 9808 + 490 9920+ 3701 9741 ¢ 70 9728 + 3.28
270 10000 + 205 9886 + 433] 9836+ 814] 9676 1+ 058] 9715+ 403| 99.74 + 282
300 9785+ 681 9937 + 297 9955+ 3.10] 9864 + 174 9741 + 3.29/100.00 £ 4.26
330 9999 + 564 9885+ 349 9985+ 365 9946 + 261 9689 + 554| 9951 + 2.54
360 9974 + 282 9898+ 112[10000+ 185 9974 + 181| 9714 + 0.82| 9926 + 1.49
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ANEXO 3

B) Porcentajes de triclosan liberado de nanoesferas de PLA respecto al porcentaje de triclosdn mdximo

liberado. Lote 9 (1.23 % de Triclosan); Lote 10 (4.76 % de Triclosin} y Lote 11 (9.09 % de

Triclosan) .

t Lote 9 Lote 10 Lote 11
{min) Prom. * d.e.| Prom. + d.e.| Prom. * d.e.
5 26.69 + 2.95| 4132+ 1.72] 43.01 + 8.51
10 3507 + 559 51.13+ 7.70] 5248 479
15 4263 + 159 63.35+ 7.24| 5758+ 306
20 50.32 + 123| 7029+ 527 6391+ 188
25 5541 + 398 7686+ 230 6978+ 530
30 6064 + 366| 8095+ 307 7257+ 263
40 7466 + 511 8807+ 030 7787+ 507
50 7763+ 535 9104+ 130 8255+ 638
60 8631 + 655 9342+ 164 8486+ 462
70 88.81 + 460| 9501+ 228] 8905+ 449
80 9114 + 657 9525+ 329 9065+ 705
Q0 9346 + 234 9728+ 432 9247 + 267
105 9593 + 357] 9695+ 240 9429+ 328
120 97 82 + 464 9897 + 259 9824+ 476
150 9985+ 56010000+ 174 9669+ 502
180 9856 + 512 9843+ 249| 9897 + 289
210 9942 + 014 9955+ 286f 9922+ 315
240 9986+ 136 9978+ 289 9993+ 188
270 9928 + 176| 9944 + 341 9946+ 406
300 10000 + 142 9967 + 133} 9827 + 494
330 9957 + 174 99.78 + 13510000+ 332
360 9986 + 192 9967 + 0.91| 9985+ 145




ANEXO 3

C) Porcentajes de triclosan liberado de nanoesferas de CAP respecto al porcentaje de triclosdn

cargado. Lote 13 (1.23 9% de Triclosan); Lote 14 (4.76 % de Triclosén) y Lote 15 (9.09 96 de

Triclosan).

t Lote 13 Lote 14 Lote 15
{(min) Prom. * d.e.| Prom. + d.e.{ Prom. * d.e.
5. 88.50 + 5.03| 8468 + 563| 61.70 + 493
<10 92.09 + 2.86| 8870+ 713| 69.02 £+ 593
=15 9254+ 357 9024 + 288 7499 £ 292

20 9327 + 332 9212+ 358 7808 + 370

25 9386+ 301 9423+ 277 8190+ 284

30 9459+ 269 9565+ 273 8674+ 201

40 9532+ 187 9752+ 141 9140 + 307

50 96.05+ 171 9812+ 129 9393 + 369

60 0649 + 233| 9836+ 190] 9506 + 299

70 96.79 + 189] 9882 + 323| 9636 + 430

80 9650+ 117 9871+ 274 9776 + 293

90 97.37 + 1.98| 3848 + 262| 9934 + 275
105 98.24 + 1.41| 9929+ 404] 9972+ 334
120 97 81+ 209 9976+ 208{ 10000+ 465
150 97 67 + 149] 9953 + 183] 98562+ 513
180 9854+ 209 9977+ 139 9860+ 501
210 97 38+ 186{10000 + 096 9934 £ 533
240 9824+ 175 9988 + 089 9815+ 428
270 9956 + 142 9953+ 136] 9906 + 262
300 9942 + 254 9965+ 166| 9861 £+ 200
330 100.00 + 211} 9942 + 214| 9897 + 274
360 99.13+ 126] 9976+ 218 9888 + 136




ANEXO 4

A) Resultados de la liberacion de Triclosdn en nanoesferas de PLGA. Lote 2 (1.23 9% de triclosdn).

t t"? Int Mt Mt/M*100 Mt/Mue In Mt/Ma 1-R In (1-R)
{min) {mg)

5 2 2361 1.6094 5 0950 45 65 0 4565 -0 7841 0 5435 -0 6098
10 31623 2 3026 5 7587 5160 0 5160 -0 6617 0 4840 -0.7256
15 38730 27081 6 4561 57 85 05785 05474 04215 0 8639
20 44721 2 9957 7.1637 64 10 06410 () 4448 0 3590 -1.0243
25 5 0000 32189 7.8211 7008 0 7008 0 3556 02992 -1 2065
30 54772 34012 8.3678 74 98 07498 Q2880 0.2502 -1 3853
40 6 3246 3 6889 9 2453 8284 0 8284 -0.1883 01716 17625
50 70711 393120 96727 86.67 0 8667 0 1431 01333 -2 0150
60 7 7460 4 0943 10 0370 89 93 0 8993 0.1061 0 1007 2 2958
70 8 3666 42485 10 2804 92 11 09211 0 0822 00789 2 6399
80 89443 4 3820 10 5230 94 29 0 9429 00588 00671 2 8623
90 9 4868 4 4998 10 6451 a5 38 0 9538 (00473 00462 -30748
105 10 2470 4 6540 10 7061 95 93 0 9593 -0 0416 0 0407 -3 2008
120 10 9545 4 7875 109778 98 56 0 9836 00165 00164 41113
150 122474 50106 10 7986 96 76 0 9676 -0 0330 00324 -3 4281
180 13 4164 51930 10 8879 97 56 09756 -0 0247 0 0244 37115
210 14 4914 53471 10 9186 97 83 09783 00219 00217 38308
240 154919 5 4806 11 0394 98 91 09891 -0 0109 00109 45218
270 16 4317 5 5084 111607 100 00 1 0000 0 0000 0 0000
300 17 3205 57038 10 9202 97 85 0 9785 -00218 00215 -3 8376
330 18 1659 5 7991 111600 99 99 0 9899 -0 0001 0 0001 9.6564
360 18 9737 5 8861 111313 99 74 0 9474 0 0026 0 0026 -5 9383

B) Resultados de la hiberacion de Tuclosan en nanoesferas de PLGA. Lote 3 (4.76 % de ticlosan)
t " Int Mt Mt/Mc* 100 MUM: In Mt/Ma 1.R In (1-R}
(min) (mg)

5 2 2361 1 6094 11.7577 50 42 0 5042 -0 6848 0 4958 -0 7016
10 31623 2 3026 13.2151 56.67 0 5667 -0.5679 04333 -0.8363
15 38730 2 7081 14 6408 6278 06278 -0 4655 03722 -0 9884
20 44721 29957 15.6442 67.09 0.6709 -0.3992 03291 11113
25 5 0000 32189 17 1275 73 45 0 7345 -0 3086 0 2655 -1 3260
30 54772 34012 18 1011 7762 07762 -0 2633 02238 -1 4971
40 6 3246 3 6889 19 9761 85 66 0 8566 -0 1547 0 1434 19423
50 TOTN 39120 218264 93 60 0 9360 0 0662 0 0640 2 7485
60 T TAB0 40043 226817 a7 27 0727 00077 00273 35991
70 & Jbtib 4 2485 23 0480 G8 84 0 4884 oans [SXARES) 4 4555
80 8 0443 4 3820 23 0809 a8 98 0 QHYH 0010 0 o102 4 5828
90 o 4868 44998 231113 99 11 09911 0 0040 0 008Y 4 7188
105 10 2470 43540 22 7195 Y7 43 IEER] 00261 0 02s7 36603
120 10 0545 4 7875 23 2900 99 87 0 YuH7 -0 0013 0oty 6 6754
150 122474 50106 229316 08 34 0 4834 00168 00166 4 0966
180 13 4164 51430 22 4471 96 26 0 9B26 0 0381 00374 3 2859
210 13 4914 53471 22 5949 96 89 0 9689 00316 00311 34716

240 153919 5 4806 23 3104 100 00 1 0000 0 0000 0 0000

270 1134317 4 5984 230524 98 BG 0 9886 00115 gg114 44698
300 17 3205 5 7038 23 1714 99 37 ) 9u37 0 0064 0 0063 5 0597
330 18 1659 5 7991 23 0515 98 85 () 9885 00116 0onb 4 4665
360 18 9737 5 8861 23 0809 98 U8 0 9898 -0 0103 00102 -4 5828
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ANEXO 4

Q) Resultados de la liberacion de Trclosin en nancesferas de PLGA Lote 4 (9 09 9% de ticlosan).

t 1 Int Mt MYM 100 MUtM In MUM. 1-R In (1-R)
{min) {mg)

5 22361 1 6094 11 5467 56 57 0 5657 0 5697 04343 -0 8340
10 31623 23026 13 7263 6725 06725 -0 3968 03275 11162
15 38730 2 7081 14 8247 7263 07263 03198 02737 -1 2956
20 44721 2 9957 15 9166 77 98 07798 (3 2488 02202 15131
25 50000 32189 17 0688 8362 08362 0 1789 0 1638 -1 8092
30 54772 34012 17 7993 87 20 08720 -0 1370 0 1280 2 0558
40 G 3246 3 6889 18 5875 9106 09106 -0 0936 0 0894 -2 4149
50 70711 39120 141048 93 60 0 9360 0 0662 0 0640 -2 7483
60 7 7460 4 0043 19 6505 96 27 09627 00380 00373 -3 2888
70 8 3666 4 2485 19 8950 a7 47 09747 00257 00253 16760
80 8 6443 4 3820 200773 G4 36 0 9836 00165 (1 01164 41111
90 9 4868 4 4998 200181 a8 07 0 9807 Q0 Q1495 00193 39481
105 10 2470 4 6540 20 1685 94 81 0 9881 00120 00119 4 4293
120 10 9545 4 7875 201393 98 66 0 98643 (1134 00134 4 3158
150 12 2474 50106 20 2296 99 11 09911 0 0090 0 0089 47180
180 13 4164 51930 20 1698 a8 81 0 9881 00119 ooy 4 4345
210 14 4014 5 3471 20 2900 99 40 0 9940 -0 0060 00060 51209
240 154919 5 4806 200194 98 08 0 9808 00194 00192 39514
270 16 4317 5 5984 20 0781 98 36 0 9836 -0 0165 00164 -4 1133
300 17 3205 57038 20 3196 99 05 0 9955 0 0045 00045 -5 3991
330 18 1659 5 7991 203814 99 85 09985 -0 0015 00015 -6 5053
360 18 9737 5 8861 204119 100 00 1 0000 0 0000 0 0000

D) Resultados de la liberacion de Triclosin en nanoesleras de PLGA Lote 5 (16.67 9 de triclosdn)
t e Int Mt MUM* 100 MUtMce In Mt/Mee 1-R In (1-R)
{min) (mg)

5 2.2361 1 6094 5 4266 0 4862 07210 05138 -0 6660
10 3.1623 23026 6 7556 06053 -0 5020 03947 -0 9297
15 38730 2 7081 76378 0 6844 -0 3792 03156 -1.1532
20 44721 2 9957 84873 0 7605 02738 02395 14292
25 5 0000 32189 89144 07988 02247 02012 -16033
30 54772 34012 9 3692 0 B395 01749 01605 18296
40 63246 3 6889 99749 08938 01123 01062 -2 2424
50 70711 39120 10 1594 09103 0 0940 00897 24116
60 7 7460 4 0043 10 6429 95 36 09536 -0 0475 00464 30715
70 B 3666 4 2485 10 8267 a7 09701 00303 00299 -35104
80 8 9443 43820 110087 98 64 0 9464 00137 00136 4 2994
a0 9 4868 4 4998 11 0008 a8 65 0 9865 00136 00135 43067
105 10 2470 4 6540 11 1304 9973 04973 00047 00027 -H,9248
120 10 9545 4 787H 110105 UK B (1 9866 00135 00134 43115
150 12 2474 50100 10 9495 a8 11 [CRSI:aRI [SRVARTE 00184 -3 4696
180 13 4164 H 1930 111602 100 00 1 0000 ¢ 0000 (} 0000
210 14 4414 534N 11101 G99 47 09947 00053 00053 -5 2414
240 154019 5 4806 110706 49 20 1) G920 00081 0 0080 48251

270 16 4317 H HUR4 10 7991 96 76 0 U676 00329 00324 34310
300 17 3205 5 7038 11 0085 98 64 0 9864 00137 00136 4 2983
330 18 1659 5 7901 111002 99 46 U 9946 0 0054 Q0054 52261
360 18 9737 5 8861 11 1309 99 74 0 9974 -0 0026 0 0026 -5 9431
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ANEXO 4

E) Resultados de la liberacién de Triclosén en nanoesferas de PLGA . Lote 6 (23 08 9% de ticlosan).

t t' Int Mt MUM:* 100 Mt/M.s In Mt/Mo: 1-R In (1-R)
(min) (mg)

5 2.2361 1.6094 7.7480 6671 06671 -0 4048 03329 -11000
10 3.1623 23026 8 2769 7127 07127 03388 02873 12471
15 38730 27081 90036 77.62 07752 -0 2546 02248 -1 4927
20 44721 29957 94300 8119 08119 .0 2083 0 1881 16710
25 50000 32189 9 8848 8511 08511 01612 01489 -19045
30 54772 34012 10 2192 87 99 08799 -0 1280 0 1201 21193
40 63246 3 6889 10 9146 93 98 09398 -0 0621 0 0602 -2 8095
50 70711 39120 11 0695 95 31 09531 -0 D480 0 0469 30598
60 7 7460 40943 111006 95 58 09558 -0 0452 0 0442 31185
70 8 3666 4 2485 112214 96 62 0 9662 -0 0344 00338 -3 3866
80 89443 43820 113728 a7 92 09702 00210 00208 38736
90 94868 4 4998 112631 96 89 0 9689 00316 00311 34710
105 10 2470 46540 116142 100 00 1 0000 0 0000 0 0000
120 10 9545 4 7875 112546 96 90 0 9690 00315 00310 34750
150 122474 50106 11 5841 a9 74 09974 0 0026 00026 50543
180 134164 51930 11 4052 a8 20 09820 00182 00180 40174
210 14 4914 53471 114041 98 19 09819 00183 00181 40123
240 154919 5 4806 113136 a7 41 09741 -0 0262 0 0259 -16543
270 16 4317 5 5084 112829 a7 15 09715 -0 0289 00285 36571
300 17 3205 57038 113129 97 41 09741 0 0263 00259 36519
330 18 1659 5 7991 112528 96 89 09689 00316 00311 -34700
360 18 9737 5 8861 112826 97 14 09714 -0.0200 0.0286 -3 5560

F) Resultados de la hiberacon de Tnclosan en nanoesferas de PLGA Lote 7 (33 33 %9 de tiiclosan).

t t'? Int Mt MUM(* 100 Mt/Mo In MUM 1-R In (1-R)
(min) {mg)
5 22361 1 6094 105518 85 90 08590 -0 1520 01410 19592
10 31623 2 3026 10 7056 87 15 08715 -0 1375 0.1285 -2.0522
15 38730 2 7081 10 8874 88 63 08863 -0 1206 0.1137 21746
20 44721 29957 11 0090 8963 08963 -0 1095 01037 -2 2658
25 50000 32189 11 1304 90 61 09061 -0 0986 0 0939 -2 3659
30 54772 34012 112215 91 36 09136 -0 0904 0 0864 -24482
40 6 3246 36889 114030 42 83 09283 -0 0744 00717 -2 6356
50 70711 39120 11 64562 94 80 0 G480 0 U534 00520 -2 9574
60 7 7460 40943 11 6760 95 06 0 9506 0 0506 0 0494 30082
70 8 3666 4 2485 11 6167 Y4 57 0 y4a467 U 0558 00543 29137
80 8 9443 4 3820 11 70538 95 31 09531 0 0481 0 0469 -3 0589
90 9 4868 4 4098 11 7677 an 80 1) YHEO 0 0429 00420 -3 1704
105 10 2470 4 6540 11 8283 Uk 30 09630 -0 0378 00370 32955
120 10 9545 4 7875 11 8588 96 H4 (} 4654 0 0352 (0 0346 -3 3649
150 122474 50106 119193 97 04 09704 (0 0301 0 0296 -35186
180 134164 51930 12 0704 98 77 o927 Q0175 00173 4 (548
210 14 4914 53471 11 9206 97 05 09705 -0 0300 0 0295 35221
240 15419 5 4B 11 94498 97 28 09728 - 0275 0272 3 6062
270 16 4317 5 6984 12 2515 Yy 74 09974 0 0026 0 0026 -5 0531
300 17 3205 57038 12 2834 100 00 1 0000 O 0000 0 0000
330 18 16659 57691 12 2234 49 51 09951 0 0049 0 0049 -5 3207
360 18 0737 5 8861 12 1928 99 26 0 9926 -0 0074 0 0074 -4 9099




ANEXO 4

G) Resultados de la liberacion de Triclosdn en nanoesferas de PLA. Lote 9 (1.23 % de tiiclosén).

t 'S Int Mt Mt/Mu100 Mt/M«s In Mt/Mes 1-R In {(1-R)
(min) (mg)
5 2 2361 16094 55774 26.69 0 2669 -13209 07331 -03105
10 31623 2 3026 7 3293 3507 0 3507 -10477 0 6493 -04319
15 38730 27081 8 9075 42 63 04263 -0 8527 05737 -0 5556
20 44721 2 9957 10 5148 50.32 0 5032 -0 6868 0 4968 -0.6995
25 5 0000 32189 11 5796 5541 0 5541 -0 5903 (0 4459 -0 8078
30 54772 34012 126713 60 64 0 6064 -0 5002 03936 -0 9324
40 6 3246 36889 15 6022 74 66 0 7466 -0 2922 02534 -1 3730
50 70711 39120 16 2228 7763 07763 -0 2532 02237 -1 4976
60 7 7460 4 0943 18 0354 86 21 0 8631 -0 1472 0 1369 -1.9884
70 8 3666 4 2485 18 5588 88 81 0 8881 -0 1186 01119 -2.1904
80 8 9443 4 3820 19 0443 G114 09114 Qouz8 00886 -24232
90 9 4868 4 4994 19 5296 93 46 0 9346 00677 0 0654 27270
105 10 2470 4 6540 20 0450 9593 09593 00418 00407 -3 2003
120 10 9545 4 7875 20 4400 97 82 09782 00221 0218 -38238
150 12 2474 50106 20 8645 99 85 09985 00015 00015 -6 4805
180 134164 51930 20 5957 98 56 0 9856 00145 00144 4 2408
210 14 4914 53471 207750 99 42 0 9942 00058 00058 51470
240 15 4919 5 4806 20 8665 99 86 0 9986 -00014 00014 6 5453
270 16 4317 5 5984 20 7464 99 28 09928 -0 0072 00072 4 9362
300 17 3205 57038 20 8965 100.00 1 0000 0 0000 0 0000
330 18 1659 57991 20 8069 99 §7 0 9957 -0 0043 00043 -54521
360 18 9737 5 8861 20 8667 99 86 0 9986 -00014 00014 -6 5517

H) Resultados de la liberacion de Triclosén en nanoesferas de PLA Lote 10 (4 76 96 de triclosdn).

t 1" Int Mt MYM* 100 Mt/Ma In MUM 1-R In (1-R)
{min) {mg)
5 22361 16094 110643 4132 04132 0 8839 0.5868 -0.5330
10 3.1623 2 3026 13 6933 5113 05113 -0 6707 0.4887 -0.7161
15 38730 27081 16 9650 63 35 06335 -0 4565 0.3665 10038
20 44721 2 9957 18 8237 70 29 07029 -0 3525 02971 12137
25 5 0000 32189 20 5834 76 86 0 7686 02632 02314 14637
30 54772 34012 216793 80 95 0 8095 02113 0 1905 -1 6583
40 6 3246 16889 23 5852 88 07 0 8807 -0 1270 01193 -2 1262
50 TO7T1 39120 24 3805 91 04 09104 0 0939 0 0896 -24125
60 T 7460 4 0943 250184 a3 42 0 9342 U 06RO 0 0658 27216
70 8 3660 4 2485 25 4443 95 01 0 uhi Q0512 0 0499 2 9yB4
80 & 0443 4 3820 25 5071 a5 25 09524 0 0487 00475 3 0466
90 0 48658 4 4998 26 0502 a7 28 09728 00276 00272 36030
105 10 2470 4 6540 25 9630 96 95 0 9695 00310 0 0305 -34901
120 10 4545 4 7875 26 50561 98 97 09897 00103 00103 4 5802
150 122474 50106 26 7797 100 00 1 6000 0 0000 0 0000
180 134164 51930 26 3593 98 43 () 9843 -00158 00157 -4 1542
210 14 4014 53471 26 66H82 99 55 0 9955 0 0045 00045 -5 3959
240 15 4914 5 4806 26 7203 99 78 () 9978 0 0022 0 0022 61117
270 164317 5 5484 26 6303 9y 44 (} 9944 0 0056 0 0056 -5 1885
300 17 3205 5 7038 26 6900 99 67 0 9967 0 0034 0 0033 -5 6992
330 18 1659 57991 26 7205 49 78 09974 0022 0 0022 6 1150
360 18 9737 5 8861 26 6906 99 67 09967 -0 0033 0 0033 -6 7052
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ANEXO 4

1) Recultados de la liberacion de Triclocdn en nanoesferas de PLA Lote 11 (9.09 9% de tiiclocn).

t t'? Int Mt MUM* 100 MUM« In MM 1-R In (1-R)
{min) (mg)
5 2 2361 1.6094 16 4608 43 01 04301 -0 8437 0.5699 -0.5623
10 31623 23026 20 0869 52 48 05248 -0 6447 04752 -0.7441
15 38730 2 7081 22 0381 57 58 05758 -0 5520 04242 -0.8576
20 44721 29957 24 4617 63 91 06391 -0 4476 0 3609 10193
25 50000 32189 26 7072 69 78 06978 -0 3598 03022 11967
30 54772 34012 27 7758 72 57 07257 -0 3206 02743 -12937
40 6 3246 36889 20 8021 77 87 07787 02501 02213 -1.5082
50 70711 39120 31 5930 B2 55 08255 01918 01745 -1.7457
60 7 7460 40943 32 4781 84 86 0 8486 01642 01514 -1 8878
70 8 3666 42485 34 0812 89 05 0 8905 01160 01095 22117
80 89443 4 3820 34 6938 90 65 0 9065 -0 0982 00935 -2 3698
90 94868 4 4998 35 3909 92 47 09247 00783 00753 -2 5864
105 10 2470 4 6540 36 0885 94 29 09429 -0 0588 00571 28636
120 10 9545 47875 37 6001 a8 24 0 9824 00177 00176 40417
150 12 2474 5 0106 47 0062 96 69 0 9669 00336 00331 -3 4087
180 134164 51930 37 8760 ag 97 0 9897 00104 00103 45723
210 144914 53471 379726 9o 22 09922 0 0079 00078 -4 8492
240 154919 5 4806 34 2445 49 93 09993 -0 0007 00007 -7 2226
270 16 4317 5 5984 38 0652 99 46 09946 -0 0054 0 0054 -52188
300 17 3205 5 7038 376119 98 27 09827 00174 00173 -4 0595
330 18 1659 5.7991 38 2724 100 00 1 D000 0 0000 00000
360 18 9737 58861 38 2161 99 85 09985 00015 00015 -6 5221

J) Recultados de la hberacion de Tuclocan en nanoesferac de CAP. Lote 13 (1.93 %6 de triclosan)

t ¢ ' Int mt MUM*100 Mt/M: In Mt/Me: 1-R In (1-R}
(min) (mg)

5 2.2361 16094 18 3G01 88.50 0 8850 -0 1221 01150 -2.1632
10 3.1623 2 3026 19 1034 92 09 0.9209 -0 0824 00791 -2.5366
15 3 8730 2.7081 19 1983 92 54 0 9254 -00775 00746 -2 5962
20 44721 29957 19 3496 93 27 09327 0 0696 00673 -2 6991
25 5 0000 3.2189 194711 a3 86 09386 00634 00614 -2 7902
30 54772 34012 19 6226 94 59 09459 0 0556 0 0541 29168
40 6 3246 36889 197742 95 32 09532 00479 0 0468 -3 0620
50 70711 39120 19 9259 96 05 0 9605 00403 00395 -32318
60 7 7460 4 0943 200172 46 49 (0 9649 00357 00351 33501
70 8 3666 4 2485 200781 RISRVAS] O 96749 0327 0032t 34374
80 8 9443 4 3820 2000181 Gt S0 04650 30367 00350 -33513
490 9 4868 4 4998 20 187 U7 37 097187 00267 00263 -3 6369
105 10 2470 4 6540 20 3806 GR 24 [SRE V2] 00177 00176 40419
120 10 95456 47875 202013 a7 81 0 av81 00221 00219 38226
150 12 2474 50106 20 2606 47 67 09767 0 0236 00233 -37572
180 13 4164 51930 204413 U8 H4 0 9854 00147 00146 42241
210 14 4614 53471 202012 a7 38 09738 0 0266 00262 -3 6415
240 15 4919 5 4806 20 3807 98 24 0 9824 00177 00176 -4 0420

270 16 4317 55984 206531 99 56 0 9956 -0 0044 0 0044 54191
300 17 3205 5 7038 20 6246 99 42 09942 0 0058 0 0058 -5 1489
330 18 1659 5 7991 207450 100 00 1 0060 0 0000 0 0000

360 18 0737 58861 20 5648 9913 09913 -0 0087 0 0087 -4.7461




ANEXD 4

K) Resultados de la liberacién de Triclosén en nanoesferas de CAP. Lote 14 (4.76 % de triclosin).

t t'e Int Mt MU/Mc* 100 Mt/Mo In MtMc 1-R In (1-R)
(min) {mg)

5 22361 16094 218573 84 68 08468 -0 1662 01532 -1.8763
10 3.1623 23026 22 8929 88 70 08870 -0 1200 01130 -2 1800
15 38730 27081 232910 90 24 0 9024 -0 1027 0 Q976 -2 3268
20 4.4721 29957 237758 9212 09212 -00821 00788 -2 5405
25 5.0000 32189 24.3214 94 23 09423 -0 0594 00577 -2 8526
30 54772 34012 24 6864 95 65 0 9565 0 0445 0 0435 -3 1339
40 6.3246 36889 251710 97 52 09752 00251 0 0248 -3 6979
50 7071 39120 25 3246 98 12 09812 00150 00188 -39727
60 7 7460 40943 25 3858 a8 36 09836 00166 0164 -4 1074
70 8 3666 42485 25 5068 a8 82 0 9882 00118 nong 44428
80 8 9443 4 3820 254774 98 71 0 9871 00130 0129 -4 3503
a0 9 4868 4 4998 254169 a4 48 09848 00154 00152 4 1834
105 102470 4 6540 20 6270 Y9 24 0 9929 Q001 00071 -4 9499
120 10 9545 4 7875 26 7494 0y 76 09976 000024 0024 6 0479
150 12 2474 50106 25 6899 49 53 09953 00047 00047 -6 3665
180 134164 51930 25 7498 49 77 04977 0 0024 0023 -6 0541
210 14 4914 53471 258104 100 10 1 0000 0 0000 0 0000
240 154919 5 4806 25 7807 99 88 0 9988 00012 00012 -6 7661
270 164317 5 5984 25 6900 99 53 09953 00047 00047 -5 3680
300 17 3205 57038 25 7196 99 65 0 9965 -0 0035 00035 -5 6504
330 18 1659 57991 25 6595 99 42 0 9942 -0 0059 0 0058 -5 1421
360 18 9737 5 8861 25 7496 99 76 (3 9976 -0 0024 0 0024 -6.0511

L) Resultados de la liberacion de Tuclosan en nanoesferas de CAP. Lote 15 (9 09 9 de tuclosan).

t [ Int Mt MUM(* 100 Mt/Mc In Mt/Mc: 1-R In (1-R)
(min) (mg)
5 22361 16094 20 0786 6170 06170 -0 4829 0 3830 -0 9597
10 3.1623 2 3026 22 4601 69 02 0 6902 -0 3708 03098 BRFaY:
15 38730 2 7081 24 4039 74 99 0 7499 -0 2878 02501 13858
20 44721 2 9957 25 4104 78 08 0 7808 02474 02192 15178
25 5.0000 32189 26 6526 81 90 08190 01997 01810 17092
30 54772 34012 28 2277 86 74 08674 -0 1423 01326 -2.0203
40 6 3246 3 6889 29 7446 91 40 09140 -0 0899 0 0860 .24533
50 70711 39120 30 5677 93 43 09393 00626 0 0607 28016
60 7 7460 4 0943 30 9344 G5 06 0 9506 00507 0 0494 -3 0069
70 8 36066 4 2485 31 3586 Gt 36 0 9636 0 U3 0 U464 -3 3130
80 B 4aa3 4 3820 dt H134 47 /6 Q9776 27 00224 37972
90 9 4868 4 4998 32 3286 99 34 0 Y934 0066 0 0066 50204
105 10 2470 4 6540 32 4523 g9 72 09972 00008 0 o028 58776
120 10 9545 4 7875 32 5435 100 Q0 1 0000 0 0000 0 0000
150 12 2474 5 0106 32 0617 ag 52 0 ann2 00149 00148 42128
180 13 4164 51930 32 0890 98 60 0 9860 00141 00140 42710
210 14 4914 5 3471 32 3303 99 34 U 9934 00066 0 0066 -5 0281
240 15 4919 5 4806 31 9398 a8 15 9815 Q0187 00185 -39873
270 16 4317 5 5484 32 2390 99 06 0 9406 -0 0094 0 0094 -4 6715
300 17 3205 5 7038 32 0900 98 61 0 9861 00140 00139 -4 2734
330 18 1659 5 7991 32 2097 a8 97 0 9897 200103 00103 -4 5798
360 18 9737 5 8861 32 1803 98 88 0 9888 00112 00112 -4 4953
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