(O LN i )
< %‘ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

DESARROLLO DE UN NANOSISTEMA MUCOADHESIVO PARA LA
ADMINISTRACION ORAL DE AGENTES ANTIOXIDANTES EN RUMIANTES

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
LICENCIADO EN FARMACIA

PRESENTA:
MARIO ALBERTO CANO VEGA

ASESOR: DRA. RAQUEL LOPEZ ARELLANO
COASESOR: DR. GUSTAVO R. RIVERA RODRIGUEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 2013




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES QUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

LR

LCES

VNIVERADAD NACJONAL IE ESTUTAOS
f’ ‘_V]B"AT'ORJO

LA
AVENTAA DE ASUNTO: VOTO'A
MEZXICO i a5
DRA. SUEMI RODRIGUEZ ROMO :
DIRECTORA DE LA FES CUAUTITLAN Al 9
PRESENTE &

ATN: L.A. ARACELI HERRERE}I;EMANDEZ

Jefa del Departamentosdedéximenes
Profesionales dela¥ESCuatitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos a
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis

Desarrollo de un nanosistema mucoadhesivo para la administracion oral de agentes antioxidantes en
rumiantes

Que presenta el pasante: Mario Alberto Cano Vega
Con numero de cuenta: 306020759 para obtener el Titulo de: Licenciado en Farmacia

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARAEL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 22 de agosto de 2013.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE DAR. Juan José¢ Diaz Esquivel
VOCAL DESS. Rodolfo Cruz Rodriguez
SECRETARIO Dra. Raquel Lopez Arellano
ler. SUPLENTE Dr. José Juan Escobar Chavez

2do. SUPLENTE MI. Claudia Mariano Herndndez

NOTA: los sinodales suplentes estdn obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

HHA/iac



Dedico este trabajo a Dios y su creacion, la vida...

Que aun en mi condicién humana pueda domar mi almay dejar de lado todo aquello que me

aleje del camino que hoy he decidido seguir.

Que con mitrabajo en esta efimera vida aporte a la tierra que me ha cobijado la bala magica
qgue alivie las enfermedades del cuerpo; y que mis pensamientos y actos se conviertan en

ejemplos para evitar las enfermedades del alma...



Agradecimientos
A Dios... AlaVida...

A la Universidad Nacional Auténoma de México... A la Facultad de Estudios Superiores

Cuaudtitlan...

A mi madre que primero me dio su espacio, luego la vida y después como si hubiera sido poco

me ofrecié su amor,esfuerzo y cansancio, las palabras de aliento y los abrazos.

A mi padre, por compartir conmigo en tantas ocasiones su sabiduria; por su amor incondicional
y por el ejemplo de cada dia, por ensefiarme la sonrisa y la actitud con la que se enfrenta a la
vida.

A mi hermana, por estar a mi lado todos estos afios, compartir conmigo su espacio, ser mi

amiga y por creer siempre en mi.

A mi novia Fher por los felices momentos que pasamos durante nuestras clases de universidad,
la paciencia y comprension durante el tiempo que he dedicado a este trabajo de tesis, las ideas
gue me has dado y ante todo por el carifio que recibo siempre de ella.

A toda mi familia, a mis abuelos, tios, tias, primos, primas, sobrinos, sobrinas... porque sin
ustedes yo no seria el mismo, por todos esos divertidos momentos y por los de afliccion,

porque todos han marcado mi vida.

A mi amiga de cuatro patas, mi perrita Chispa, por acompafiarme en todas y en cada una de
las noches de desvelo; por esperar siempre sobre mi mochila, libretas, libros vy tareas;

porque al final por tu esfuerzo ti también deberias ser farmacéutica.

A mis compafieros y amigos de la primer generacién de Farmacia, porque cada uno de ustedes
ha dejado una ensefianza en mi y ahora, aunque separados fisicamente, se encontraran en
mis recuerdos y en mi corazén. Y de forma especial gracias a mis compafieros de trabajo:

Gracias “Nofioteam”, gracias “Surtido Rico”, gracias “Amigos’.



A mis amigos de siempre... Kevin y Javier

A la Dra. Raquel vy al Profe. Juan José, por los ejemplos, el afecto, los conocimientos, la
confianza, el apoyo, las herramientas brindadas, los consejos, el tiempo y la paciencia... Al
grupo de trabajo de LEDEFAR, que ahora son mis amigos; por compartir el lugar de trabajo y

sus conocimientos; por los consejos y los momentos de esparcimiento

Al Dr. Gustavo R. Rivera, compafiero, asesor y amigo, porque este trabajo es gracias a ti y
porque con tu propio esfuerzo me has dado el ejemplo para mirar mas alto y me has mostrado

el cientifico en el que me quiero convertir.

A la Dra. Elizabeth Garcia Garcia, por el apoyo recibido para la realizacion de las pruebas de
caracterizacién, por los consejos Yy por motivarme a pensar mas y mas acerca de este trabajo,
lo que me ha permitido enriquecerlo y me ha enriquecido de conocimientos.

Al Ing. Carlos Flores Morales del Instituto de Investigaciones en Materiales de la UNAM vy a
la M. en C. Sofia por la amabilidad, los conocimientos, el tiempo y la paciencia que me

brindaron para la realizacion de las técnicas de microscopia electronica.

Al profesor Cris6foro Mercado Marquez por el apoyo y facilidades brindadas para la obtencion

de animales de laboratorio para las pruebas realizadas.

A todos y a cada uno de mis animalitos de laboratorio, por comprometerse con mi carrera y

este trabajo de tesis a tal punto de dar su vida para ello...

A los sinodales por tomarse un tiempo para revisar y corregir este trabajo de tesis, porque sus

opiniones han hecho que este trabajo pueda ser.

Al Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia y a la Secretaria de Educacién Puablica por el

apoyo econdmico que me brindaron para poder concluir con este trabajo

A los que descuidadamente he olvidado... a todos.... mil gracias...

Mario Alberto Cano Vega



LEDEFAR

Contenido
INAICE A TIGUIAS ... ettt ettt ettt et te et e et et neeresteete et eneeaeete s Vi
INICE B TADIAS ......c.veeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt e st et e et e e eseete et e eae s eneereeae e viii
Lista de abreviaturas Y SIMDOIOS ........cooiiiiiiiiii e X
JUSHIFICACION. ...ttt e e e e e e e et e e e e e e s r e e e e s Xi
IMIBICO TEOTICO ...ttt e oo ettt e e 44 e ettt et e e e e e e et n e e e e e e e e e e annnne s 2
L. EENOVELEIINAIIA ...ttt ettt et e e e e ettt e e e e e e et e et e e e e e e e e 2
2. Carcuma [onga LINN Y CUFCUMIINGL .....uuuuiiieeeeieeitiiiie s e e e e e e ettt e s e e e e e e e eataaa e s e e e e e e ssasaaaaaeeeaaaeennens 3
2.1 EXETAICCION ...ttt e ettt e e o444 ettt e e e e e e e et e e e e e r e e e as 4
2.2 Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas de la curcumina...........cccccoeeviiiiiinieennnn. 5
2.3 Propiedades tEraPEULICAS .........oiiuuuiiiiiiiee ettt e e e et e e e e e e ebbbaeeeaeeas 10
2.4 FarmacoCinN@tiCa de la CUMCUMINGL. ......cciiiiiiiiiiiiiiie ettt e e a e 15
3. Nanotecnologia en Farmacia. NanomediCiNa. ............ooiiuuiiiiiiiieeiiiiiiiiieee e 19
3.1 NANOCHISTAIES ...ttt e e et e e e e e e e r e e e e e e e e e nnnne s 20
G T2 W T o To 1Yo 10 1 = TSRS 22
3.3 MICEIAS POIMEIICAS. ... ..ccoiieiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e raaaa s 23
O B =T o To | 40 1 [=T (0L TP P PP PPPPPPPR PPN 25
3.5 Nanoparticulas POHMEIICAS .......cciii i e e e e e e er s 26
4. Preparacion de NAaNOCAPSUIAS ..........ueiiiieiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e anes 27
4.1 Consideraciones generales para la caracterizacion de nanoparticulas .............cc.cccuvveee. 30
5. Mucoadhesion y polimeros MUCOAANESIVOS .........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 31
o0 11 1 (017 1 o 1SS 34
5.2 Factores que afectan la mucoadhesSion................oooviiiiiiiiiie e 36
6. Rumiantes. Generalidades del aparato digestiVo...........ccooeeiiiiiiiii i 39
(@ 0] 1= 1Yo Je [T 1T - 42
(@ o] 1= ()Y 0 L o =T 1 o U ] = g 42
L 1010 1 (= 1] 42

Mario Alberto Cano Vega Y



LEDEFAR

IMBEEITBUES ...ttt e e oo e et e e e e e e e e e e e e e a s 44
Y 1=3 (oo [o 1P PP TP PPPPTP P PPPPN 46
RESURAAOS Y AISCUSION ...ttt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnneeeees 57
Seleccion de aceite para el NUCIEO lIPOFil0............uveeiiiiiiii e 57
Seleccion del tipo de tENSOACTIVO ..........uuiiiiiieeiiiiiiie ettt e e e e 62
Determinacion de los componentes y proporciones dentro de la formulacion ..................... 63
EStabilidad ... 96
Microscopia electronica de tranSMISION.............cuuiuiiiiii i e 100
Estabilidad en diferentes puntos de PH.........coooiiiiiiiiii e 100
EStUdIOS IN VIVO Y EX VIVO Loiuiiiiiiiciccee ettt e e e e e aa e e e e e 104
CONCIUSIONES. ...ttt ettt e oo e e ettt et e e e e e e e bt e e e e e e e s s bbb e e e e e e e e eaanns 117
Y g1 (o TSP PP URRSPPPPRPPPN 118
RETEIEIICIAS ...ttt 121

indice de figuras

Figura 1 CurcumMa loNga L. ......ouuuiiie i e e e e e e e e e e e e e e arb e e eeaes 3

Figura 2 Evolucién del numero de publicaciones al afio relacionadas a los términos de

(oJUEo [N L= o = W @0 (ol N4 o1 - VPP PRPRT P 4
Figura 3 Ejemplo del tautomerismo tipico ceto-enol de los curcuminoides. ..........ccccoovvvvveeeeenn.. 8
Figura 4 Espectro UV-Vis de [a CUrCUMING. ...........ooiiiiiiiiiie e 8
Figura 5 Comportamiento de la curcumina a diferente pH. .......ccooeeiiiiiiiiiiiiii e, 9

Figura 6 Ruta de degradacién comun de la curcumina hasta la obtencion de vainillina y acetona
L. ettt e ettt ettt ettt ettt 10
Figura 7 Resumen de propiedades terapéuticas de la curcuming [3]........cooovviviriieeieennniiiinnnn. 11

Figura 8 Evolucion de la concentracion de curcumina en plasma de ratén después de una dosis

anica por Via Oral (10/KQ) [58]. «..ueuuuuuuuuuumuuuuununnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnsnnssnnsnnnsnnnnnsnssnssnnsnnssnsnnnnnnnns 16
Figura 9 Evolucion de la concentracién de curcumina en plasma de ratén después de una dosis
anica por via intraperitoneal (0.1 g/Kg) [D8]. ..euuvuerrrrruummmmmmmmmnmnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnes 17
Figura 10 Principales metabolitos de curcumina encontrados en humano y ratén [57, 58]. ..... 18

Mario Alberto Cano Vega Vi


file:///C:/Users/Mario/Documents/LEDEFAR/Dropbox/Curcumina%20DAniel/TESIS%20MARIO%20SLN/Curcumin%20loaded%20chitosan%20nanocapsules/Casi%20final/OK/Marco%20teorico_FINAL.docx%23_Toc369278629

LEDEFAR

Figura 11 Imagen de microscopio de barrido de un compuesto A (MW = 469 g/mol) formulado

€N UNA NANOSUSPENSION [7L] ...uiiiiiiiiiiiiiiiiii b nesnnnnnne 21
Figura 12 Representacion grafica de una estructura de un liposoma...........cccceoeeeviiiiiiiiienneeenn., 23
Figura 13 Representacion grafica de la estructura de una micela polimérica.............ccccceeee.. 24
Figura 14 Representacion grafica de la estructura de un dendrimero. ........cccceeeeeeeviiiiiiieeneeenn., 25
Figura 15 Representacion grafica de la estructura de nano particulas poliméricas.................. 26
Figura 16 Técnicas para medir fuerza mucoadhesiva [87]. .........cccuuvriiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
Figura 17 Estructura quimica de la quitina y el quitosano [93]. ..........ueeeiiiiriiiiiiiiiieeeee e 35
Figura 18 Anatomia del aparato digestivo de 10S rumiantes.............c.eeeeeeeeeiniiiiiiiiieiiee e 39
Figura 19 Estructura quimica de la fosfatidilcolina. .............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 48
Figura 20 Estructura quimica del SPan 40®. ...........ccocuuiiiiiiiieeeeiiiiiieee e 49
Figura 21 Estructura quimica de los componentes del Cremophor EL®. ...........cccccceeeeiiiiinnnee. 49
Figura 22 Estructura quimica del POIOXAMEro 188. ..........couiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 50

Figura 23 Esquematizacion de la produccion y caracterizacion de nanocépsulas
mucoadhesivas cargadas CON CUTCUMINEL .....u.iieeiieiiiiiiiee e eeeeeeettiaa e e e e eeeeeaaraaaaeeaeeessreraaaeaaees 55

Figura 24 Composicion y apariencia fisica de nanocapsulas con diferentes nlcleos oleosos...58

Figura 25 Representacion clasica del mecanismo de auto-oxidacion de un aceite. ................. 59
Figura 26 Composicion y apariencia fisica de las formulaciones producidas. ..............ccccee....... 65
Figura 27 Gréfico de probabilidad normal para 1/Tamafio de particula..............cccoooeviiieennnn.. 69
Figura 28 Graéfico de residuos para 1/Tamafio de particula. ........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiii e, 70
Figura 29 Diagrama de Pareto para el inverso de tamafio de particula. ...l 71
Figura 30 Gréfico de superficie de respuesta para 1/Tamafio de particula. ............cccceeeeee. 72
Figura 31 Gréfico cubico de respuesta para 1/Tamafio de particula. .........cccceeeveeeiiiiiiiiienneeenn, 73
Figura 32 Grafico de probabilidad normal para log (Pdl)...........ieiiiiiiiiiic e, 75
Figura 33 Grafico de residuos para log (Pdl). ......coooiiiiiiiiiee e 76
Figura 34 Diagrama de Pareto para €l 10g (Pdl)...........uuuuuuumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiniieeneeeeneeneenene 77
Figura 35 Grafico de superficie de respuesta para 1og [Pdl]..........cccuvviiiiiiiiniiiiiiiiiiieeeei 78

Figura 36 Representacion esquematica de la floculacién de nanocapuslas cargadas de

curcumina y cubiertas CON QUITOSANO. ........u ettt e e e e e e e e e eaeeaa e eeeeas 81
Figura 37 Grafico cubico de respuesta para log [Pdl]. ........ccooeeiiiiiiiiiiiiieeiiiieeee e 84
Figura 38 Gréfico de probabilidad normal para Potencial C..................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin. 85
Figura 39 Gréfico de residuos para Potencial C................uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieienenneens 86
Figura 40 Diagrama de Pareto para Potencial C................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinieieneieieens 88
Figura 41 Gréfico de superficie de respuesta para Potencial €. ................evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinininnnn. 89

Mario Alberto Cano Vega Vil



LEDEFAR

Figura 42 Localizacion del plano de corte con relacion al plano de Stern sobre la superficie de
UNA NANOCAPSUIA. ...ttt e e e e e e et e e e e e e e e st b e e e e e e e e e e annnreees 92
Figura 43 Grafico cubico y de superficie de respuesta para Potencial C. .............ccccovvveeennnl. 93
Figura 44 Representacion esquematica de las nanocépsulas cargadas de curcumina
PIOUTUCIABS. ...tttk 94
Figura 45 Micrografia obtenida por TEM de las nanocapsulas de la Formulacién 7. .............. 100
Figura 46 Tamafo de particula de nanocapsulas cubiertas de quitosano bajo diferentes valores
L0 1= o SRS 101
Figura 47 indice de polidispersion de nanocapsulas cubiertas de quitosano bajo diferentes

AV (o1 £ ST o [N o o SRS 101
Figura 48 Apariencia fisica del tejido después de contacto con Nanocapsulas y Transcutol HP.
................................................................................................................................................ 104
Figura 49 Apariencia fisica del tejido intestinal de borrego después de la prueba de

L0 TeloT=To ] o= TS o] o VAR U 106

Figura 50 Apariencia fisica de un segmento de intestino de borrego después de contacto con
= T80 10 0 U= o T o T 107
Figura 51 Tracto gastrointestinal de ratén abierto 3 horas después de administracién por via
oral de una suspension de CUrCUMING €N AQUA. ......ceeriiruurrrrriieaeeeaaaiiiireeeeee e e s s siresneeeaaeeeaaanns 109
Figura 52 Tracto gastrointestinal de ratén abierto 3 horas después de la administracion por via
oral de suspension de nanoparticulas cargadas de CUrCUMINGA. .............uuveuuumrmmmmrmmmnnnnnnnnnnnnnnnns 110
Figura 53 Representacion esquematica de la ionizacién del quitosano [146]. ...........ccc.eee.... 111
Figura 54 Estructuras quimicas de los principales aminoacidos y carbohidratos que forman la
ITVUCKNIA [ L4 7] ottt 112

indice de tablas

Tabla 1. Especificaciones quimicas de los componentes del extracto de la Curcuma Longa [4,
5 RO 5
Tabla 2 Estructura quimica desarrollada de los curcuminoides de la Curcuma longa ................. 6
Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas de la curcumina. Se resumen las principales caracteristicas
de la curcumina de interés para el desarrollo farmac@utiCo. ............ccceeeeeeiiiieiii e, 7

Tabla 4 Distribucion de curcumina en tejidos después de la administracion intraperitoneal en

Mario Alberto Cano Vega viii



LEDEFAR

Tabla 5 Andlisis comparativo de los criterios sugeridos para la seleccién de un método de

NAN0-ENCAPSUIACION [78]. ...iiiiiiiiiieiee ettt e e e e e st e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnennees 29
Tabla 6 Técnicas aplicadas a la caracterizacion basica de nanoparticulas. ..........ccccceeeeeeeininn, 31
Tabla 7 Principales factores que afectan la mucoadhesion. ............c..oovviiiiiieeiiiiiciie e, 36
Tabla 8 Formulacion de prueba para la seleccidn de aceite...........coooevvviiiiiiieiiiiciiiiie e, 47
Tabla 9 Principales acidos grasos que componen a los aceites vegetales. [101-103].............. 47

Tabla 10 Proporciones de los excipientes (en gramos) en las formulaciones de nanocapsulas
cargadas de curcuming eStUAIAAAS. ..........uciiiiiiiiiiiiic e e 51
Tabla 11 Proporciones de los excipientes (en porcentaje) en las formulaciones de
nanocapsulas cargadas de curcumina eStudiadas. ........cccooeviiiiiiiiiiiii e 52
Tabla 12 Propiedades del Aceite de Ricino y Vitamina E consideradas para la seleccion de
nucleo lipéfilo para las nanocapsulas cargadas de CUrCUMING. .......cceeeeeeiiieiiiiiiee e e e, 62

Tabla 13 Caracteristicas fisicas y de superficie después de 24 horas de la preparacion de las

formulaciones ODLENIAAS. .........cooiiiiiieeee e 66
Tabla 14 Factores codificados y niveles del experimento de exploracion..............ccccveeeeeeeennns 67
Tabla 15 Andlisis de Varianza para 1/Tamafio de particula ...........cccccocvvieiei i, 68

Tabla 16 Resultados del andlisis de la Suma de Cuadrados Tipo Il para el inverso de tamafio

0 PAITICUIAL ...ttt ettt e e e e e e s bbb b et e e e e e e e e e bbb e e e e e aeeeaanns 71
Tabla 17 Andlisis de Varianza para log (Pdl) ..o, 74
Tabla 18 Suma de Cuadrados Tipo Il para log [PAl].........couviiiiiiieiiicie e, 77
Tabla 19 Promedio y desviacion estandar de Pdl para cada grupo.........cccceeeeeeiiiiiiiiiiineeeecceinnn, 79
Tabla 20 Analisis de Varianza para POtencial €...........ccoooveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
Tabla 21 Suma de Cuadrados Tipo Il para potencial C...........ccccoeeeiiiiiiiiiiiii e, 87
Tabla 22 Resumen del analisis estadistico a cada una de las variables de respuesta

(2T L0 L= T T 95
Tabla 23 Estabilidad fisica de los 17 experimentos, sin diluciéon, almacenados a 4°C........... 97

Tabla 24 Formula condensada y formula desarrollada de los principales acidos grasos
presentes en los aceites vegetales empleados durante la experimentacion. ................c......... 118
Tabla 25 Clasificacion de disolventes residuales en farmacos, excipientes y medicamentos
LS SRR 119

Mario Alberto Cano Vega IX



LEDEFAR

Lista de abreviaturas y simbolos

%

+

°C

Hg

pl

BCS

CAS number
cm

DLS

DNA

FAO

ar

Kg

M

mi

MM

mV

ng

nm

OMS

Pdl

RNA

rpm
LEDEFAR
MW
Castor oil

Aceite de castor

USP

Porcentaje

Mas, menos

Grados Celsius

Microgramos

Microlitros

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico
Chemical Abstract Service number
Centimetros

Dynamic Light Scattering

Acido desoxirribonucleico

Food and Agriculture Organization
Gramos

Kilogramos

Concentracion Molar (mol/l)
Mililitros

Masa molecular

Milivoltios

Nanogramos

Nanometros

Organizacién Mundial de la Salud
indice de polidispersion

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico
Peso molecular

Aceite de ricino

Aceite de ricino

Farmacopea de los Estados Unidos

Mario Alberto Cano Vega



LEDEFAR

Justificacion

Posiblemente el peligro mas importante y continuo para las células proviene de la accion y
presencia de moléculas oxidantes. Dentro de estas moléculas se encuentran diversos tipos de
radicales libres, tales como alquil, hidroxi, hipoclorito, oxigeno, peroxi, superéxido y el peroxido
de hidrogeno. Estos radicales pueden tener un origen enddgeno, al formarse de modo natural
en las células del organismo, o bien un origen exdgeno, al proceder de diversos agentes

externos, tales como disolventes organicos, el humo, los pesticidas, etc. [2].

La reactividad quimica de los radicales libres formados durante los procesos metabdlicos
normales y/o los adquiridos del medio, les permite inducir un amplio espectro de reacciones
nocivas para el organismo. Para contrarrestar estos efectos nocivos, el organismo suele
disponer de moléculas ricas en electrones que, al donarlos, ejercen un efecto antioxidante.
Sin embargo, cuando los sistemas antioxidantes defensivos del organismo se ven superados
por la actividad dafiina de los radicales libres, aparece un estrés oxidativo que tiene
trascendencia sobre la salud [2].

Existen otros antioxidantes que pueden ser ingeridos en la dieta o ser suplementados vy, al
igual que los sistemas antioxidantes defensivos del organismo, tienen como principal funcion
disminuir el dafio que causan los agentes oxidantes en las células del organismo vivo. Se ha
demostrado que el uso de curcumina tiene grandes beneficios en la salud de quien la
consume debido a su actividad antioxidante y terapéutica en el tratamiento de mdultiples
padecimientos, aunque desde el punto de vista biofarmacéutico presenta problemas de

biodisponibilidad oral, limitando su efectividad terapéutica y en consecuencia su uso [3, 4].

El LEDEFAR propone el desarrollo de un nuevo sistema para la administracion y liberacién de
curcumina. Dicho sistema consistirA en la aplicacion nanotecnolégica al desarrollo de una
suspension de nanocapsulas. Dicha suspensién, permitird aumentar la capacidad antioxidante
de la curcumina mejorando los procesos de administracion, su biodisponibilidad oral y
disminuyendo los costos de la suplementacion. Asi, este nuevo nanosistema conteniendo
curcumina adquiere gran importancia en el desarrollo, innovacion y mejor apego a la

administracion de esta sustancia.

Mario Alberto Cano Vega Xi



Marco teorico




MARCO TEORICO
LEDEFAR

Marco tedrico

En afos recientes el tratamiento de las enfermedades mas comunes e inclusive las mas
exoticas, ha sufrido una gran transformacion. En la busqueda de mas y mejores alternativas
para enfrentar enfermedades se desarrollan cada dia nuevas herramientas, se perfeccionan las
ya existentes, o0 bien, en un proceso de retrospectiva se retoman terapias y curas ancestrales
de uso popular. Las nuevas aproximaciones involucran el uso de nuevos materiales, sistemas y
dispositivos, mientras que de la medicina ancestral y popular se retoman diversas aplicaciones

terapéuticas de plantas, remedios e incluso tratamientos personales y espirituales.

1. Etnoveterinaria

En la actualidad, al igual que en la medicina humana, la aplicacion terapéutica de las plantas y
de remedios tradicionales a la practica médica veterinaria es bastante frecuente, siendo a
menudo competencia de los productos farmacéuticos de sintesis por los cuales durante algun
tiempo habian sido desplazados [5]. Asi, ante el reciente auge de los métodos terapéuticos
alternativos en medicina humana y sus beneficios aportados, la medicina veterinaria ha
comenzado a aplicar las técnicas de la medicina alternativa para el tratamiento y control de las

enfermedades en los animales [6].

La llamada medicina etnoveterinaria [6, 7] se define como el uso de plantas medicinales
localmente disponibles para la paliacion de enfermedades en los animales, principalmente los
de consumo humano o de produccion [5]. La etnoveterinaria tiene importantes ventajas con
respecto a la medicina veterinaria moderna. Por ejemplo, actualmente el uso de farmacos
sintéticos se convierte en una decisiéon critica para el productor, debido al riesgo de generar
residuos en el producto y en el caso de antibibticos la resistencia de los microorganismos a
estos es cada vez mayor. Ademas, el elevado costo de los medicamentos sintéticos es causa

de tratamientos incompletos o con un mal seguimiento [6].

Diversas son las plantas y remedios utilizados para el tratamiento de diversos padecimientos en
animales. Sin embargo, se describira Unicamente a la Curcuma longa, utilizada para el
desarrollo de los sistemas terapéuticos descritos en esta tesis. Esta planta resulta de particular
interés por sus diversas propiedades terapéuticas, muchas de ellas cientificamente
demostradas [1, 4]. Particularmente empleada para el tratamiento de padecimientos en
humanos, los beneficios antioxidantes que aporta esta planta tienen la suficiente importancia

como para pensar en su aplicacion veterinaria [8, 9].
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2. CarcumalongaLinn y Curcumina

La Curcuma longa L. (Figura 1) se ha utilizado ampliamente en la medicina tradicional de
China e India, y su uso persiste hasta la actualidad formando parte de preparaciones por
demas variadas. Su uso inclusive ha llevado a la comercializacion en el mercado Hindu de las
llamadas Band-Aids™ de Jhonson & Jhonson. También conocida como Turmeric en inglés,
haldi en hinda y ukon en japonés, sus aplicaciones no solo se limitan a la terapéutica sino que
Su uso se extiende también a la cocina como especia, saborizante y colorante y en

cosmetologia como colorante por su atractivo matiz [1].

Figura 1 Curcuma longa L.

La Curcuma longa L., de la familia de las
Zingiberaceas, posee un rizoma de color naranja
vivo caracteristico cubierto de una delgada pelicula

marrén clara [1].

Las aplicaciones de la Curcuma longa L. en la medicina son variadas e incluyen, entre muchas
otras, las siguientes [1]:

a) Tratamiento de infecciones.

b) Cicatrizacion de heridas.

c) Tratamiento de quemaduras.

d) Tratamiento de enfermedades de la piel.

e) Tratamiento de desordenes digestivos como dispepsia y acidez, indigestion, flatulencia

o Ulceras.

f) Tratamiento de enfermedades dentales.
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La creciente importancia que se ha dado en la medicina tradicional a esta planta, ha llevado a
gue la investigacion dedicada a la misma se multiplique alrededor del mundo. Esta investigacion
ha arrojado la precisa identificacion de los componentes que condicionan la actividad de la
planta. De gran interés resulta la curcumina (Tabla 1 y Tabla 2), principal componente de la
planta y compuesto que brinda el color amarillo caracteristico y la actividad terapéutica del
denominado “oro hindd”. En los ultimos 10 afios se ha observado un crecimiento exponencial en
el nimero de publicaciones relacionadas con la actividad terapéutica de la Curcumina (Figura
2).
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Figura 2 Evolucién del nimero de publicaciones al afio relacionadas a los términos de busqueda
Curcumina.

Fuente: Sciencedirect®. Fecha de consulta: Abril de 2013.

3. Curcumina
La curcumina se logrd aislar e identificar por primera vez en el siglo XIX [10]. Junto con un
grupo de compuestos, denominados curcuminoides, quimicamente semejantes, forma parte del

extracto quimico activo de la Curcuma longa [11].

2.1 Extraccion
El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha definido que la
curcumina para consumo humano y animal puede ser extraida de recursos naturales o ser

producida a través de sintesis quimica mediante procesos especificos [11].
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El proceso de extraccion requiere la materia prima molida, la cual se lava con un solvente
adecuado con el fin de extraer la oleorresina que contiene la curcumina y algunos otros
aceites volatiles y extractos resinosos. Posteriormente se debe lavar con solventes que
permitan la separacion de la curcumina del resto de los componentes, para producir finalmente

un polvo de color naranja vivo, la curcumina [11].

Ademas de la curcumina, como ya se menciond anteriormente, el extracto de la Curcuma longa
contiene: carbohidratos (4.7-8.2%), aceites esenciales (2.44%), acidos grasos (1.7-3.3%),
curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina), cuyo contenido
aproximado es de un 2%, aunque puede rondar entre 2.5-5.0% del peso seco, y otros

polipéptidos como la turmerina (0. 1 % del extracto seco) [4].

2.2 Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas de la curcumina
El nombre sistematico, formula quimica condensada, numero CAS y peso molecular de los tres
principales componentes del extracto de Curcuma longa L. se muestran en la Tabla 1. La
férmula quimica desarrollada para cada uno de los compuestos se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Especificaciones quimicas de los componentes del extracto de la Curcuma Longa [4, 11].

Nombre comun Nombre quimico Férmula CAS MM (g/mol)
1,7-Bis-(4-hidroxi-3- C21H2006 458-37-7 368
Curcumina metoxifenil)-hepta-1,6-diene-
3,5-diona

1-(4-Hidroxifenil)-7-(4-hidroxi- CooH1805 33171-16-3 338

Demetoxicurcumina 3-metoxifenil)-hepta-1,6-

diene-3,5-diona
Bis- 1,7-Bis-(4-hidroxyfenil)-hepta- C19H1604 33171-05-0 308
demetoxicurcumina 1,6-diene-3,5-diona
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Tabla 2 Estructura quimica desarrollada de los curcuminoides de la Curcuma longa

Nombre comun

Férmula quimica desarrollada

HO OH
Curcumina 7 NN
H,C—O O—CH,
@) (0]
HO OH
Demetoxicurcumina NN
H,C—O = H
@) (@]
HO OH
Bisdemetoxicurcumin
NN
a
H = H
0] 0]
La Tabla 3 enlista las principales propiedades fisicoquimicas de la curcumina.
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Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas de la curcumina. Se resumen las principales caracteristicas de la

curcumina de interés para el desarrollo farmacéutico.

Propiedad

Caracteristica

Ref.

Aspecto

Polvo cristalino, color amarillo-naranja de tonalidad intensa e inodoro.

[11]

Solubilidad

Soluble en aceites. Completamente soluble en dimetilsulfoxido,
acetona, etanol y cloroformo. Practicamente insoluble en agua a pH

acido o neutro y soluble en medio alcalino.

(3]

Punto de fusiéon

Aproximadamente 183 °C.

[10]

Isomeria

La curcumina, demetoxicurcumina Yy bis-demetoxicurcumina
presentan dos isémeros geométricos, el isémero cis-trans y el
isémero trans-trans. Desde el punto de vista fisicoquimico este Ultimo
isbmero geométrico tiene un menor punto de fusibn y menor
estabilidad en solucién. En solucién, los curcuminoides exhiben
tautomerismo ceto-enol y, dependiendo del solvente, hasta el 95 por

ciento esta en la forma -enol (Figura 3).

[11]

Espectro UV-
Visible

La longitud de onda de maxima absorcion en soluciones acuosas 0

solventes organicos ocurre entre 420 nm- 430 nm (Figura 4).

3, 12]

Comportamiento

acido-base

A pH menor a 1, las solucién acuosa de curcumina es de color
naranja, que indica la presencia de la forma protonada (H,A"). A pH
de entre 1y 7, la curcumina se encuentra en su forma neutra (HzA).
La solubilidad en agua es muy baja en este rango de pH vy la
soluciones que se obtienen son de color amarillo. Para la disociacion
de los tres protones &cidos en la curcumina (formas H,A-, HA” y A%)
los valores de pKa son 7.8, 8.5 y 9 respectivamente. Por arriba de pH

de 7.5, el color de las soluciones preparadas es rojo (Ver Figura 5)

3, 11]

Estabilidad

La curcumina es estable a pH éacido. A pH por encima de la
neutralidad se descompone rapidamente. Los curcuminoides no son

estables a la luz, especialmente en solucién.

[13, 14]

Productos de

degradacion

Los productos de la degradacion en solucion a pH alcalinos se forman
en 5 minutos. Inicialmente se forman el &cido feldrico y el
feruloilmetano. El feruloilmetano, se descompone para formar
productos coloreados de descomposicion (principalmente amarillo a
café-amarillento). Los productos de degradacion formados por la
hidrolisis de feruloilmetano son la vainillina y acetona. Después de
gue es sometida a la irradiacién de luz ultravioleta, se forma el
producto de ciclacién, asi como los productos de descomposicion

como el acido vanillinico, &cido feralico y acetona (Figura 6).

[11, 14]
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Figura 3 Ejemplo del tautomerismo tipico ceto-enol de los curcuminoides.
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Figura 4 Espectro UV-Vis de la curcumina.

La linea continua se obtiene de una solucién de curcumina 3.09 x 10> M en medio basico (NaOH 0.5 M).

La linea punteada se obtiene de una solucién de curcumina 3.04 x 10° M en &cido acético glacial [12].
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pH 7.8

HO,

OH
H,C—O = N 0—CH,
] 0"
H2A-
8.5
HO o-
HyC—O = N O0—CH,
o] o
HA2-
9 -0 fon
® “
H,C—O = N 0—CH,
0 o-
A3-

Figura 5 Comportamiento de la curcumina a diferente pH.

Se observa la forma ionizada de la curcumina presente a cada rango de pH segun los valores de pKa
[11].
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Figura 6 Ruta de degradacion comun de la curcumina hasta la obtencion de vainillina y acetona [11].

2.3 Propiedades terapéuticas
Ampliamente conocidas por diferentes culturas ancestrales, son varias las propiedades
terapéuticas descritas tanto para la Curcuma como para la curcumina (Figura 7). Hasta hace
poco tiempo, muchas de estas propiedades o bien eran ignoradas o rechazadas por la ciencia y
las farmacéuticas. No obstante, la reciente investigacion ha comprobado la actividad de esta
planta en diversas enfermedades, abriendo paso a estudios mas extensos tanto in vitro como in
vivo [1].
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Antibacterial

Anti-
inflamatorio

Hepato-
protector

Repelente

Cicatrizante :
de insectos

Anti-

oxidante Diabetes

Anti- Hipercoles-
tumoral teromiante

Figura 7 Resumen de propiedades terapéuticas de la curcumina [3].

Repelente de insectos
En un estudio realizado por Twatsin y col. [15] se demostré que los extractos oleosos de
Curcuma longa L., son efectivos para su uso como repelente de tres especies de mosquitos, ya
sea solo o en combinacion con vainillina, dando proteccion repelente por aproximadamente 1

hora el extracto solo; o hasta 4.5 horas en combinacién con vainillina.

Propiedades antiinfecciosas
Son varios los trabajos que han demostrado la actividad antibacterial e incluso anti fingica de la

curcumina. EI extracto alcohdlico de la carcuma y la curcumina presenta actividad
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antibacteriana in vitro contra bacterias gram positivas y gram negativas, debido a que tiene la
capacidad de alterar el DNA en presencia de luz visible. La curcumina se ha usado también
para el tratamiento de la infeccién causada por VIH, operando a través de dos mecanismos que
comprenden la inhibicion final de la expresion genética del virus VIH-1 y sobre la integrasa que
interviene en la integracion del RNA viral en la doble cadena de DNA cromosémico antes de la
replicacién del virus. Por otro lado, se ha demostrado que la curcumina es también efectiva en
el tratamiento de infecciones micéticas causadas por diversos hongos y contra infecciones

parasitarias [16-20].

Hepatoprotector
Una de las principales propiedades de la curcumina es su actividad hepatoprotectora,
demostrada en diversos modelos animales frente a diferentes agentes hepatotéxicos; y también

el aumento en la secrecion de bilis [21].

En este sentido, se ha observado que el curcuminato de sodio disminuye la cantidad de
solidos en la bilis e incrementa la cantidad de sales biliares, bilirrubina y colesterol [4]. La
curcumina induce la contraccion de la vesicula biliar [22] y previene o revierte la formacion de

piedras de colesterol en la bilis de ratones [23].

Al enfrentarse con diferentes agentes hepatotdxicos, como la ciclofosfamida [24] o el
tetracloruro de carbono, la curcumina ha demostrado tener un fuerte efecto hepatoprotector,
reduciendo el dafio hepatico medido a través de marcadores séricos como la fosfatasa alcalina,
bilirrubina y la aspartato aminotransferasa [25]. Este efecto hepatoprotector se extiende ademas
a compuestos no necesariamente malignos, como algunos farmacos. La hepatotoxicidad
originada por la administracion de paracetamol en ratones, disminuye considerablemente tras
un pre-tratamiento con curcumina [26]. Finalmente, se ha observado también que la Curcuma
Longa ayuda a los sistemas de detoxificacion del organismo responsable del tratamiento de

xenobidticos ademas de presentar interesantes propiedades antioxidantes [27].

Antioxidante
Dentro de las principales causas del envejecimiento y la aparicion de multiples enfermedades,
se encuentra el ataque a las células por parte de diferentes agentes quimicos oxidantes. Dichos
agentes, pueden tener su origen en el medio ambiente exterior o ser generados dentro de las

células como productos metabdlicos [28].
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El dafio que la oxidacion produce en biomoleculas, como los &cidos grasos insaturados de la
membrana celular y el DNA, por la unién covalente con electréfilos o a través de reacciones de
oxido-reduccion, provoca que estas pierdan su actividad bioldgica provocando la muerte celular
por irrupcién en el metabolismo [29]. Por ejemplo, el dafio a membranas plasmaticas debido a
la peroxidacion lipidica produce un aumento en la concentracion de calcio citosoélico que puede
activar proteasas, fosfolipasas y endonucleasas que rompen constituyentes celulares criticos,
citoesqueleto, membranas plasmaticas y DNA, alterando el funcionamiento celular y

provocando la muerte [4, 30].

Como se mencioné anteriormente, la curcumina presenta una importante actividad antioxidante,
principalmente debida a su gran capacidad para remover especies reactivas del oxigeno,
como los radicales hidroxilo [31], superéxido [32], el oxigeno singulete [33], el diéxido de

nitrégeno y el éxido nitrico [34].

El higado, debido a sus funciones de biotransformacién de xenobi6ticos y sustancias téxicas,
y de metabolizar grasas, sufre del estrés oxidativo en mayor medida, incrementandose en este
organo el proceso de peroxidacion lipidica, perjudicando su actividad. Al administrar curcumina
por via oral, se ha conseguido reducir el nivel de oxidacion hepéatico, preservando en mayor
grado la actividad hepatica y la integridad de las membranas hepatocelulares [35, 36].

Otros padecimientos donde la peroxidacion lipidica juega un papel importante, como las
enfermedades neurolégicas, vasculares y oculares, han conseguido ser controladas y tratadas

tras la administracion de curcumina [4].

Regeneracion tisular
La regeneracion tisular y la curacibn de heridas son procesos complejos que implican
fendmenos de inflamacién, granulacion y remodelacion de tejidos. Diversos estudios han
demostrado las propiedades benéficas de la curcumina en procesos de reparacion tisular,

convirtiéndose en un efectivo tratamiento para este fin [37].

En este mismo contexto, la curcumina ha demostrado también ser un agente efectivo en la

prevencion y curacion del cdncer de piel, demostrado en cultivos in vitro de este tipo de células,
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inhibiendo los efectos de la oxidacion por radicales libres en el DNA de la epidermis y
modulando la expresion genética de protooncogenes® [38] inducidos por diferentes factores
carcinogénicos [31]. Ademas, la curcumina inhibe a las ciclooxigenasas y lipooxigenasa
epidérmicas disminuyendo la unién covalente del benzo(a)pireno, cancerigeno, al DNA
epidérmico [39]. Basado en la informacion anterior, es posible pensar en la curcumina aplicada
para el tratamiento de alteraciones de piel tales como infecciones bacterianas y virales [40].

Efecto antiinflamatorio
La Curcuma longa, se ha utilizado a lo largo de los afios como un agente antiinflamatorio en la
medicina tradicional oriental. Recientes descubrimientos han demostrado mediante su
evaluacién tanto in vitro como in vivo que esta actividad es debida a la presencia de la
curcumina y demas derivados curcuminoides, como el curcuminato sédico, la diacetilcurcumina,

trietil curcumina y la tetrahidrocurcumina [41].

Asi mismo, se han obteniendo a nivel clinico interesantes resultados; observandose una
respuesta satisfactoria en pacientes con artritis reumatoide y osteoartritis después de la
administracion de la curcumina [42]. A diferencia de otros antiinflamatorios, la curcumina no da

lugar a irritacion gastrica, ni genera efectos en el sistema nervioso central [43].

El mecanismo de accion de los curcuminoides, se ha explicado mediante la modulacién del
metabolismo del &acido araquiddnico, inhibiendo la actividad de la  cicloxigenasa y
lipooxigenasa, afectando la biosintesis de prostaglandinas y tromboxanos evitando el desarrollo
de procesos inflamatorios y agregacion plaquetaria [44, 45]. La curcumina, induce la actividad
de las enzimas responsables de la detoxificacion de productos de la peroxidacion lipidica,

glutation transferasa y glutation peroxidasa [46].

Efecto hipocolesteromiante
Tras la administracion de curcumina en ratas con diabetes inducida por estreptomicina, se
observé una mejora en el estado metabdlico generado por la condicion diabética en virtud de
su influencia hipocolesterolémica y su naturaleza antioxidante, reduciendo los niveles de

colesterol sanguineo, triglicéridos y fosfolipidos [47]. Estos efectos se deben a un incremento

! Genes que codifican proteinas que estimulan el crecimiento y la divisién celular normal.
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de la actividad de la enzima colesterol-7a-hidroxilasa del higado, disminuyendo la concentracion

biliar de este compuesto y de fosfolipidos [48].

Tratamiento de diabetes
Como es bien sabido, la diabetes es el resultado de multiples procesos oxidativos que originan
dafios en el érgano responsable de la produccion de insulina, el pancreas. Al administrar
curcumina estos procesos oxidativos se ven reducidos considerablemente mejorando el dafiado
estado metabdlico en la diabetes [49]. Ademas, se ha observado la disminucion de las lesiones
renales causadas por la diabetes y permite el tratamiento de estos desérdenes [50]. Ademas,
como se mencioné anteriormente, ayuda en el proceso de sanacién de heridas y la

revascularizacion del area afectada [4, 51].

Antitumoral
El cancer es en la actualidad, al igual que las enfermedades metabdlicas, una de las
principales causas de muerte a nivel mundial [52], atrayendo gran cantidad de recursos a su
estudio y tratamiento. El llamado oro hindld, ha demostrado una interesante actividad
antiproliferativa, antitumoral y anticancerosa [4] debida principalmente a su efecto antioxidante
pero aunado con otra serie de mecanismos por demas interesantes, como la induccién de la

apoptosis celular [53].

La curcumina, en combinaciéon con otros agentes antitumorales, posee un efecto sinérgico
sobre estos, obteniéndose inclusive recuperaciones casi totales en pruebas in vivo [54]. La
curcumina es efectiva en el tratamiento de tumores de colon ademas de poseer propiedades

citoprotectoras y quimioprotectoras [55].

2.4 Farmacocinética de la curcumina
El proceso ADME de la curcumina se ha estudiado arduamente en los ultimos afios,
concluyéndose su inminente baja biodisponibilidad [56]. En este sentido se sabe, que las
razones de una reducida biodisponibilidad después de la administracion de curcumina por via
oral pueden ser principalmente una mala absorcion, siendo probablemente la solubilidad de la
molécula en cuestion su principal limitante; rapida biotransformacion, inactivacién de productos

metabdlicos y la rapida excrecion del activo o los metabolitos de éste.
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Absorcién
Los estudios hechos con curcumina revelan que ésta se absorbe escasamente cuando se
administra por via oral (aproximadamente 60%) y es rapidamente biotransformada, lo que
impide que la molécula activa alcancé el torrente sanguineo y sea cuantificable en plasma [56,
57].

Esto se ha verificado en diferentes estudios. Por ejemplo, tras ser administrados por via oral 2
g/Kg de peso de curcumina a ratas de laboratorio, se observé una concentracibn maxima en
plasma de apenas 1.35 + 0.23 pg/ml después de 0.83 horas [56]. Otros estudios demuestran
comportamientos similares, como el realizado por Pan y col. [58],en el cual se administré
curcumina via oral e intraperitoneal a ratones hembra BALB/c y se monitoreo su distribucion,
observandose que cuando se administraba por via oral (1.0 g/Kg), en forma de emulsién de
curcumina en 2.5% de carboximetiulcelulosa, la curcumina pudo ser detectada en plasma
después de 15 minutos (0.13 pg/ml), alcanzando su concentracion maxima después de 1 hora

(0.22 pg/ml) y disminuyendo posteriormente hasta < 5 ng/ml después de 6 horas (Figura 8).
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Figura 8 Evolucién de la concentracion de curcumina en plasma de ratén después de una dosis Unica por
via oral (1g/Kg) [58].

Se ha observado que después de administrar curcumina por via intraperitoneal (0.1 g/kg) la
concentracion maxima en sangre (Cna) Se alcanzd a los 15 minutos (alrededor de 2.25 pg/ml)

eliminandose rapidamente en 1 hora (Figura 9) [58].
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Figura 9 Evolucidn de la concentracién de curcumina en plasma de raton después de una dosis Unica por
via intraperitoneal (0.1 g/Kg) [58].

Distribucién
El comportamiento en la distribucién en tejidos es un parametro clave en la actividad biolégica
de una molécula activa. Sin embargo, hasta el momento es poca la informacion que se tiene
sobre la curcumina en este sentido. A pesar de su pobre biodisponibilidad, se sabe que sus
principales 6rganos de acumulacion, tras una administracién parenteral son sangre, higado y
rifones (Tabla 4) [56].

Tabla 4 Distribucién de curcumina en tejidos después de la administracion intraperitoneal en raton.

Para los experimentos de administracion por via intraperitoneal la curcumina se disolvi6 en
dimetilsulfoxido y fue administrada a los ratones en una dosis de 4 mi/Kg (0.1 g/Kg) por via
intraperitoneal [58].

B Concentracion de Curcumina en tejido
Muestra o Tejido
curcumina (ug/g) (ng/total 6rgano)

Plasma 0.60 £ 0.03 0.52 £ 0.03
Rifiones 7.51 £ 0.08 3.00+£0.03

Bazo 26.06 £ 1.06 2.61+£0.11
Higado 26.90 + 2.58 33.09 + 3.17
Cerebro 0.41+0.01 0.18 +0.01
Intestino 117.04 £ 6.86 319.52 + 18.73
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Biotransformacion

Una tercera parte de la dosis administrada de curcumina es excretada del organismo sin cambio

alguno. Sin embargo, la cantidad metabolizada es de consideracion, los principales metabolitos

reportados son conjugados del &cido glucurénico de tetrahidrocurcumina y hexahidrocurcumina,

y sulfatos de curcuminay hexahidrocurcuminol (Figura 10) [57, 58].

Existe evidencia que soporta la hipotesis que indica que la curcumina sufre biotransformacion

durante la absorcion en el tracto gastrointestinal y la circulacién enterohepatica [57].

O oH

MeO ! = e ! OMe
0550 Sulfato de- OH
curcumina

MeQ

MeO. P OMe
=)

i OH
Tetrahidrocurcumina H (\31 Glucurénido de
tetrahidrocurcumina

HO
OH
O oH O OH
MeO OMe MeC OMa
J ¢ — = 1 g
HO _ . OH Glucurénido de OH
Hexahidrocurcumina H ?l Hexahidrocurcumina

HO
OH

OH ©OH
MeD M] OMe
HO I OH

Hexahidrocurcuminol

Figura 10 Principales metabolitos de curcumina encontrados en humano y ratén [57, 58].
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Eliminacion

La mayor cantidad de curcumina o metabolitos de la misma tras su administracion oral es

eliminada a través de las heces, mientras que, después de una administracion parenteral la

mayor parte de la curcumina se excreta por la bilis, ya sea en su forma inalterada o0 en

cualquiera de sus metabolitos [57].

Asi pues, al igual que muchos farmacos con problemas de biodisponibilidad, la curcumina ha
sido el objeto de una fuerte investigacion tecnolégica para mejorar este ambito, teniendo en
consideracién que el factor limitante en el caso de la curcumina es su solubilidad, que
condiciona en gran medida una formulacion eficaz de dicho activo. Numerosas son las
estrategias tecnoldgicas que han buscado un aumento en la solubilidad de la curcumina, estas
van desde el uso de solventes, cosolventes o tensoactivos, hasta el procesamiento mediante
tecnologia por demas sofisticada, como la obtencion de pellets autoemulsificables [59] o su

asociacion a sistemas coloidales [60-62].

Dentro de estas estrategias de solubilizacion, destaca el enorme esfuerzo que ha implementado
la nanotecnologia para satisfacer los requerimientos, tanto de solubilidad [63] cémo de
permeabilidad de moléculas con problemas de formulacibn en formas farmacéuticas

convencionales, especialmente de macromoléculas y moléculas poco solubles en agua [64].

3. Nanotecnologia en Farmacia. Nanomedicina.

La nanotecnologia, es un area multidisciplinaria que involucra el esfuerzo de la ingenieria, la
quimica, la medicina, la biologia y la tecnologia farmacéutica para modelar, manipular y medir la
materia a escala nanométrica, es decir entre 1 y 1000 nm (10° m), principalmente para la

obtencion de sistemas coloidales con potencial aplicacion preventiva, diagndstica y terapéutica.

A la aplicacién de la nanotecnologia a la medicina y la farmacia se le ha bautizado con el
nombre de nanomedicina, la cual podria definirse como una rama de las ciencias y tecnologias
de la salud que aplica los conocimientos de la nanotecnologia a la medicina humana y
veterinaria ofreciendo nuevos métodos y herramientas para el diagnostico y tratamiento de
enfermedades o lesiones trauméticas, con el fin de preservar y/o mejorar la salud y aliviar el
dolor [65, 66]. Es de vital importancia mencionar que tanto la nanotecnologia como la

nanomedicina son siempre areas multidisciplinarias del conocimiento.
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A lo largo de la historia, se han desarrollado nuevas y mejores estrategias en la administracion y
vehiculizacion, o entrega de farmacos. En la actualidad, durante el disefio de una formulacion
farmacéutica se busca, principalmente, que los nuevos sistemas mejoren las propiedades
biofarmacéuticas del agente farmacoldgico controlando su liberacion en un sitio de accién
especifico a una velocidad 6ptima, tratando de disminuir al méximo la posibilidad de reacciones
adversas [67].

En general, los principales objetivos de los sistemas nanotecnolégicos pueden englobarse de
la siguiente manera [68]:
1. Proteger al farmaco de la degradacion a causa de enzimas o del ambiente.
2. Aumentar la absorcion de los farmacos, facilitando su permeabilidad por difusion a
través del epitelio.
Modificar el perfil farmacocinético del farmaco.
Mejorar la penetracién y distribucién intracelular, en buUsqueda de terapias mas
efectivas.
5. Mejorar el desempefio de las técnicas de imagen y diagndstico, implementando

sistemas a escala celular o inclusive molecular.

Algunas de las premisas en el desarrollo de sistemas a este nivel plantean que los nuevos
acarreadores de farmacos sean estables, de facil administracion, transporten al farmaco al sitio

diana, liberacién a una velocidad adecuada, que sean biodegradables y no téxicos [69].

Diversas son las nuevas formas farmacéuticas que han surgido a la luz gracias al gran avance
de los ultimos afios a nivel nanotecnolégico. Sin embargo, los mas comunes y mas estudiados
a la fecha pueden enlistarse en nanoparticulas, nanocapsulas, nanocristales, dendrimeros,

micelas poliméricas y liposomas.

3.1 Nanocristales
Los nanocristales son estructuras compuestas por arreglos moleculares de farmaco libre y
surfactante(s) para su estabilizacion que presentan un tamafio de particula promedio de entre
10 y 1000 nm. Generalmente se encuentran dispersos en medio acuoso, por lo que también
reciben el nombre de “nanosuspensiones” [70]. En la figura 11 se muestra una imagen obtenida
por microscopia de barrido de un farmaco formulado en una nanosuspension. Aunque, en su

definicibn mas exacta, no son sistemas nanoparticulados, la estrategia de disminucion y
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estabilizacion de estos arreglos moleculares los hace por demés interesantes para su aplicacion
tecnologica.

Figura 11 Imagen de microscopio de barrido de un compuesto A (MW = 469 g/mol) formulado en una

nanosuspension [71] .

La preparacion de nanocristales es de particular interés cuando se trata de formular farmacos
con una muy baja solubilidad en agua, clases Il y IV BCS, no siendo esta situacién un hecho
trivial, debido a que en la actualidad un elevado porcentaje de nuevas moléculas desarrolladas
con objetivo terapéutico son pobremente solubles en agua condicionando el desempefio del
farmaco y la formulacion. La estrategia mas comun hasta la fecha adoptada es el uso de
cantidades excesivas de tensoactivos y cosolventes que finalmente pueden resultar téxicos

para el paciente[63, 68].

La preparacion de nanocristales conduce a un incremento del area superficial y como
consecuencia, y de acuerdo a la ecuacion de Noyes-Withney, un incremento en la velocidad de
disolucion. Este hecho hace que la determinacion de la dosificacion sea mas exacta, mejora la

absorcion oral de los farmacos y da lugar a una mayor biodisponibilidad [68, 72].

dc

"~ _ks(c. -
4 ks, —c)

Ecuacion 1 Ecuacion de Noyes-Withney
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Donde dC/dt se refiere a la velocidad de disolucién del farmaco, K a la constante de proporcionalidad, S
al area superficial de farmaco expuesto al medio de disolucién, Cs a la concentracién de saturacién, Ct a

la concentracion en el tiempo t y (Cs- Ct) al gradiente de concentracion.

Las estrategias de produccion de nanocristales se pueden clasificar en bottom-up , que implica
la formacién de nanocristales por precipitacion en una mezcla de solventes; top-down que
incluye el uso de molinos y homogenizacién a alta presion para la formacion de nanocristales
0 una combinacién de ambos que con ayuda de agentes de superficie estabilizan el sistema
[68, 72].

3.2 Liposomas
Los liposomas, representados en la Figura 12, son estructuras esféricas formadas por bicapas
de fosfolipidos y colesterol que contienen en su interior un espacio acuoso separado del resto
del medio, también acuoso en que se encuentran suspendidos. Esta cualidad les proporciona
la capacidad de incorporar sustancias hidrofilas (en el interior acuoso) o hidréfobas (en la
membrana lipidica). El nimero de bicapas presentes en cada sistema liposomal es dependiente
del tipo de componentes empleados en su formulaciéon y del proceso llevado a cabo para su

obtencion.

Existen diferentes tipos de liposomas que se agrupan de acuerdo a su tamafio o al nimero o
tipo y caracteristicas de las capas de las que estan formados. Una clasificacion muy general es
la siguiente [73]:
e Vesiculas multilamelares (MLVs): consisten de varias bicapas lipidicas con un rango de
tamafio de entre 500 a 5,000 nm.
e Vesiculas pequefas unilamelares (SUVs): formados por una sola bicapa lipidica con un
tamarfo promedio alrededor de 100 nm.
e Vesiculas grandes unilamelares (LUVs) formados por una sola bicapa lipidica con un
tamafio de entre 200 a 800 nm.
e Liposomas de larga circulacion: liposomas modificados en su superficie, generalmente
con polimeros hidrofilicos, que pueden estar en la sangre mucho més tiempo (horas).
e Inmunoliposomas: liposomas que cargan anticuerpos en sus superficies y son capaces
de acumularse en un area especifica del cuerpo donde su anticuerpo reconoce y se une

a su antigeno.
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Figura 12 Representacion grafica de una estructura de un liposoma.

En la figura se observa la doble capa de fosfolipidos con un espacio interior acuoso para incorporar

farmacos hidréfilos; mientras que la bicapa lipidica incorpora farmacos hidréfobos (ambos representados

en rojo dentro de la figura).

Las principales ventajas del uso de liposomas son: [73]

Alta biocompatibilidad.

Capacidad de asociacién de farmacos tanto hidrofébicos como hidrofilicos.

Aumento en la seguridad de tratamientos y mejora farmacolégica.

Capacidad de vehiculizacién de los farmacos asociados.

Amplia versatilidad en su composicion para permitir cumplir con diversos fines

farmacologicos.

3.3 Micelas poliméricas

Las micelas poliméricas son nanoestructuras formadas por el auto-ensamblado de polimeros

anfifilicos en agua, generalmente como resultado de interacciones hidréfobas o interacciones

ibnicas de segmentos de polimeros por encima de la llamada concentracién micelar critica

(CMCQC). Las micelas poliméricas estdn compuestas por una zona interna llamada “nucleo” y una

Zona externa, o cubierta, con un tamafio menor a los 100 nm (Figura 13) [68, 74].
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Figura 13 Representacion grafica de la estructura de una micela polimérica.
Se representan los componentes de una micela polimérica. En azul las moléculas de farmaco al interior

de la micela polimérica. En rojo la region hidréfila del polimero que forma la micela [75].

De manera general, las micelas poliméricas son mas estables que las micelas preparadas con
detergentes convencionales. Ademas, se ha observado que poseen una serie de ventajas como
vehiculo para farmacos de baja solubilidad. Las micelas formadas por polimeros lineales
tienden a precipitar en agua debido a una hidrofobicidad localizada causada por las
interacciones entre el farmaco poco soluble y la parte hidréfoba de la cadena del polimero. Las
micelas poliméricas con estructura de caracteristicas “nucleo-cubierta” son mas estables en

agua debido a que protegen el nucleo hidréfobo del agua con la cubierta hidréfila [68].

En la obtencién de las micelas poliméricas, un paradmetro critico es su concentracion critica de
asociacion, definida como el umbral de concentracién para asociarse y formarse. Debido al
valor tan bajo que adquiere este pardmetro (10° - 10 M), no requiere dilucién tras la
administracion intravenosa, a diferencia de otros tensoactivos. Ademas, se disocia mediante
una cinética lenta dando tiempo a que las micelas pueden circular hasta acumularse en los
tejidos diana [76].

Las micelas poliméricas como ventajas tienen un tamafio apropiado para aumentar el tiempo
de vida media de circulacién en sangre, son inertes a la uniéon con los componentes biolégicos,
poseen alta solubilidad en agua, alta estabilidad estructural, gran capacidad de acarreamiento
de farmacos hidréfobos, ionicos o incluso nucleétidos y funcionalidad para almacenar farmacos

en las capas interna y externa [68, 74].
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3.4 Dendrimeros

Los dendrimeros son macromoléculas monodispersas que combinan una serie de

caracteristicas Unicas, incluyendo su estructura hiper-ramificada y tridimensional bien definida,

baja poli dispersion (relativa) y una amplia funcionalidad [68].

Los dendrimeros poseen tres componentes que se distinguen en su arquitectura, los cuales
reciben el nombre de (a) ndcleo iniciador; (b) capas interiores compuestas de unidades de la
ramificacién que se repiten y reciben el hombre de generaciones y (c) el exterior donde se
encuentran los grupos terminales (Figura 14). Estos grupos pueden ser cambiados para

modificar su solubilidad, la miscibilidad y reactividad [68, 77].

%
L7 & 3 9
. w®OP
G=0 (Core) G=1.0

L AR 60 514 1427
G.P. - - 12
G.T. - - 8

MM 28823 60,713 11649
G.P. 232 448 960
G.T. 128 216 512

Figura 14 Representacion gréafica de la estructura de un dendrimero.

En la figura se observa un dendrimero Poli (amidoamina) (PAMAM) con nucleo de etilendiamina. Las
abreviaciones M.M. corresponde a la masa molecular del dendrimero, G.P. al grado de polimerizacion
y G.T. al numero de grupos terminales. Se indica también el nimero de generaciones de cada
dendrimero [78].

Los dendrimeros se usan principalmente para la vectorizacion de farmacos o incluso como
farmacos per se. Para hacer uso de estos sistemas transportadores de farmacos se deben
tomar en cuenta el tipo de interacciones que habra entre la molécula activa y la estructura

dendritica que pueden ser el atrapamiento del farmaco en el interior de la estructura dendritica,
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mediante interacciones electrostaticas, hidréfobas o por puentes de hidrogeno o la interaccion
entre el farmaco y la superficie del dendrimero [76].

3.5 Nanoparticulas poliméricas
Las nanoparticulas (Figura 15) se pueden definir como dispersiones de particulas coloidales o
sistemas sélidos, de tamafios submicronico (10-1000 nm), constituidas de materiales
poliméricos biodegradables o no biodegradables, aunque estos Ultimos han sido sustituidos
rapidamente por los primeros. Estos sistemas pueden ser empleados terapéuticamente como
vehiculos, donde el farmaco o material biol6gicamente activo se disuelve, atrapa, encapsula,
adsorbe o une [68, 74].

El término nanoparticula hace referencia a dos formas farmacéuticas muy diferentes entre si,
las nanoesferas comidnmente llamadas simplemente nanoparticulas, y las nanocépsulas. La
obtencion de cualquiera de estos dos sistemas depende del método de preparacién empleado y
el tipo de excipientes empleados para su fabricaciéon [68]. Las nanocapsulas son sistemas de
tipo reservorio con un nucleo liquido, acuoso u oleoso, en el cual el farmaco se encuentra
disuelto rodeado por una cubierta polimérica. Por otra parte, las nanoesferas son matrices
poliméricas sélidas que consisten de agregados moleculares unidos por distintos tipos de

fuerzas en los que el farmaco se encuentra disperso [79].

Membrana polimeérica

Farmaco

Matriz polimérica
Nucleo
Nanoesfera Nanocapsula

Figura 15 Representacién grafica de la estructura de nano particulas poliméricas.
Del lado izquierdo, la representacion esquemética de una nanoesfera; las moléculas de farmaco

representadas por esferas rojas se encuentran embebidas en la matriz polimérica representada por la
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linea color violeta. De lado derecho, la representacidon esquematica de una nanocapsula, las moléculas

de farmaco dentro del nlcleo oleoso o acuoso, recubierto por una membrana polimérica. [80].

Dentro de las grandes ventajas de las nanoparticulas poliméricas se encuentran su versatilidad
para la administracion por diversas vias, debido a que presentan alta estabilidad cuando entran
en contacto con fluidos biolégicos y su naturaleza permite la liberacién controlada de farmacos.
En consecuencia, han atraido la atencién de los investigadores debido a su potencial como
dispositivos de liberacion de farmacos, como vehiculos de farmacos a tejidos en particular,
sistemas acarreadores de DNA o RNA en terapia génica, y la capacidad de liberar farmacos
lipofilicos, proteinas, péptidos y genes [68].

Las principales ventajas de las nanocépsulas son [79]:
a) Incrementan la capacidad de carga de farmaco, si el material con el cual se ha hecho el
nucleo es un buen disolvente del farmaco en cuestion.
b) Impide que el farmaco este en contacto directo con los tejidos evitando de esta manera
la irritacion del &rea en el cual se administran.
c) Impide que el farmaco tenga contacto con el medio circundante, durante el
almacenamiento o administracion, evitando con esto que se lleven a cabo procesos de

degradaciéon del farmaco.

Debido a la baja solubilidad de la curcumina en medio acuoso se requiere emplear un sistema
que tenga la capacidad de almacenar farmacos hidréfobos. Las nanocapsulas debido a su
relativa facilidad de preparacién y amplia capacidad de carga de farmacos han sido el sistema
seleccionado para el desarrollo de este proyecto. A continuacion se consideran algunos de los
factores a considerar para la seleccion de los principales métodos de preparacion de

nanocapsulas.

4. Preparacion de nanocapsulas

Se han desarrollado diversos métodos de preparacion de nanocpsulas poliméricas, los cuales
pueden clasificarse en dos principales categorias de acuerdo a la naturaleza del polimero que
forma parte de la estructura de la nanoparticulas. Para la preparacion de nanoparticulas puede

emplearse polimeros preformados o los polimeros sintetizados in situ [68, 81].
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La mayoria de estos métodos incluyen dos pasos principales. El primer paso consiste en la
preparacion de un sistema disperso o emulsificado para posteriormente precipitar o llevar a

cabo la gelificacién de polimeros o polimerizacion de monémeros.

Algunos otros métodos no requieren la preparacion previa de una emulsion para la obtencion de
nanoparticulas sino que estan basados en la precipitacion de un polimero en condiciones de
formacion espontanea tras su dispersion o gracias al autoensamblaje de macromoléculas para

formar nanogeles o complejos poli electroliticos de una solucién polimérica [68, 79].

La Tabla 5 muestra un andlisis comparativo de los principales métodos de nanoencapsulacion.
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Una vez que los sistemas son obtenidos pueden ser necesarios algunos otros pasos como:

Concentracion. Generalmente, las nanocépsulas se producen con bajas concentraciones de
farmaco, lo cual, es una seria desventaja cuando el objetivo es lograr concentraciones

terapéuticas [79].

Purificacién. Las dispersiones de nanocapsulas iniciales obtenidas de polimeros preformados
pueden estar contaminadas con solventes, sales, estabilizantes, agentes de cross-linking o
agentes patégenos que deben ser eliminados de manera que pueda asegurarse que tienen la
pureza requerida para la administracion In vivo. Por ejemplo, la filtracién de flujo tangencial,
filtracidbn por centrifugacién o ultra-centrifugacién; son procesos de esterilizacién para nano
particulas que se pretendan administrar por via parenteral u oftdlmica donde se emplea la
filtracidbn antes de ser colocadas en el contenedor principal o radiacibn gamma cuando ya han

sido envasadas [68, 79].

Finalmente se pueden emplear técnicas como la liofilizacion con el objeto de aumentar la

estabilidad, facilitar su manipulacion, transporte o almacenamiento [79].

4.1 Consideraciones generales para la caracterizacion de nanoparticulas
Al igual que con cualquier otra forma de dosificacion de farmacos, se hace necesario realizar
estudios de caracterizacion de las nanoparticulas con la finalidad de dar una descripcion fisica y
quimica completa de estas; de manera que se pueda asegurar que el producto final del proceso
de preparacién de nanoparticulas tenga siempre las mismas caracteristicas y se supone el

mismo comportamiento de liberacion.

La caracterizaciéon de las nanoparticulas es complicada debido al tamafio y la compleja
composicion de los sistemas, algunos con hasta 5 componentes. Las propiedades fisicas y
quimicas de las nanoparticulas depende de diferentes factores entre los que se encuentran la
naturaleza quimica y la concentracion del polimero, la naturaleza quimica del farmaco
encapsulado, la tensién interfacial y viscosidad del aceite, la naturaleza quimica y la cantidad de
tensoactivos, la proporcion de solvente organico y agua, la concentracion de aceite en la

solucién organica y la velocidad de difusion de la fase organica en la fase acuosa [82].
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Se han desarrollado diferentes técnicas de caracterizacion de nanoparticulas, considerando
sistemas de diferentes naturalezas y la informacion requerida para el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos.

La Tabla 6 muestra las técnicas mas utilizadas en la caracterizacion de nanoparticulas.

Tabla 6 Técnicas aplicadas a la caracterizacion basica de nanoparticulas.

Caracteristica Técnicas empleadas Ref.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Morfologia Microscopia electrénica de transmisién (TEM) [82, 83]

Microscopia de fuerza atébmica (AFM)

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

. o Microscopia electrénica de transmision (TEM)
Tamafio y distribucién de ) _ o
. i Microscopia de fuerza atomica (AFM) [82, 83]
tamafio de particula ) )
Laser Diffraction

Dynamic Light Scattering (DLS)

o o Movilidad electroforética
Carga eléctrica superficial

) Laser Doppler Velocimetry [84, 85]
(Potencial ¢)

Para la adecuada seleccibn de una técnica de caracterizacion se debe considerar el
requerimiento y costo del proceso de caracterizacion, el tiempo requerido para llevar a cabo la

prueba y evaluar el costo/beneficio de ésta.

Un factor limitante para la eleccién de una técnica es la cantidad de muestra que se tiene
disponible para el andlisis, el estado fisico de la muestra y la composicién de esta, debido a la

necesidad, en ocasiones, de un pre-tratamiento de la misma [83].

5. Mucoadhesion y polimeros mucoadhesivos

Actualmente, ante las limitaciones de las formas farmacéuticas tradicionales para la
formulacion de los nuevos farmacos existe cada vez un mayor interés en el uso de la
nanotecnologia y dentro de este campo del uso de materiales que favorezcan y prolonguen el
tiempo de contacto de los farmacos o sistemas nanofarmacéuticos con las membranas
biol6gicas con el fin de generar sistemas para sitios especificos que controlen la liberacion,

mejorando con esto las alternativas de tratamiento de las enfermedades que hoy se enfrentan.
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La bioadhesion se define como el estado en el cual dos materiales, de los cuales al menos
uno es de naturaleza biol6gica, permanecen juntos por periodos extensos de tiempo debido
a fuerzas interfaciales. En las ciencias farmacéuticas, cuando la unién adhesiva se lleva a
cabo entre un material empleado como excipiente y el mucus o una membrana mucosa, se da

el nombre de mucoadhesién [86].

Diferentes tipos de materiales, principalmente polimeros, han sido empleados en el desarrollo
de sistemas nanofarmacéuticos, siendo los mas importantes aquellos con propiedades
hidrofilicas y/o mucoadhesivos, dependiendo del uso al que estan dirigidos. Llegados a este
punto, es de vital importancia mencionar que el factor determinante en las caracteristicas de los
nanosistemas, en el caso de las nuevas aplicaciones farmacéuticas, es el tipo de polimeros
utilizados vy la disposicién de los mismos en el sistema por lo que la capacidad mucoadhesiva
del polimero y del sistema nanoparticulado resultante debe ser debidamente caracterizada. La
Figura 16 muestra las principales técnicas empleadas para la medicibn de la capacidad

mucoadhesiva de los materiales.

Mediciéon de la tension de
corte

|
o

s = -

Prueba de lavado { Método de Wilhelmy J

~N |

Técnicas para medir
e - fuerza mucoadhesiva -~ -
Método de deslizamiento del / Mediciéon de la fuerza de

liquido separacion

.

-

Método de esfera }

' N

( Método del cilindro rotativo

Vi

Figura 16 Técnicas para medir fuerza mucoadhesiva [87].
Asi pues, para el desarrollo de los sistemas nanofarmacéuticos los polimeros mucoadhesivos

empleados que se consideran ideales poseen las siguientes caracteristicas: [88]
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a) Nula toxicidad y absorcion por el tracto intestinal del polimero y sus productos de
degradacion.

b) Completa biocompatibilidad con la membrana mucosa.

c) Deben poseer una fluidez éptima que permita el mojado del mucus.

d) Deben formar enlaces fuertes no covalentes con la mucina y la superficie de las células
epiteliales.

e) Debe adherirse rapidamente a los tejidos mostrando cierta especificidad.

f) Deben permitir tanto la incorporacion del farmaco, como su liberacién a partir del
sistema farmacéutico del que forman parte.

g) Estabilidad en almacenamiento tanto en su forma de materia prima como en el producto

terminado.

El avance e innovacién en la investigacion, desarrollo de las técnicas de obtencién y sintesis
gquimica de polimeros; asi como la constante demanda de mas y mejores materiales ha traido
al alcance de los investigadores materias primas con propiedades fisicoquimicas caracteristicas
que permiten el desarrollo de nuevos nanosistemas farmacéuticos que segun las necesidades
pueden contar con polimeros mucoadhesivos con capacidad de interaccionar a través de
medios fisicos como interpenetracion de cadenas o electrostaticamente; hasta polimeros
bioadhesivos que cuentan en su estructura con anticuerpos y poseen la capacidad de unirse a

sitios especificos en la superficie de la mucosa.

Los polimeros que deben sus propiedades mucoadhesivas a las interacciones electrostaticas,
también conocidos como polimeros mucoadhesivos de primera generacion, no especificos,
pueden ser divididos en funciébn a su carga eléctrica en aniénicos, catiénicos y no iénicos

Siendo los de mayor fuerza de adhesion al mucus aquellos con carga eléctrica definida [89, 90].

Las propiedades adhesivas de polimeros no-idnicos estan dadas por la interpenetracién y
entrecruzamiento de las cadenas del polimero. Una ventaja de estos polimeros es que no se

ven influenciados por las variaciones del pH ni por la presencia de electrolitos [91].

Los polimeros aniénicos son ampliamente usados para formulaciones farmacéuticas debido a
su alta funcionalidad y baja toxicidad. Estos polimeros se caracterizan por la presencia de
grupos carboxilo y sulfato que les proporciona cargas netas negativas cuando los valores de pH

exceden el pKa del polimero. Ejemplos tipicos de este tipo de polimeros incluyen el acido poli-
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acrilico y la carboximetilcelulosa sodica, que han demostrado poseer excelentes propiedades
de mucoadhesién debido a la formacion de puentes de hidrogeno fuertes con la mucina [89].
Otros ejemplos de polimeros aniénicos son los alginatos y las carrageninas, también con

interesantes propiedades reportadas [88, 92].

Los polimeros denominados de segunda generacion son la alternativa desarrollada a los
materiales bioadhesivos no especificos, debido a que estos nuevos materiales reconocen y se
unen o adhieren a determinadas estructuras quimicas especificas, tanto sobre la superficie de
las células como al mucus. Algunos ejemplos son las lectinas, glicoproteinas de origen vegetal

asi como los anticuerpos [90].

5.1 Quitosano
El quitosano, polimero mucoadhesivo catiénico, comprende al grupo de polimeros derivados de
quitina (Figura 17). Este ultimo, es un polisacéarido lineal que consiste en unidades de N-acetil-
D-glucosamina unidas entre si por enlaces B (1—4), y que se encuentra presente en la pared
celular de diferentes hongos y en el exoesqueleto de algunos insectos y artrépodos por lo que
se considera como el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza [93, 94].

El quitosano (Figura 17), se obtiene mediante la deacetilacion de la quitina en pH basico. Es
un grupo de homo- o hetero- polimeros de N-acetilglucosamina y D-glucosamina que al igual
gue su precursor, la quitina, se encuentran unidos entre si por enlaces B(1—4). Debido al
proceso de obtencion y la naturaleza polimérica de estos polisacéaridos, los diferentes tipos de
quitosano pueden clasificarse de acuerdo a la fraccién de residuos N-acetilados o grado de N-
acetilacion, el grado de polimerizacion o peso molecular, la distribucion del peso molecular y la

secuencia de N-acetilacién [93-95].

Este grupo de polimeros, cristalinos e insolubles a pH alcalino, se protonan en los grupos
amino y adquieren una carga positiva formando sales solubles con acidos organicos e

inorganicos como son el acido glutamico, clorhidrico, lactico y acético [93].
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Figura 17 Estructura quimica de la quitina y el quitosano [93].

Para el desarrollo de una formulacion farmacéutica se debe considerar que las caracteristicas
de cada uno de los tipos de quitosano tienen un fuerte impacto en las propiedades
fisicoguimicas del sistema farmacéutico y el desempefio de este en la vehiculizacion y

liberacion de farmacos.

En este sentido, para la seleccién de un adecuado tipo de quitosano se debe considerar, por
ejemplo, propiedades como son la relacion entre el nUmero de unidades de D-glucosamina y
N-acetilglucosamina, es decir el grado de deacetilacion, que afecta considerablemente su
solubilidad y propiedades en solucion, asi como la tendencia a formar agregados; mientras que
otras como el peso molecular afecta la viscosidad que tiene en solucion que tiene repercusion

en la forma farmacéutica y en el proceso de produccion [93].

En cualquier caso el quitosano tiene como ventajas para su uso en formulaciones farmacéuticas
su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades de adsorcion, absorcion y sus

favorables propiedades toxicol6gicas [93-95] .

Todas las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, principalmente las mucoadhesivas, del

quitosano ofrecen grandes ventajas para la aplicacion y formulacion de sistemas
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nanofarmacéuticos. Para moléculas hidrofébicas como la curcumina, el uso de quitosano
brinda dos posibilidades para aumentar la biodisponibilidad: a) un mayor tiempo de
permanencia en el sitio de absorcién mediante su mecanismo de mucoadhesion, permitiendo su
completa disolucion; o bien,b) favorecer la absorcién de la molécula gracias a su capacidad de
traspasar las uniones estrechas en el epitelio. Es sabido, que el quitosano se asocia a las
mucosas mediante interacciones iénicas entre los grupos amino primarios y las subestructuras
de acido sialico y 4cido sulfénico del mucus [93]. Adicionalmente los grupos hidroxilo y amino
pueden interactuar con el mucus por medio de puentes de hidrogeno. La linealidad de las
moléculas de quitosano asegura también la flexibilidad de las cadenas para facilitar la
interpenetracion [93]. Aunado a esto, algunos estudios han demostrado que el quitosano
puede promover la absorcion de moléculas mediante la reorganizacién de las proteinas

asociadas a las uniones intercelulares [96].

A valores elevados de pH, los polimeros cargados positivamente, como el quitosano pueden
formar complejos poli electroliticos con los grupos de la mucina cargados negativamente vy

exhibir una fuerte mucoadhesion [89].

5.2 Factores que afectan la mucoadhesién
Como se ha mencionado anteriormente, durante el desarrollo de nuevos sistemas de
vehiculizacion y liberacion de farmacos la seleccion de un polimero mucoadhesivo adecuado
tiene un gran impacto en las caracteristicas del nuevo sistema farmacéutico. Como parte del
proceso de formulacién se debe considerar que la mucoadhesion es un proceso afectado
por las caracteristicas quimicas vy fisicas del polimero y en el medio biolégico por las

condiciones fisiolégicas que imperen (Tabla 7) [88, 89].

Tabla 7 Principales factores que afectan la mucoadhesion.

Caracteristicas fisicoquimicas del _ L
) Factores ambientales y fisioldgicos
polimero

e Tipo y cantidad de grupos funcionales en

pka del polimero y pH de la interface del
la estructura quimica del polimero sustrato
e Masa molecular del polimero e Fuerza inicial aplicada

¢ Flexibilidad de las cadenas del polimero

Tiempo de contacto inicial
e Concentracion del polimero e Factores asociados a estados

e Hinchamiento e hidratacién patolégicos
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A continuacién se analizan con mas detalle los factores relacionados con las caracteristicas

fisicoquimicas del polimero:

Tipo y cantidad de grupos funcionales en la estructura quimica del polimero: La mucoadhesion,
es un proceso que ocurre en dos pasos principales que comprenden la interpenetracion de las
cadenas del polimero seguida de la formacion de enlaces no covalentes entre los grupos
funcionales. De esta manera, los polimeros que poseen grupos funcionales hidrofilicos como
acido carboxilico (-COOH), hidroxilo (-OH), amina (-NH,) y sulfato (-SO4H) son favorables en la
formulaciéon de formas farmacéuticas mucoadhesivas debido a que son grupos capaces de
formar puentes de hidrogeno que interactian con las glicoproteinas de la mucina aumentando
la probabilidad de interaccion cuando su numero aumenta, favoreciendo la adhesién del

material a la superficie de las mucosas [88, 89].

Masa molecular del polimero: Un factor determinante en la capacidad de interaccion de las
cadenas del polimero con la superficie de la mucosa es el tamafio molecular. De manera
general la capacidad del polimero de adherirse a la mucosa aumenta con polimeros de hasta
100,000 Da. Sin embargo, un tamafio molecular excesivo genera que el polimero pierda su
capacidad para hidratarse, difundir e interpenetrar la superficie de las mucosas [88].

Flexibilidad de las cadenas del polimero: Por tratarse de un proceso difusivo de las cadenas del
polimero en la interface se requiere un alto grado de flexibilidad para la interpenetracion vy el
entrelazamiento en el mucus. A mayor densidad de enlaces o si las cadenas del polimero son
reticuladas por algun agente la movilidad de las cadenas disminuye, y en consecuencia la
fuerza de adhesion también [88].

Concentracién del polimero: La concentracion del polimero modifica la capacidad de adhesion
de este a la superficie de la mucosa. De esta manera, una alta concentracién genera poca
mucoadhesion, debido a que las cadenas del polimero adquieren una conformacion replegada
lo que provoca que no se encuentren disponibles grupos funcionales suficientes para establecer
interacciones adhesivas, mientras que una baja concentracion de polimero provoca que las
uniones se intensifiquen, aunque concentraciones en extremo bajas provocan que la union
formada sea inestable a causa del nUmero escaso de moléculas que penetran por unidad de

volumen [89].
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Hinchamiento e hidratacién: Las caracteristicas de hinchamiento dependen de la concentracion
del polimero, la fuerza i6nica y la presencia de agua. Una adhesién 6ptima del polimero a la
superficie de la mucosa se lleva a cabo si el polimero posee una cantidad 6ptima de agua. Una
sobrehidratacién resulta en la formaciéon de un mucilago que es mas bien resbaladizo y no

posee propiedades adhesivas [88].

En relacion a los factores ambientales vy fisioldgicos, se ha observado que estos tienen un
marcado efecto en la fuerza mucoadhesiva de los polimeros. A continuacién se enuncian los

factores mas relevantes.

pKa del polimero y pH de la interface del sustrato: El pH afecta la carga formal de la superficie
del mucus asi como la carga de los grupos funcionales de los polimeros. El mucus, al igual
que el polimero tendra una densidad de cargas formales diferentes dependiendo del pH
debido a las diferencias en las propiedades de disociacion de los grupos funcionales que
conforman la cadena polipéptidica del mucus. A pH cercanos a la neutralidad las moléculas de
mucina se encuentran cargadas negativamente por lo que se pueden llevar a cabo fuertes
interacciones con moléculas de carga opuesta y repulsion de las especies con la misma carga
negativa. En consecuencia los polimeros que en las mismas condiciones de pH se encuentren

cargados positivamente formaran uniones adhesivas fuertes [88].

Fuerza inicial aplicada: Para que el fendbmeno de mucoadhesién se lleve a cabo en la capa de
mucus es necesario aplicar fuerza, y la intensidad de esta puede afectar la profundidad de la

interpenetracion. [88].

Tiempo de contacto inicial: El tiempo de contacto entre el material mucodhesivo y la capa de
mucus determina el grado de humectacion e interpenetracion de las cadenas del polimero
mucoadhesivo. La fuerza de mucodhesion incrementa cuando el tiempo inicial de contacto

incrementa [88].

Finalmente, desde el punto de vista fisiolégico la renovacion natural de las moléculas de mucina
de la capa de mucus despega los materiales mucoadhesivos de la superficie a causa del
recambio. La produccion de mayor cantidad de mucina se puede ver alterada en presencia de

un material mucoadhesivo y de la presencia de comida [88, 90].
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También es necesario considerar que los factores asociados a estados patolégicos, como el
resfriado comun, ulceras gastricas, colitis ulcerativa, inflamacion, infecciones bacterianas o
micosis, pueden afectar las propiedades fisicoquimicas del mucus. Si un material sera
empleado en un organismo enfermo, las propiedades de mucoadhesion deben ser evaluadas
en estas mismas condiciones [88, 90].

6. Rumiantes. Generalidades del aparato digestivo.

Los rumiantes son animales capaces de alimentarse de pasto o forraje, debido a que poseen
cualidades anatomicas Y fisiolégicas para llevar a cabo la digestién fermentativa necesaria y asi
degradar carbohidratos como celulosa, hemicelulosa y pectina. Desde el punto de vista
exclusivamente utilitario, los rumiantes son animales muy importantes para la especie humana
porque de ellos se obtienen cantidades importantes de alimentos y materias primas para la

industria como son las de calzado y vestido [97].

La palabra rumiantes procede del latin, ruminare, que significa volver a masticar; y es que en
este tipo de animales la rumia consiste en la regurgitacion de la ingesta, seguida de una
remasticacion, reensalivacion y nueva deglucion [98]. Para ello los rumiantes han desarrollado
un complejo sistema digestivo que de manera general se divide de la siguiente manera (Figura
18):

Intestino 0 Omaso

Eséfago

o7 /]

© Rumen O Abomaso © Reticulo

Figura 18 Anatomia del aparato digestivo de los rumiantes.
El tracto digestivo de los rumiantes incluye la boca, el es6fago, un estomago de cuatro compartimientos
(rumen, reticulo, omaso y abomaso), intestino delgado e intestino grueso. Las flechas en la figura indican

los movimientos del alimento a través del tubo digestivo de los rumiantes [99].
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Boca: La primera porcion del conducto alimenticio esta formado por la boca, que contiene la
lengua y los dientes, cuya funcién es aprehensora para obtener alimento y maceradora. Al
inicio del proceso el animal obtiene el alimento y después de ser ligeramente masticado se junta
un bolo que es deglutido y transportado a lo largo del eséfago hacia el “estdmago” [97].

Reticulo, rumen y omaso: El “estdmago” de los rumiantes muestra el maximo desarrollo
evolutivo de los mamiferos pues cada uno de ellos tiene condiciones y funciones Unicas. Los
compartimentos del pre-estbmago (reticulo, rumen, omaso), formados por una mucosa
escamosa estratificada no glandular que les proveen funciones mecanicas y protectoras,
actian como almacén Yy retrasan el avance del alimento ingerido pues constituyen las zonas
en las que tiene lugar la fermentacion microbiana anaerobia (debida a la presencia de
protozoos, hongos y bacterias) de la materia vegetal ingerida; asi como la absorcion de los

productos de la fermentacion [97].

En el rumen los valores de pH sufren de fluctuaciones que estan relacionadas con la
concentracion de acidos volatiles que son dependientes de la dieta, la concentracién de saliva
secretada durante la masticacion y la rumia; y la velocidad de absorcion de &cidos volatiles.
Con todo esto los valores de pH de rumen fluctian entre 5.4y 6.9 [97].

Abomaso: Es el ultimo de los compartimientos es conocido como estomago verdadero y esta
formado por una mucosa glandular que funciona de manera similar a la de otros mamiferos no
rumiantes y humanos, secretando enzimas digestivas, HCl y moco para desdoblar alimentos
complejos. El pH del contenido abomasal es menor de 3 debido a la secrecién de é&cido
clorhidrico [100].

Intestino: El intestino de los rumiantes es de considerable longitud, y es en esta area donde la
mayoria de las enzimas digestivas son secretadas. Al igual que en otras especies de
mamiferos, el intestino esta especializado en la absorcién de sustancias nutritivas. El intestino

delgado se divide en duodeno, yeyuno e ileon y el intestino grueso en ciego colon y recto [97].

Debido a la naturaleza &cida del compartimiento ruminal, por los procesos de fermentacion, los
rumiantes producen grandes cantidades de saliva que posee funciones especificas como son
facilitar la masticacion y deglucion del bolo y funcionar como tampdn que es probablemente

una de sus funciones mas importantes, pues debido a su pH de entre 8.1 y 8.3 mantiene el
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pH del rumen dentro de los mérgenes fisiolégicos a los que se encuentran adaptados tejidos y
microorganismos. Su influencia como factor alcalinizante depende de su produccién, la cual a
Su vez esta relacionada con las horas de rumia, que varian segun la naturaleza del alimento.

Cuanto mayor es la cantidad de carbohidratos estructurales mayor es el tiempo de rumia [97].
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Objetivo general

Generar, caracterizar y optimizar un nuevo sistema de liberacion de agentes antioxidantes

constituido por nanocépsulas mucoadhesivas cargadas con curcumina mediante la aplicacion

de técnicas de caracterizacion in vitro, ex vivo e in vivo para obtener una forma farmacéutica

para su administracién por via oral en veterinaria.

Objetivos particulares

Establecer un plan experimental que permita desarrollar la formulacién de un sistema
nanoparticulado mucoadhesivo cargado con curcumina.

Optimizar la formulacién mediante el seguimiento del plan experimental planteado donde
se impliquen las variables criticas del proceso.

Realizar la caracterizacion de las propiedades de tamafio y superficie de las
nanocapsulas producidas.

Realizar la evaluacion ex vivo e in vivo de la capacidad mucoadhesiva de las

nanocapsulas obtenidas.

Hipotesis

e Las nanocapsulas, constituidas por un nucleo oleoso y cubierta polimérica a base de

quitosano tendran propiedades mucoadhesivas y seran capaces de transportar en su

nucleo oleoso a la curcumina, fitofarmaco hidréfobo de multiple aplicacion terapéutica y

actividad antioxidante promoviendo su absorcion en el tracto gastrointestinal y con ello

mejorar su biodisponibilidad.
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Materiales

Equipo

Agitador magnético, Modelo Lab Disc
White, IKA Instruments.

Vortex, Modelo K-550-G, Scientific
Industries Inc.

Ultraturrax, Modelo T25 S1, IKA
Instruments.

Purificador de agua, Elix 5 y Milli-Q 5,
Millipore.

Microscopio electrénico de transmision,
JEOL JEM-1200EX

Materias primas

Curcumina, Sigma-Aldrich®, México
Span 40, México.

Cremophor EL®, BASF, Alemania
Pluronic F68, Sigma-Aldrich, México
Aceite de Ricino, Sigma-Aldrich®,
México

Aceite de almendras, Laboratorios
Saludmex®, México

Aceite de coco, Drogueria Mercurio,
México

Vitamina E, Pisa Agropecuaria, México.

Material biol6gico

Intestino de borrego

Ratones BALB/c con 12 semanas de edad.

MATERIALES Y METODOS
LEDEFAR

Centrifuga, Damon/IEC Division.
Potenciémetro, Modelo SevenMulti™,
Metler-Toledo.

Balanza analitica, Modelo HR73, Metler-
Toledo.

Balanza analitica, Modelo AP250D,
OHAUS.

Z-sizer NanoZS®. Malvern.

Aceite de papa, Drogueria Mercurio,
México

Aceite de canola, Capullo®, México
Aceite de olivo, IMMEQ, México

Aceite de sésamo, IMMEQ, México
Aceite de trigo, IMMEQ, México
Quitosano Bajo peso molecular, Sigma-
Aldrich, México

Transcutol HP®, Gattefossé, Francia
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Métodos

Seleccidn de excipientes y pruebas preliminares
La seleccion de excipientes se llevé a cabo mediante una investigacion bibliografica y pruebas
preliminares empleando diferentes tipos de tensoactivos y matrices lipofilas. El objetivo fue
seleccionar los excipientes que permitieran obtener sistemas nanoparticulados estables y de
baja toxicidad con caracteristicas mucoadhesivas y que pudieran formar parte de los sistemas

nanocapsulares.

Preparacién de nanocépsulas cargadas con curcumina
La preparacion de las nanocépsulas se llevé a cabo mediante el método de emulsificacion por
homogeneizacion. Brevemente, se prepar6 la fase acuosa mezclando quitosano, 2 ml de
solucion de &cido acético (2 M) y Pluronic F68 (Poloxamero 188) en 25 ml de agua MilliQ
(Millipore®). Por otra lado, la fase oleosa consisti6 en la solucion de aceite de ricino,
curcumina, Span 80 ® y Cremophor EL® a su vez disuelto en 300 pyL de etanol absoluto. Se
agitd en Vortex hasta formar una soluciéon de color naranja traslucida. La fase oleosa se
adiciond a la fase acuosa, agitando durante 5 minutos; posteriormente se transfirié a un vaso de

precipitados y se homogenizé con Ultraturrax® a 24,000 rpm durante 10 minutos.

Seleccion del aceite para el nucleo lip6filo
Se probaron diferentes tipos de aceites: aceite de ricino, aceite de papa, aceite de canola,
aceite de coco, aceite de almendras, aceite de trigo, aceite de sésamo, aceite de oliva y
vitamina E. La Tabla 8 muestra los excipientes y la cantidad de cada uno de ellos en los
sistemas nanoparticulados preparados durante el proceso de seleccion del aceite de origen
vegetal que conformaria al ndcleo lipéfilo. Las cantidades empleadas de cada uno de estos
fueron propuestas segun lo encontrado en la investigacion documental realizada y se

mantuvieron constantes en cada uno de los experimentos.
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Excipiente

Cantidad

Curcumina

Ncleo lipdfilo

Quitosano bajo peso molecular
Lecitina de soya

Poloxamero 188

Agua milliQ®

5 mg
500 mg
25 mg
250 pl
50 mg

25 ml

Adicionalmente, se muestra en la Tabla 9 los principales acidos grasos que componen, seguin

las referencias bibliogréficas, a los aceites vegetales empleados. En el anexo A se muestran

las estructuras quimicas de cada uno de ellos.

Tabla 9 Principales acidos grasos que componen a los aceites vegetales. [101-103]

Porcentaje (%) de acidos grasos en aceites vegetales

Aceites
vegetales | MIristico  pgimitico  Palmitoleico  Estearico Oleico Linoleico Linolénico
C:14 C:16 C:16:1 C:18 Ci8:1 C:18:2 ci8:3
Aceite de ) ) ; - 69.50 7.90 0.60
oliva
Aceite de - 3.75 0.25 1.50 59 21.50 -
canola
Aceite de ] ] ] - - 12.21 0.93
almendras
Aceite ge ) 1 ) 1 3 4.2 0.3
ricino
Acetede | gp SR. SR. SR. SR. SR. SR.
papa
Ac,elte de ) 91 - 4.30 454 40.4 -
sésamo
Ace!te de i 16 . - 14 55 7
trigo
Acetede | 76 53 8.91 - 2.48 6.93 1.49 -
coco

*El 4cido ricinoleico representa aproximadamente el 90% de su composicion.
S.R. Sin referencia
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Los criterios para la seleccién del mejor aceite fueron baja toxicidad, alta solubilidad del activo

y estabilidad de las nanoparticulas formadas.

Seleccidn del tipo de tensoactivo
Se observo el efecto del tipo de surfactante en la obtencién de nanocapsulas. Se emplearon:
lecitina de soya y la mezcla de Span 40® y Cremophor EL®. Permanecieron invariables el
aceite de ricino, quitosano, solucién de acido acético 2 M, Poloxamero 188 y agua. Los criterios
para la seleccion de los agentes tensoactivos fueron baja toxicidad, estabilidad de las

nanoparticulas formadas y facilidad de incorporacion durante el proceso de preparacion.

A continuacién se observan las estructuras quimicas de los tensoactivos empleados. La
Figura 19 muestra la estructura quimica de la Fosfatidilcolina, principal componente de la

lecitina de soya [104].

CH,
Ve on,
HO \P/O (|3H3
/ o
o
o) R2
-

R 0

Figura 19 Estructura quimica de la fosfatidilcolina.

La Figura 20 muestra la estructura quimica del Span 40® o sorbitan monopalmitato surfactante
no iénico de naturaleza lip6fila ampliamente utilizado como agente emulsificante y de mojado

en farmacia [104].
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Figura 20 Estructura quimica del Span 40®.

La Figura 21 muestra la estructura quimica del Cremophor EL®, grupo de compuestos no
ionicos derivados del aceite de ricino, que en la practica farmacéutica se emplean para la
solubilizacion de farmacos y en veterinaria se le ha encontrado aplicacion como emulsificante
de aceites en alimentos, mostrandose ademas que puede aumentar la bidisponibilidad de las

sustancias, mejorando por ende su eficacia [104].

o)
A ; NG LOH
o CH
O//\/ \}/\O —_— 3
[ o] 1
O//\/ \}/\O}
' O' Ro n=10-11
O//\/ t}/\o/
B 0 OR2

D H 0
\O%\/ }\H n=13
n

Figura 21 Estructura quimica de los componentes del Cremophor EL®.
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La figura muestra la porcién hidr6foba: (a) Esteres de acido ricinoleico y éteres de polioxietilenglicerol
sin diferenciacién entre el polioxietilen monoricinoleato de glicerol (R* = R? = H); polioxietilendirricinoleato
de glicerol (R1 = ricinoleato; R* = H); Polioxietilen trirricinoleato de glicerol (Rl =R’= H) (b) Esteres de
acido ricinoleico y polietilenglicol (PEG) sin diferencia entre el polioxietilen monorricinoleato (Rl = R?
=H); Polioxietilen dirricinoleato (Rl = ricinoleato; R* = H); polioxietilen trirricinoleato (Rlz ricinoleato; R?=

ricinoleato etoxilado). Porcion hidréfila: (c) éter de polioxietilen glicerol; (d) Polietilenglicol [105].

Ademas, se adicion6é a la formulacion el poloxamero 188, debido a sus propiedades de
emulsificacién y solubilizacion ampliamente descritas y a su amplio uso en sistemas micro y

nanoparticulados [106, 107]. La estructura quimica del poloxamero 188 se muestra en la

CH,
O O
HO O H
a a
b

a= 80 b=27

Figura 22.

Figura 22 Estructura quimica del Poloxamero 188.

Determinacién de los principales componentes y proporciones dentro de la formulacién

Los niveles de aceite de ricino se fijaron en funcion de los resultados obtenidos en las
pruebas de seleccién del aceite (nucleo lipéfilo). Los niveles de Span 40® y Cremophor EL® se
seleccionaron de manera arbitraria. El procedimiento de preparacion es el descrito en

Preparacion de nanocapsulas cargadas con curcumina.

En la Tabla 10 se muestran las cantidades en gramos de cada uno de los excipientes en la

formulacién de nanocapsulas cargadas de curcumina
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Tabla 10 Proporciones de los excipientes (en gramos) en las formulaciones de nanocapsulas cargadas

de curcumina.

Excipiente (g) Agua

Grupo | Formulacion i
P Aceite Quitosano Span 40® Cremophor EL® Poloxamero  (m))

dericino 188
Sin 3 0.5000  0.1250 0 0 0.05 25
tenso. 15 0.5000  0.1250 0 0 0.05 25
® 1 0.4167 0.1042 0.1042 0 0.05 25
S 16 0.4167  0.1042 0.1042 0 0.05 25
§ 4 0.3333 0.0833 0.2083 0 0.05 25
@ 10 0.2500 0.0625 0.3125 0 0.05 25
5 11 0.4167 0.1042 0 0.1042 0.05 25
§ e 17 0.4167 0.1042 0 0.1042 0.05 25
£ 5 0.3333 0.0833 0 0.2083 0.05 25
O 13 0.2500  0.0625 0 0.3125 0.05 25
6 0.4167 0.1042 0.0521 0.0521 0.05 25
. % 0.2917 0.0729 0.0521 0.2083 0.05 25
S, “g 8 0.3333 0.0833 0.1042 0.1042 0.05 25
Y < 12 0.3333 0.0833 0.1042 0.1042 0.05 25
% % 7 0.2500  0.0625 0.1042 0.2083 0.05 25
S 14 0.2917 0.0729 0.2083 0.0521 0.05 25
9 0.2500  0.0625 0.2083 0.1042 0.05 25
Valor Minimo 0.2500  0.0625 0.0000 0.0000 0.05 25
Maximo 0.5000  0.1250 0.3125 0.3125 0.05 25

Enla Tabla 11 se expresan la cantidad (en porcentajes) de cada uno de los excipientes en la

formulacion de nanocépsulas cargadas de curcumina.
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Tabla 11 Proporciones de los excipientes (en porcentaje) en las formulaciones de nanocapsulas

cargadas de curcumina.

Excipiente (%)

Grupo Formula - — ;
Aceite de ricinio Quitosano Span 40 Cremophor EL® Poloxamero 188
. 3 2.00 0.50 0.00 0.00 0.20
Sin tenso.
15 2.00 0.50 0.00 0.00 0.20
® 1 1.67 0.42 0.42 0.00 0.20
g 16 1.67 0.42 0.42 0.00 0.20
§ 4 1.33 0.33 0.83 0.00 0.20
@ 10 1.00 0.25 1.25 0.00 0.20
5 11 1.67 0.42 0.00 0.42 0.20
=
g g 17 1.67 0.42 0.00 0.42 0.20
E w 5 1.33 0.33 0.00 0.83 0.20
© 13 1.00 0.25 0.00 1.25 0.20
6 1.67 0.42 0.21 0.21 0.20
@ 2 1.17 0.29 0.21 0.83 0.20
>
g UBJ 1.33 0.33 0.42 0.42 0.20
: S 12 1.33 0.33 0.42 0.42 0.20
(% % 7 1.00 0.25 0.42 0.83 0.20
O 14 1.17 0.29 0.83 0.21 0.20
9 1.00 0.25 0.83 0.42 0.20
Minimo 1 0.25 0 0 0.2
Valor .
Maximo 2 0.5 1.25 1.25 0.2

El orden de los experimentos fue completamente aleatorio. Se consideraron tres variables de

respuesta: Tamafio de particula (nm), indice de polidispersion y Potencial { (mV)

Caracterizacion de las nanoparticulas cargadas de curcumina

Tamafo de particula, indice de polidispersion y potencial ¢
Se determiné el tamafio de particula, indice de polidispersién (Pdl) y potencial { después de 24
horas de la preparacién de las nanocapsulas haciendo uso de un Zetasizer nanoseries, de

Malvern Instruments por medio de las técnicas de DLS y movilidad electroforética.

pH
Inmediato a la preparacion se llevo a cabo la mediciébn con un potencidémetro Seven Multi®,
Mettler Toledo. Se dispuso una porcidén de la suspensién de nanoparticulas en un recipiente
adecuado y se sumergio el electrodo para la medicion de pH. Las determinaciones se

realizaron por triplicado. El andlisis se efectu6 a 20 °C.
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Estabilidad
Se evalug la estabilidad de las nanocapsulas cargadas de curcumina. Se recolectaron alicuotas
sin dilucién de las suspensiones preparadas, se colocaron en viales de vidrio y se
almacenaron en refrigeracion a una temperatura promedio de 4°C. Se llevdé a cabo una
evaluacién visual de las nanocépsulas transcurridas 1, 8 y 16 semanas y se consideraron

como parametros de estabilidad su apariencia fisica.

Microscopia electrénica de transmision
El analisis morfolégico se llevé a cabo con un microscopio electrénico de transmision JEM-
1200-EX, JEOL operando a 120 kV en el Instituto de Materiales de la Universidad Nacional
Autébnoma de México. Para este analisis, la suspensién de nanocapsulas se diluy6é en agua
desionizada (1:50 v/v), colocé en una rejilla para muestras y se dejé secar a temperatura

ambiente.

Estabilidad en diferentes puntos de pH
Se prepararon soluciones buffer de pH 1 a 10 segun se indica en el apartado de soluciones
de la USP. En tubos de ensaye diferentes se colocé un volumen constante de la solucion
buffer de cada valor de pH. Posteriormente se adicion6 una alicuota de la suspension de
nanocapsulas de la formulacién seleccionada preparada 24 horas antes de la prueba, se agito
e incubo durante 2 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C). Se determindé el
tamafio de particula e indice de polidispersion (Pdl) haciendo uso de un Zetasizer de Malvern

Instruments por medio de la técnica de DLS.

ESTUDIOS EN ANIMALES
Nota. Todo el trabajo con animales se realiz6 acorde a la norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

MUCOADHESION

Prueba de mucoadhesion Ex vivo en intestino de borrego.
El intestino de borrego se obtuvo de un animal recién sacrificado, se lavdé sumergiendo y
sacando de solucion salina repetidas veces hasta eliminar restos de alimento del tejido. El
tejido limpio se conservé en solucion salina fisiolégica limpia a temperatura ambiente. El

manejo del tejido se realiz6 cuidadosamente para evitar la ruptura y separacion de la capa
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mucosa Yy de esta manera conservar las cualidades del tejido. Se diseccionaron fracciones de
aproximadamente 10 cm y con ellas se construyeron pequefios sacos de didlisis. Se tomaron 3
ml de suspension de nanocépsulas y se vertieron en el interior de los sacos. Se colocaron los
sacos en 250 ml de solucién salina a 37°C con agitacion magnética durante 15 minutos.
Finalmente, la suspension de nanocapsulas fue removida. Se expuso la luz del saco y se
observaron los cambios producidos. Como control positivo se utilizé una solucion de curcumina
en Transcutol HP®, con una concentracion de 2 mg/ml, de la cual, igual que la suspension de
nanoparticulas, se tomaron 3 ml y colocaron dentro de los sacos. Se repitidé el procedimiento

anteriormente descrito.

Posteriormente, de las fracciones sometidas a este tratamiento se obtuvieron subfracciones
de tejido en forma de pequefios cuadros de aproximadamente 3 x 2 cm, las cuales se
colocaron en solucién salina fisiolégica con agitacion magnética, para evaluar la resistencia del
proceso de mucoadhesion de forma cualitativa. Se extrajo el tejido a los 5, 10, 15 y 25 minutos

para obtener imagenes del proceso de separacion de las nanocépsulas del tejido.

En una prueba aparte, se diseccionaron segmentos limpios de intestino de 30 cm de largo. El
segmento de intestino se coloco verticalmente y se hicieron pasar a través de él 3 ml de
suspension de nanocépsulas dejando que resbalaran en la luz intestinal por gravedad.

Finalmente se disecciono transversalmente el intestino y se observé.

Prueba de mucoahesion In vivo en raton BALB/c.
Para este experimento se utilizaron ratones hembra BALB/c. Se administré via oral 1 ml de
suspension de nanocapsulas; y un control al cual se le administr6 via oral 1 ml de suspension
de curcumina (0.4 mg/ml). Ambos grupos se contuvieron en jaula con agua y dieta normal
durante 3 horas después de la administracién. El sacrificio se realizé con sobredosis de éter
etilico. Se llevd a cabo la diseccion y realizaron las observaciones pertinentes. En ambas
pruebas se aprovechd el color caracteristico de la Curcumina como una manera de identificar

la permanencia de la curcumina y las nanocapsulas a lo largo del tejido intestinal.
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Resultados y discusion
Seleccion de aceite para el nacleo lipéfilo

El objetivo de la etapa inicial de experimentacion fue analizar la factibilidad de incorporar
la curcumina en nanoparticulas poliméricas. Como se ha mencionado anteriormente (Tabla
3) la curcumina es insoluble en agua pero soluble en algunos solventes organicos y aceites.
De esta manera, se planteé el uso de nanocapsulas para facilitar la absorcién de la
molécula, principalmente, porgue este tipo de sistemas consisten en un ndcleo liquido de
naturaleza oleosa que permite la carga de grandes cantidades de farmaco, y ademas,

permite que dicho farmaco se encuentre disuelto al momento de llegar al sitio de absorcion.

Asi, en una primera etapa se emplearon para la elaboracién de las nanocépsulas diferentes
nucleos lipofilos, consistentes en diferentes aceites de origen vegetal, con el propdsito de
maximizar la cantidad de curcumina que podia incorporarse. El aceite de ricino, aceite de
papa, aceite de canola, aceite de coco, aceite de almendras, aceite de oliva, aceite de
sésamo, aceite de trigo y vitamina E fueron los aceites seleccionados. Se busc6 también
que los aceites estuvieran comercialmente disponibles, fueran de baja toxicidad y por

consiguiente seguros para su administracion por via oral.

Los excipientes y la cantidad de cada uno de ellos en los sistemas nanoparticulados
preparados durante el proceso de seleccion de aceite de origen vegetal que conformaria el
nacleo lip6filo fueron propuestas segun lo encontrado en la investigacion documental

realizada y se mantuvieron constantes en cada uno de los experimentos.

En la Figura 24 se muestran las fotografias hechas de los diferentes sistemas
nanoparticulados empleando como nucleo lipéfilo diferentes aceites de origen vegetal con
el objetivo de mostrar la apariencia fisica de los sistemas nanoparticulados obtenidos en el

proceso de seleccidon del aceite.
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Aceite dericino
Aceite de Almendras

Aceite de Coco

Aceite de papa

Aceite de olivo

No. de Curcumina . . Cantidad de aceite Quitosano Poloxamerol88 Lecitina
Tipo de aceite

prueba (mg) (mg) (mg) (mg) (mt)
(__1__ | __48______Ricino " "B083 ___ 2498 ___ 50.71_____ 250 _
(2 | __48____ Amendas ____ 5042 ____ 2498 ___ 5061 _____ 250 _
___8__ | _46______Coco _____ 518 286 ____ 4878_____ 250 _|
.4 | 48 Papa 5029 2552 48 250 |
(5 _ |45 ____ " Olvo _____""4985 _ " "254 ____ 5004_____ 250 _ ]

6 | 5 Canola 498.7 25.3 49.6 250

7|49 ____Sésamo_ ______Blay _____ 25 ____ 497 _____ 250 _ |
(& _ | _51______Trgo ______ 5049 _____ 253 ____5L7_____250
L __9__ | _54____ VwaminaE______Sl2 27 ____ 509 ____ 250 |

g £

e @ > w

< ] =2
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Figura 24 Composicién y apariencia fisica de nanocapsulas con diferentes nicleos oleosos.

Los sistemas nanoparticulados se almacenaron en viales de vidrio cerrados a temperatura

ambiente (aproximadamente 25°C) por un lapso de 7 dias. En esta etapa se evaluo

Unicamente la apariencia fisica de cada uno de los sistemas como signo de estabilidad

fisica.
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En la Figura 24 se observa que en todos los casos existi0 separacion de fases. Sin
embargo, debido a que la formula aqui propuesta no esta optimizada, los cambios de
coloracion del aceite en el sistema nanoparticulado fueron el pardmetro més importante para
la seleccion del ndcleo oleoso. Un cambio de coloracion se interpreté como la presencia de
alguna reaccion quimica no deseable dentro del sistema la cual deterioraba las propiedades
de estabilidad y organolépticas del sistema.

Adicionalmente, para la seleccion del nucleo lipéfilo se consideraron las propiedades
fisicoguimicas de cada uno de los aceites vegetales; pues aungue su origen natural y baja
toxicidad los hace muy Utiles para la formulacion de formas farmacéuticas de
administracién por via oral, estos presentan una importante desventaja debido a su
particular susceptibilidad a las reacciones de auto-oxidacion, representadas en la Figura 25
[108].

Iniciacion RH 2> Re + He

Re + O, > ROO-

ROO+ + RH + ROOH + Re
ROOH > RO- + *OH
Derivacion RO+ + RH + O, > ROH + ROO-
*OH + RH + O, 2 H,0 + ROO-
ROO-« + ROO* > ROOH + O,
Terminacion ROO- + R+ > ROOH

Re + R* 2> R-R

Propagacién

Descomposicion del peréxido | ROOH - varios compuestos de bajo peso molecular

Polimerizacion ROOH - varios compuestos de alto peso molecular.

Figura 25 Representacion clasica del mecanismo de auto-oxidacion de un aceite.

La oxidacion de los aceites vegetales se inicia con la formacion de radicales libres. Los radicales
libres pueden ser facilmente formados removiendo un 4tomo de hidrogeno de un grupo metileno
después de un carbono con doble enlace. Los radicales libres reaccionan rapidamente con el
oxigeno para formar un radical peréxido. El radical peroxido puede atacar otra molécula de acido
graso para remover un atomo de hidrogeno y formar un hidroperéxido y otro radical libre, propagando

la reaccion de oxidacion [109].

La velocidad con que los lipidos se oxidan esta limitada por la extraccion de un atomo de
hidrogeno para generar el radical hidroperéxido; y la facilidad o dificultad con que esto

ocurre depende la fuerza de enlace carbono-hidrogeno. En este sentido, los grupos —CH,—
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gue siguen a un doble enlace carbono-carbono poseen una menor fuerza de enlace
carbono-hidrogeno; y la debilidad de este enlace aumenta si al grupo —CH,— le sigue
otro doble enlace carbono-carbono (dobles enlaces conjugados); por lo que la extraccion de
un atomo de hidrogeno se facilita en los lipidos que poseen este tipo de estructura [109].

Como se observa en la Tabla 9, la mayoria de los aceites vegetales empleados estan
compuestos principalmente por acido linoleico y acido oleico que cuentan en su estructura
con enlaces dobles (4cido oleico) y dobles enlaces conjugados (acido linoleico) que los
hacen los mas susceptibles a sufrir las reacciones de auto-oxidacion anteriormente
descritas. A nivel experimental el cambio de coloraciéon y la marcada inestabilidad fisica de
las formulaciones exploratorias se asumié como una evidencia de que el fenbmeno

anteriormente descrito tuvo lugar.

También es importante tomar en cuenta que la velocidad de las reacciones de auto-
oxidacién se puede ver modificada por la presencia de metales de transicién (por ejemplo
Fe?, Fe*), luz UV y calor, que sirven como catalizadores en la descomposiciéon de los
hidroperéxidos dando lugar a especies mas reactivas que aceleran la oxidacion de los
lipidos, situandose en la superficie de las nuevas gotas debido a su actividad superficial
[108] degradando asi a los aceites hasta obtener aldehidos, cetonas o &cidos que cuentan

en su estructura quimica con 3y hasta 11 carbonos [109].

Debido a que cada molécula tiene propiedades fisicoquimicas caracteristicas, como su
reactividad quimica, dimensiones, polaridad (hidrofilicidad/hidrofobicidad), coeficiente de
particion, estabilidad térmica y actividad superficial; es importante considerar las reacciones
de auto-oxidacién porque provocan cambios en las estructuras quimicas de los aceites que
constituyen el nucleo de las nanocapsulas transformandolos en moléculas diferentes con
nuevas propiedades fisicoquimicas que tienen un fuerte impacto en la estabilidad de las
nanocapsulas producidas [74, 108]. Ademas, las nuevas moléculas formadas tras el
proceso de auto-oxidacion de los aceites vegetales poseen un fuerte y desagradable aroma
y provocan cambios de coloracion en el aceite deteriorando las propiedades organolépticas

de la formulacion.

Asimismo, es necesario considerar que en un sistema donde el tamafio de particula se ve

reducida la velocidad de oxidacion del lipido aumenta porque incrementa el area superficial
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de contacto de los lipidos del nucleo, exponencialmente en sistemas nanoparticulados, con

el medio circundante favoreciendo con ello la posibilidad del fenémeno de oxidacion lipidica.

Por otra parte, la presencia de emulsificantes y la carga eléctrica que estos proporcionan a
la superficie, juega un rol importante en la estabilidad oxidativa del ndicleo de las particulas.
Una superficie eléctricamente cargada tiene en mayor o menor medida, segun la densidad
de carga y el signo e intensidad del potencial eléctrico, la capacidad de atraer iones con
carga contraria del medio circundante que pueden ser “simples” iones de origen mineral
como son Ca®*, Na'y CI o iones capaces de promover la oxidacién de los lipidos como son
el Fe?*, Fe**, Cu® o Cu®" [110].

Ante este fenbmeno es importante destacar que inclusive la calidad de los excipientes
empleados en la fabricacion de las nanocapsulas tendra un fuerte impacto sobre su
estabilidad, debido a que hasta la presencia de pequefas cantidades de metales de
transicion pueden acelerar la oxidacion lipidica promoviendo la ruptura de hidroperéxidos
dando lugar a especies mas reactivas. De esta manera, para mejorar la estabilidad se hace
entonces necesario el uso de tensoactivos no i6nicos y aceites con bajo contenido de

peréxidos y metales de transicion [108].

Asi, el mejor aceite para desarrollar sistemas nanocapsulares fue aquel que resulté estable
fisicoquimicamente durante el mayor tiempo posible en el medio dispersante. Ademas, dicho
aceite no debié presentar interacciones quimicas con los tensoactivos seleccionados.
Finalmente, se consideraron también las propiedades organolépticas y de seguridad,

haciendo al excipiente aceptable para su uso como excipiente farmacéutico en veterinaria.

En lo que respecta a los aceites de almendras, coco, papa, olivo y canola se observdé cambio
de coloracion de un amarillo ligero a uno de mayor intensidad, signo claro de la oxidacién de
los mismos. De todos los aceites probados, el aceite de ricino y la vitamina E fueron los que
durante todo el periodo de estudio conservaron tanto sus propiedades fisicoquimicas y
organolépticas como las de la curcumina. Esto puede ser debido a la mejor encapsulacion y
la uniformidad de la cubierta polimérica y a las propiedades intrinsecas como antioxidantes,

en el caso de la vitamina E [74].
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Con el fin de mantener la estabilidad de las nanocapsulas y reducir el nimero de
componentes necesarios para la formulacion se analizaron las ventajas y desventajas del
aceite de ricino y la vitamina E. La Tabla 12 muestra las caracteristicas del aceite de ricino
y la vitamina E considerados para la seleccion del nucleo oleoso éptimo.

Tabla 12 Propiedades del Aceite de Ricino y Vitamina E consideradas para la seleccion de nucleo

lipdfilo para las nanocépsulas cargadas de curcumina.

Factor Aceite de ricino Ref. Vitamina E Ref.
Costo 1, 108 MXP (1 Litro) [111] 4, 408 MXP (525 ml) [112]
El aceite de ricino es estable y La exposicion a la luz UV y al oxigeno
no se arrancia a menos que provoca la lenta descomposicion de la
se someta a un fuerte vitamina E. La vitamina E es estable al
Estabilidad | calentamiento. A una [llf:] calentamiento en ausencia de oxigeno, [114]
temperatura de calentamiento a los acidos fuertes y a la luz visible. Se
de 300 °C comienza a debe evitar el contacto con alcalis y
polimerizarse. agentes oxidantes.

. . La  administracion de  grandes

La administracion oral de . o

) o cantidades de Vitamina E puede
aceite de ricino puede o .
o ) provocar hepatotoxicidad, fatiga,
Toxicidad | provocar nausea, vomito, [115] N [116]
. _ debilidad, dolor de cabeza, nausea,
colico y diarrea. La LD50

diarrea, y dolor abdominal. La LD50
(rata) >4950 mg/kg.

(raton) >4000 mg/kg

En este sentido, se selecciond al aceite de ricino como el mas adecuado para la formulacion
de las nanocapsulas, principalmente por la mayor estabilidad de este aceite que se ve
reflejado en la también mayor estabilidad de la primera formulacion, y por las ventajas de
facilidad de manejo que nos permite exponerlo al aire y al calor sin efectos en las
propiedades fisicas y quimicas del aceite; y finalmente el mucho menor costo del aceite de
ricino comparado con la vitamina E. Asi, para el resto de los ensayos, la formulacion contuvo

como nucleo oleoso al aceite de ricino.

Seleccion del tipo de tensoactivo
Otro factor de importancia durante la etapa de formulacion fue la seleccion de los
tensoactivos. En este caso, se comparé la actividad de estabilizacion de la lecitina y el

Cremophor EL® en combinacion con Span 40®.
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La lecitina mostré una reducida capacidad para estabilizar el nucleo lipofilo. Aunada a la
reducida estabilidad de las nanocéapsulas producidas con el uso de este tensoactivo, se hizo
visible una gran complicacion desde el punto de vista tecnoldgico, pues la naturaleza y las
propiedades quimicas de la lecitina con que se trabajo, complicé la solubilizacion de la
misma, caso contrario a lo encontrado en la literatura con lecitinas menos purificadas y con
mejor solubilidad en etanol [117]. Para evitar problemas técnicos, se realiz6 un cambio en la
formulacion original utilizando la mezcla de tensoactivos no iénicos Span 40® y Cremophor
EL®.

Los surfactantes o tensoactivos no ibnicos presentan ademas importantes ventajas en lo
que respecta a compatibilidad con la mayoria de los excipientes usados en formulaciones
farmacéuticas, estabilidad y baja toxicidad, ya que al no existir interacciones electrostaticas
se reduce considerablemente la probabilidad de otro tipo de interacciones fisicas o quimicas
que puedan comprometer la integridad de las formulaciones [118]. La mezcla propuesta de
Span 40® y Cremophor EL® facilité el proceso de preparacién y dio lugar a sistemas mas
estables. Las ventajas aportadas por el uso de este par de tensoactivos desde el punto de
vista de estabilidad seran discutidas mas adelante.

Determinacion de los componentes y proporciones dentro de la formulacion
Con la mezcla de tensoactivos Cremophor EL® y Span 40®, se procedid a realizar un
barrido de condiciones para buscar la proporcidon adecuada en la que estos estabilizantes
conducian a la obtenciéon de nanosistemas. Para esto, los niveles para cada uno de los
componentes (factores) se establecieron arbitrariamente segun la informacién documental y

los resultados de las pruebas preliminares.

La concentracion de poloxamero 188 se controld a una que permitiera la accién de este
como estabilizante de la superficie y no como emulsificante principal [104]. Con la adicién
de poloxamero 188 también se persigui6é disminuir la tension interfacial entre el aguay el
aceite. Este efecto es importante durante el proceso porque facilita que las particulas de

aceite se dividan en otras mas pequefias y adquieran el tamafio nanométrico deseado [74].

Como se menciond en los métodos, se obtuvieron diferentes formulaciones con diversas

condiciones. La caracterizacion fisica de estas formulaciones se llevé a cabo tomando como
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variables de respuesta el tamafio de particula, indice de polidispersion, potencial ¢, pH final

de la formulacion y la estabilidad fisica. El volumen final de cada formulacion fue de 25 ml.

Como una primera aproximacion, se calificO uUnicamente la apariencia fisica de las
nanocéapsulas obtenidas, evaluando principalmente la aparicion de efecto Tyndall® [119] para
identificar sistemas coloidales, que se evalu6 al diluir la muestra. Se muestra en la Figura
26 una imagen de cada uno de los sistemas a manera de referencia visual. Nuevamente,
fue facil identificar diferentes tonalidades de amarillo, debido a la diferencia en el tamafo de
particula de las nanocapsulas. Este mismo cambio de tamafio es una de las causas
responsables de las variaciones en la estabilidad de los sistemas. Los fenémenos de
inestabilidad de las nanocapsulas finalmente se manifestaron en una separacion de fases o
formacion de fléculos, clara evidencia del tamafio macro de la goticulas de aceite presentes

y un exceso de tensoactivos.

En este contexto, se pudo observar que el sistema 7 fue el que mejor conservé su
apariencia original (amarillo-opalescente), sin presentarse fendmenos de separacion de
fases ni formacion de fléculos, ademas, basandonos en la coloracion se puede pensar que la
curcumina permanecié estable durante el tiempo que durd el estudio. Otra de las
caracteristicas de esta formulacién, para considerar la proporcion de excipientes y sus
condiciones de preparacion como viables, fue el marcado efecto Tyndall que se presento tras
la dilucién de la muestra. Los estudios de caracterizacion, a nivel nanométrico, de esta
formulacion arrojaron resultados positivos postulandola como la formulacién oOptima con los

excipientes propuestos para la administraciéon de curcumina.

Estas propiedades de las nanocapsulas coinciden con las obtenidas por Zanotto-Filho y col.
[120], quienes obtuvieron nanocapsulas recubiertas con poli (e-caprolactona) cargadas de
curcumina por el método de deposicion interfacial, con tamafios de particula alrededor de los
200 nm y una coloracién opalescente y amarilla. Esto es una buena aproximacion, ya que en
nuestro caso el método empleado es libre de solventes organicos y la tecnologia utilizada

presenta una mayor facilidad de escalamiento.

% Las particulas coloidales poseen la propiedad de reflejar y reflactar la luz. El efecto Tyndall es aquel
gue se lleva a cabo por la dispersion de un haz de luz por particulas coloidales. Este fenémenos es
mas intenso cuanto menor sea la longitud de onda del rayo incidente y cuanto mayor sea el tamafio
de las particulas coloidales.
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de cada

uno de experimentos realizados:

Tabla 13 Caracteristicas fisicas y de superficie después de 24 horas de la preparacién de las

formulaciones obtenidas.

- Diametro Promedio pZ
Grupo | Formulacién (d.nm) Pdl (mVv) pH
(2]
g 3 1201 0.587 66.9 4.03
c ©
n 3
(2]
S 15 879.7 0.582 64.8 4.13
® 11 507.9 0.543 35.2 4.02
w
5 17 697.5 0.745 31.2 4.01
e
o
g 5 346.4 0.425 31.6 3.89
()
O 13 217.2 0.297 30.3 3.83
1 2363 0.152 63.6 4.01
g 16 3528 1 63.4 4.01
c
(% 4 7981 0.569 63.6 3.93
10 3333 0.02 66 3.84
6 1336 0.381 61.1 3.99
2 217.8 0.282 55.4 3.89
@
> o 8 655.3 0.516 65.7 3.96
@ —
o o
2 s 12 350.1 0.539 64.8 3.93
o
8 €
n 9 7 168.9 0.377 55.7 3.80
)
14 2726 0.662 62.3 3.85
9 1361 0.929 61.3 3.81

Para obtener un modelo matematico que explique el comportamiento de cada una de las

variables de respuesta en funcion de los componentes en la formulaciéon se utilizé la
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aproximacion de los Modelos Lineares Generales® [121, 122]. El procedimiento de modelos
lineales generalizados consiste en construir un modelo estadistico que describa el impacto
de uno o mas factores X en una o mas variables dependientes Y [123].

El tratamiento estadistico se llevé a cabo utilizando las variables en su forma codificada con

el fin de obtener influencias no dimensionales.

Tabla 14 Factores codificados y niveles del experimento de exploracion.

Nivel
Factor Unidades
Minimo (-1) Méximo (+1)
Cantidad de aceite de ricino (A) g 0.25 0.5
Cantidad de span 40® (S) g 0 0.3125
Cantidad de Cremophor EL® (C) g 0 0.3125

Nuevamente, las variables de respuestas fueron las caracteristicas de tamafio y superficie

de las nanocapsulas.

En sistemas nanoparticulados, el tamafio de particula es un aspecto critico, que debe ser
controlado y caracterizado debido a que particulas con tamafios mayores a 1 pm son
retenidos por las placas de Peyer® [124]. Nanoparticulas de hasta 200 nm son mas
adecuadas para la administracién via oral debido a que difunden sistematicamente
permitiendo de esta manera su absorcion [82, 125]. Ademas, el tamafio de particula juega un
papel de vital importancia respecto a la estabilidad de los sistemas, ya que al disminuir el
tamafio mayor es la entalpia de los sistemas, conduciendo a sistemas termodinamicamente
mas inestables y con ello al uso de mayor cantidad de tensoactivos. La Tabla 15 muestra el
andlisis de varianza del modelo estimado para la variable de respuesta l/tamafio de

particula.

°En estadistica, el modelo lineal generalizado (MLG) es una flexible generalizacién de la regresion de
minimos cuadrados ordinaria. Relaciona la distribucion aleatoria de la variable dependiente en el
experimento con la parte sistematica (no aleatoria) a través de una funcién llamada la funcion de
enlace.

* Las Placas de Peyer son nddulos linfaticos que se localizan en la lamina propia del intestino
delgado. Estos nddulos poseen una estructura con un centro constituido principalmente por linfocitos
B, una periferia por linfocitos T y macrofagos.
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Tabla 15 Analisis de Varianza para 1/Tamafo de particula

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razén-F Valor-P
Modelo 4.864E-5 9 5.4044E-6 115.40 0.0000
Residuo 2.80991E-7 6 4.68319E-8
Total (Corr.) 4.8921E-5 15

Los resultados del andlisis de varianza, muestran un valor-p < 0.05 indicando que al menos
un factor en el modelo esta significativamente relacionado con la variable dependiente
(1/tamafio de particula). La R? indica que el modelo ajustado explica el 99.4256 por ciento
de la variabilidad de 1/Tamafio de particula.

La ecuacion obtenida para describir el inverso de la respuesta (1/Tamafio de particula) es

entonces:

1/Tamafio de particula = -0.000510412 - 0.00998907*A - 0.00892425*S - 0.0183593 A*S-
0.0117318*A*C - 0.0101974*S*C - 0.0111709*A*S*C + 0.00606726*A"3 + 0.0061911*S"3 +

0.00604668*AMN3*S.. ..ot Ec. 2

Donde A es el aceite de ricino, S es el Span 40® y C es el Cremophor EL®.
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Figura 27 Graéfico de probabilidad normal para 1/Tamafio de particula.

En la Figura 27 se muestra el Grafico de probabilidad normal para el inverso de tamafio de
particula. Este tipo de gréafico nos permite establecer si los residuales (valor experimental-
valor estimado por el modelo) estén asociados a errores sisteméticos o errores aleatorios.
Se espera que los residuales estén asociados a errores aleatorios porque implica que los
resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales establecidas no tienen sesgo, por
lo que pueden descartarse fallas sistematicas en los procesos de operacion. Si se
demuestra que los residuos se ajustan a la distribucién normal, que es la que con mayor
frecuencia describe fenbmenos reales; se considera que los datos son confiables y por lo
tanto también el modelo obtenido. El gréafico obtenido en este caso, sefiala que la tendencia
de los resultados puede ser completamente descrita con el modelo obtenido, ya que los

residuales se ajustan a una distribucién normal.

Complementario a esta observacion, se analizd el comportamiento de los residuales en el
experimento (Figura 28). En este caso, se observé que no existe ninguna tendencia en la
distribucion de los residuos. Sin embargo, existen tres puntos aberrantes para los cuales

se sugiere en un trabajo subsecuente su reevaluacion.
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Figura 28 Grafico de residuos para 1/Tamafio de particula.

Con la finalidad de identificar los factores que tienen un menor nivel de significancia (p<
0.05), lo cual implica que tiene una probabilidad mayor a 0.95, se realizé un andlisis de la
suma de cuadrados que se muestra en la Tabla 16. Se observa que el Span 40® vy el
aceite de ricino son los factores que poseen una mayor probabilidad de influencia en el
tamafio de las nanocapsulas. Las probabilidad de influencia de las interacciones entre los
factores estudiados son también importantes, destacando las existentes entre el Aceite de
ricino y el Span 40®, seguida de la interaccion entre el aceite de ricino y el Cremophor EL®.
Esta conclusion es légica, pues el tamafio de particula depende principalmente de la
estabilizacién de las goticulas de aceite y no del aceite per se. Dicha estabilizacién se
alcanza con la disminuciéon de la tension interfacial debida a la presencia de los dos
tensoactivos, que de acuerdo al analisis también interaccionan entre ellos para modificar el

tamafio de particula.
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Tabla 16 Resultados del andlisis de la Suma de Cuadrados Tipo Ill para el inverso de tamafio de

particula.

Fuente Sumade Gl  Cuadrado Medio Razon  Valor-

Cuadrados -F P

Aceite de ricino 1.0223E-5 1 1.0223E-5 218.29 0.0000
Span 40 1.19405E-5 1 1.19405E-5 254.96 0.0000
Aceite de ricino*Span 40 5.5176E-6 1 5.5176E-6 117.82 0.0000
Aceite de ricino*Cremophor EL 5.4835E-6 1 5.4835E-6 117.09 0.0000
Span 40*Cremophor EL 4.1136E-6 1 4.1136E-6 87.84  0.0001
Aceite de ricino*Span 4.5665E-6 1 4.5665E-6 97.51 0.0001
40*Cremophor EL
Aceite de ricino”3 4.6898E-6 1 4.6898E-6 100.14 0.0001
Span 40*Span 40*Span 40 7.6667E-6 1 7.6667E-6 163.71 0.0000
Aceite de ricino*Aceite de 2.9909E-6 1 2.9909E-6 63.86 0.0002
ricino*Aceite de ricino *Span 40
Residuo 2.80991E-7 6 4.68319E-8
Total (corregido) 4.8921E-5 15

Aceite de ricino*Span 40 0.0184

Aceite de ricino*Cremophor
EL
Aceite de ricino*Span
40*Cremophor EL

Span 40*Cremophor EL

Aceite de ricino -
[ .
Span 40
Span 40”3 0.0062
Aceite de ricino"3 0.0061
Aceite de ricino"3*Span 40 0.0060
0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200

Figura 29 Diagrama de Pareto para el inverso de tamafio de particula.
Comparacion de las variables que afectan al inverso del tamafio de tamafio de particula. Los valores
gue se muestran corresponden a los coeficientes en la ecuacion de las variables mostradas. Cada

efecto tiene un nivel de significancia (p<0.05)
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En la Figura 29 se observa el peso de la influencia de los factores implicados en el modelo
determinado sobre la respuesta de tamafio de particula que en este caso se transformé al
inverso del tamafio de particula para facilitar la obtencién del modelo matemaético. El factor
que tiene una influencia preponderante sobre el inverso del tamafio de particula es la
interaccion del aceite de ricinoy Span 40® y ademas observamos que los factores que le
siguen en importancia también estan relacionados con el aceite de ricino y el Span 40®, por
lo tanto en base a esto deducimos que estos dos componentes de la formulacién son los

gue estan determinando el comportamiento del tamafio de particula de la formulacion.

cremophor EL=0.0

LT e
1 -0.2
-0.6 05 "" 0.2 Aceite de ricino

06 0.6

()
o
(]

span 40

Figura 30 Gréfico de superficie de respuesta para 1/Tamafio de particula.
La figura muestra el grafico de superficie de respuesta de los factores Aceite de ricino-Span 40

obtenido con el modelo ajustado.

Previo al analisis de la Figura 30, se debe aclarar que para este experimento valores
negativos no tienen un significado practico y en este caso se atribuyen al error de

prediccion del modelo generado por lo que no se consideran validos.

La Figura 30 relaciona los factores Aceite de ricino-Span 40®, que segun el analisis
estadistico, Figura 29, son los factores mas influyentes en el tamafio de particula de las

nanocapsulas producidas. Se observa que el aumento de concentracion de aceite de ricino
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y Span 40® en la formulacién genera, en ambos casos, un aumento considerable en el
tamafio de particula. Este ultimo fenomeno se debe a la inestabilidad fisica de las

formulaciones producidas cuando se aumenta la concentracion de ambos excipientes.

~N

cremophor EL

Castor Qil

Figura 31 Gréfico cubico de respuesta para 1/Tamafio de particula.
En rojo se sefiala el valor minimo de tamafio de particula y el vértice que representa la combinacién

de cada uno de los componentes que segun el modelo matematico da lugar a este resultado.

En la Figura 31 se puede observar que, para minimizar el tamafio de particula, es necesario
emplear la menor concentracién de Aceite de ricino (0.25 g) y la mayor concentracion de
Span 40® (0.3125 g) y Cremophor EL® (0.325 g). Por otra parte, se observd también que
el uso de Cremophor EL® como Unico tensoactivo a la mayor concentracién, dio lugar a
nanocapsulas de tamafio menor que, segun los datos experimentales oscilaban entre 200 y
700 nm aproximadamente. Los tamafios de particula obtenidos con el uso de este
tensoactivo en la formulacion fueron menores que aquellos sistemas que no poseian
algun tensoactivo y a los que Unicamente poseian Span 40® como agente estabilizante y
se distinguié que a mayor concentracion de Cremophor EL® el tamafio de particula era

menor, sin que esto significara que la estabilidad de los sistemas era mayor.

El modelo experimental, como se discutié6 anteriormente, demostr6 que al emplear la
maxima concentracion de Cremophor EL® y Span 40 se minimiza el tamafio de particula.

Sin embargo, se observé experimentalmente que las formulaciones donde la concentracion
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de Cremophor EL® era mayor con respecto a la de Span 40® los sistemas tenian tamafios
de particula dentro del rango considerado aceptable, y eran fisicamente estables. Por su
parte en los sistemas donde la proporcion de Span 40® era mayor con respecto al
Cremophor EL®, el tamafio de particula tendia a incrementar y la estabilidad fisica

disminuia claramente debido a la formacién de fl6culos.

La caracterizacién de los experimentos realizados dio lugar a resultados positivos sobre la
base de composicién de la formulacion 7, el cual demostrd ser fisicamente estable a lo largo
del tiempo. El tamafio de particula de este sistema fue aproximadamente de 169 nm con un
indice de polidispersion de 0.377. Durante la investigacion bibliografica se encontraron
reportadas nanoparticulas recubiertas con diferentes polimeros, como quitosano, alginato,
policaprolactona y polibutilcianoacrilato cargadas con curcumina de tamafios de particula de
entre 100 y 400 nm y con indices de polidispersion menores a 0.3 lo que indica una
distribucion de tamafio de particula unimodal [120, 126-129]. Se observa que el tamafio de
particula de la formulacion elegida se encuentra dentro del rango de tamafio hanométrico
en que diferentes investigadores han producido nanoparticulas de curcumina con fines
distintos. No obstante, comparando los sistemas obtenidos con aquellos reportados en la
literatura se observa que el indice de polidispersiobn es mayor en nuestros sistemas,

probablemente por el tipo de tecnologia aplicada.

El indice de polidispersion es una medida de la anchura de la distribucién del tamafio de
las nanoparticulas y es un aspecto muy importante, desde el punto de vista teérico en la
caracterizacion de las nanoparticulas [82]. A continuacién se observa el andlisis de varianza
para el log (PdlI):

Tabla 17 Andlisis de Varianza para log (Pdl)

Suma de

Fuente Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 9.9488 5 1.9898 308.80 0.0000
Residuo 0.0451 7 0.0064
Total (Corr.) 9.9939 12

Los resultados del andlisis de varianza para la transformacion log (Pdl) en la Tabla 17

muestra un valor-P menor que 0.05, que a un nivel de confianza del 95% indica que al
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menos un factor en el modelo esta significativamente relacionado con la variable
dependiente. La R? indica que el modelo ajustado explica el 99.5487 porciento de la
variabilidad de log (Pdl).

La ecuacion que mejor describe la respuesta log (Pdl) es:

Log (Pdl) = -0.37544 + 0.483695*S - 0.350062*A*S - 2.21478*S"2 - 2.37408*S"3 +
0.202112%AN2*S ..o, Ec. (3)

Dénde, A es el aceite de ricino, S es el Span 40y C el Cremophor EL.

999 [ —  r 1 _* ‘v T 1 ‘" ‘v Tt T T T * T ‘" ‘v T T T T * T_]

porcentaje
(82
o
|

01 1 N . I \ \ \ I . \ . 1 . . \ I . . . 1 . . . L
-0.06 -0.02 0.02 0.06 0.1 0.14
residuo

Figura 32 Gréfico de probabilidad normal para log (Pdl).

En la Figura 32 se muestra el Grafico de probabilidad normal para el log (Pdl). De la misma
manera que en la variable de respuesta tamafio de particula se espera que los residuales
(valor experimental-valor estimado por el modelo) se ajusten a la distribucion normal que
significa que estos se encuentran asociados a errores aleatorios y por lo tanto no existe
sesgo que pueda asociarse a fallas sistematicas en los procesos de operacion, por lo que

los resultados son confiables. El grafico obtenido en este caso, sefiala que la tendencia de
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los resultados puede ser completamente descrita con el modelo obtenido, ya que la mayoria

de ellos sigue a la distribucién normal.
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-10.00 -
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-25.00 - )
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Figura 33 Grafico de residuos para log (Pdl).

En la Figura 33, que muestra los residuales en funcién del experimento realizado, se observa
que no existe ninguna tendencia en la distribucion de los datos. Sin embargo, se observan al
menos un punto aberrante, identificado por el saturado color negro, y que corresponde al
experimento 11 de los datos analizados. Se sugiere la reevaluacion de esta propiedad en

un trabajo subsecuente.

El andlisis de la suma de cuadrados de la Tabla 18 muestra que el Span 40® es el factor
gue, con un nivel de significancia (p< 0.05), posee la mayor probabilidad de afectar el indice
de polidispersion de las nanocapsulas puesto que aparece como Unico factor e incluso se
considera en las interacciones entre los factores. Al igual que en el andlisis realizado para
el tamafio de particula esta conclusion es ldgica, pues el tamafio de particula depende
principalmente de la estabilizacién de las goticulas de aceite y no del aceite per se. Como se
ha mencionado anteriormente, la estabilizacion de las nanocapsulas se alcanza con la
disminucion de la tension interfacial debida a la presencia de los tensoactivos y su

deposicion sobre la superficie de la goticula de aceite, y segun este andlisis el Span 40 tiene
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particular importancia en el proceso. Mas adelante se analizard la relacion entre el nivel de
concentracion de Span 40 y las variaciones en el tamafio de particula e indice de
polidispersion observadas.

Tabla 18 Suma de Cuadrados Tipo Il para log [PdlI].

Sumade Cuadrado Razén-
Fuente Gl ) Valor-P
Cuadrados Medio F

Span 40 0.1303 1 0.1303 20.23 0.0028
Aceite de ricino*Span 40 0.4167 1 0.4167 64.67 0.0001
Span 40*Span 40 5.7241 1 5.7241 888.37 0.0000
Span 40*Span 40*Span 40 2.3297 1 2.3297 361.56 0.0000
Aceite de ricino*Aceite de

o 0.0423 1 0.0423 6.56 0.0375
ricino*Span 40

Residuo 0.0451 7 0.0064
Total (corregido) 9.9939 12

Span 40 - 0.48 m+

Aceite de ricino*Span 40 - 0.36

Aceite de ricino2*Span 40 F 0.20

0.0000 0.5000 1.0000 1.5000 2.0000 2.5000

Figura 34 Diagrama de Pareto para el log (Pdl).

Comparacion de los factores que afectan al log (Pdl). Los valores que se muestran corresponden a los
coeficientes en la ecuaciéon de las variables mostradas. Cada efecto tiene un nivel de significancia
(p<0.05).
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En la Figura 34 se observa que el Span 40® es el factor que posee una mayor influencia en
el control tanto del tamafio de particula como del indice de poli dispersién. En este grafico
se observa que el Span 40® elevado a diferentes potencias es el factor de mayor peso. En
este caso las interacciones con aceite de ricino poseen un efecto menos marcado que en la
respuesta anterior, mientras que el Cremophor EL® parece no afectar significativamente esta
variable de respuesta pues no se considera en el modelo matemético obtenido.

El andlisis completo de esta variable de respuesta, el indice de polidispersion, debe
considerar que el tamafio de particula y su distribucién estan influenciados no solo por la
proporcion de los componentes que se emplean en la formulacién, sino también por los
fendmenos de inestabilidad que se presentan en la mayoria de los experimentos y que en
todos los casos son procesos completamente aleatorios que afectan significativamente los

resultados de esta respuesta y que no se pueden controlar experimentalmente.

Cremophor EL=0.0

LOG(PdI)

-0.2
Span 40

Figura 35 Grafico de superficie de respuesta para log [PdI].
La figura corresponde al gréafico de superficie de respuesta de los factores Aceite de ricino-Span 40

obtenido con el modelo ajustado.

De acuerdo a la Figura 35, a un nivel intermedio de concentracion de Cremophor EL® el uso

de una mayor cantidad de Span 40® da lugar a indices de polidispersion menores en ambos
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niveles de concentracion de aceite de ricino (nivel maximo o minimo). Sin embargo,
experimentalmente se observo que el uso de grandes cantidades de Span 40® da lugar a
sistemas inestables, que transcurrido el tiempo presentan incluso fendbmenos de separacion
de fases, probablemente por la produccién de micelas de Span 40® que se forman a altas
concentraciones de este agente estabilizante.

Para el andlisis de los dos grupos restantes, Cremophor EL® y la mezcla de tensoactivos
Span 40® y Cremophor EL®, se presenta la siguiente tabla con las medidas de dispersion

de cada grupo.

Tabla 19 Promedio y desviacion estandar de Pdl para cada grupo.

Grupo indice de polidispersion
X Desv. Est. Méximo Minimo
Sin tensoactivos 0.5845 0.0035 0.587 0.582
Cremophor EL 0.5025 0.1903 0.745 0.297
Span 40 0.4353 0.2866 1 0.02
Mezcla de tensoactivos 0.5266 0.2175 0.929 0.282

Como se observa en la Tabla 19, en los experimentos donde se utiliz6 Span 40® como
Unico tensoactivo se observaron indices de polidispersién menores, seguido del Cremophor
EL®, la mezcla de tensoactivos (Cremophor EL® y Span 40®) y finalmente los experimentos

llevados a cabo sin el uso de tensoactivos.

Sin embargo, la desviacion estandar de los resultados obtenidos es mayor al hacer uso de
Span 40® como uUnico agente estabilizante. Como se ha indicado, el uso de grandes
cantidades de Span 40® da lugar a sistemas inestables que tienden a formar floculos.
Cuando se hace uso de tensoactivos para estabilizar emulsiones o sistemas coloidales,
solo una fraccion de la cantidad total agregada del tensoactivo forma una capa que rodea a
la gota de aceite; mientras que la cantidad restante permanece en la fase acuosa formando
micelas. Las micelas son agregados de moléculas de tensoactivos en las cuales las cadenas
no polares se posicionan hacia el interior mientras que los grupos polares forman el exterior

de las micelas.
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La concentracion total de tensoactivo adicionado y su distribucion en la superficie de las
goticulas de aceite y las micelas tienen un impacto significativo en la distribuciéon de las
moléculas y particulas dentro de un sistema coloidal y en este trabajo experimental en
particular es probable que las micelas de Span 40® hayan funcionado como agente
floculante. ElI Span 40® (Figura 20) posee grupos polares —OH que le aportan a la
molécula una carga parcialmente negativa. En consecuencia, las micelas que en solucion

forma el Span 40® poseeran esta misma carga parcial negativa sobre su superficie.

Debido al alto valor positivo de potencial { que presentd la superficie cubierta de quitosano
de las nanocapsulas que poseian Span 40® como Unico agente estabilizante, las fuerzas
de repulsién entre las nanocapsulas era mayor que las fuerzas de atracciéon por lo que
estaban estabilizadas electrostaticamente evitando la agregacién entre ellas pero no con las
micelas de Span 40®, cuya carga superficial de signo opuesto a la carga superficial de la
nanocapsula provocd que atrajeran a las nanocapsulas permitiendo que a cierta
concentracion de micelas de Span 40® las nanocapsulas se aproximaran mas entre si y
formaran agregados denominados fl6culos (Figura 36). El fendmeno de floculacion precede
en muchas ocasiones al de coalescencia que es un fenédmeno de estabilidad grave en
emulsiones y sistemas coloidales [74, 118]. El tamafio final de estos floculos vy la

distribucion de su tamafio es un fendmeno que no se puede controlar.
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Figura 36 Representacién esquematica de la floculacion de nanocépuslas cargadas de curcuminay
cubiertas con quitosano.

En la figura A las flechas representan la repulsion entre particulas dada por la carga superficial
positiva de estas, que favorece su estabilidad. Se observa que la concentracion de micelas de Span
40® en la Figura B es mayor generando atraccion con las nanocapsulas y dando lugar a la formacién

de floculos.

El andlisis realizado anteriormente del tamafio de particula de cada uno de los experimentos,
demostr6 que el uso de Cremophor EL® a concentraciones mayores daba lugar a tamafios
de particula menores. Sin embargo, el andlisis del indice de polidispersién deja ver que, en
promedio, la distribucién de tamafio de particula generada por el uso de este tensoactivo no

es uniforme lo que se refleja en valores de indices de polidispersion mayores a 0.3.

Por otra parte, aunque la mezcla de ambos tensoactivos, Span 40® y Cremophor EL®,
dentro de las diferentes formulaciones dio lugar a un experimento (Formulaciéon 2) que
mostré un tamafo de particula de 217.8 nm y un indice de polidispersién con un valor de
0.282, menor de 0.3 que corresponde al limite aceptable, se distinguieron en la mayoria de
los casos distribuciones de tamafio de particula no uniformes (Tabla 13). Es importante

aclarar que la Formulacion 2 no fue fisicamente estable a lo largo del tiempo.
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De manera experimental, la no uniformidad en el tamafio de particula se atribuyo
principalmente a dos causas relacionadas, la primera con el proceso de obtenciéon de las
nanocépsulas y la segunda, ya mencionada, se relaciona con la concentracion de los
tensoactivos, principalmente Span 40®, presente entre las goticulas de aceite y el agua
circundante, lo que dio origen a la desestabilizacion de las nanocapsulas producidas.

La primera situacién que muy probablemente influencid los altos valores de polidispersion de
tamafio encontradas en el presente estudio esta relacionada a la aplicacién tecnoldgica
utilizada para su fabricacion. Como se menciond en los métodos, para la fabricacion de las
nanocapsulas se hizo uso de un homogeneizador de alta velocidad, el cual en el proceso de
emulsificacion condujo irremediablemente a la aparicion de espuma dentro del sistema, lo
que representd un impacto considerable con respecto a la distribucién de tamafio de las

nanocapsulas obtenidas.

La produccién de espuma durante la preparacion de las nanocapsulas se observo en todos
los experimentos. Este fendmeno tuvo como consecuencia que una parte del liquido
sometido a homogenizacion pasara a tomar parte de las paredes de las burbujas
formadas. Aunque las paredes de las burbujas de la espuma son paulatinamente drenadas
y vuelven al liquido donde se originaron, el tiempo de permanencia fuera del seno del liquido
sometido a homogenizacion impide la homogenizacién completa y correcta del tamafio de
particula de las nanocépsulas producidas [130]. Adicional a la falta de homogenizacion se
ha propuesto que la formacién de burbujas de gas dentro del liquido de la suspension de

nanocapsulas genera estrés mecanico que las dafa [131].

El segundo factor, relacionado con la estabilidad fisica de las nanocapsulas, afecta de
manera importante sus propiedades como son su tamafio y distribucion de tamafio de
particula. Los problemas de estabilidad asociados con las nanocdpsulas han sido
ampliamente investigados y se pueden clasificar en problemas de estabilidad fisica y

problemas de estabilidad quimica [74].

Aungue la adicion de agentes tensoactivos busca revertir la tendencia que tiene el nacleo
oleoso de las nanocépsulas a separarse de la fase acuosa, el uso de un solo tensoactivo
puede no ser suficiente para evitar este fendbmeno. El andlisis realizado de la variable de

respuesta correspondiente al tamafio de particula permiti6 dilucidar que una mayor
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concentracion de Span 40® incrementaba el tamafio de particula, que en todos los casos
alcanzaba dimensiones micrométricas. La formacion de floculos y de una delgada crema en
la superficie y espuma persistente, esta ultima resultado del proceso de homogenizacion, se
observaron pasados algunos instantes después de la fabricacién. Por su parte, el
Cremophor EL® como Unico tensoactivo dio lugar a sistemas con tamafios de particula
menores pero igualmente inestables, en los cuales se observé el fendbmeno de creaming

apenas unos instantes después de la preparacion.

Los procesos de desestabilizaciéon no son independientes uno de otro por lo que cada uno
puede influenciar o ser influenciado por otro. El incremento de tamafio de particula puede
deberse a la formacion de floculos que pueden comportarse como una sola entidad fisica.
Estos procesos pueden llevarse a cabo simultaneamente o en cualquier orden vy
generalmente preceden al fenbmeno coalescencia de las particulas que es finalmente el

proceso de inestabilidad mas serio de todos [74].

Desde la perspectiva de la caracterizacion de las nanocépsulas, se ha propuesto que
fendmenos de inestabilidad como el creaming pueden impedir una correcta medicion por
parte del zetasizer haciendo imposible obtener medidas reproducibles [131]. De la misma
manera, la posibilidad de que las nanocapsulas formen fl6culos que actien como una sola
entidad, asi como el fenédmeno de coalescencia que da lugar a particulas mas grandes
puede ser una causa de tamafios de particula mayores a los deseados con distribuciones
de tamafio de particula no uniformes. Por esta razén se prefiere el uso de la mezcla de
Cremophor EL®, Span 40® y Poloxamero 188, para la estabilizacion de las nanocapsulas
gue da lugar a particulas del tamafio nanométrico deseado y estables a lo largo del tiempo.
Posiblemente la distribucion del tamafio de particula puede mejorarse ajustando las

condiciones del proceso empleado para su preparacion.
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Figura 37 Grafico cubico de respuesta para log [PdI].

En rojo se sefiala el valor minimo de log [Pdl] (que significa tamafio menor indice de polidispersién) y
el vértice que representa la combinacién de cada uno de los componentes que segun el modelo
matematico da lugar a este resultado.

Segun la Figura 37 para obtener el menor indice de polidispersion se hace necesario el uso
de la mezcla de tensoactivos Span 40® y Cremophor EL® a las mayores concentraciones.
Se observa nuevamente que la combinacién de ambos tensoactivos es la mejor manera de
obtener nanocapsulas estables y con las caracteristicas de tamafio de particula vy

distribucion de tamafio de particula deseables.

Con respecto a esta variable de respuesta, la formulacion 7 mostré un indice de
polidispersién de 0.38, que no se encuentra dentro del limite aceptable y que es alto en
comparacion con los indices de polidispersion obtenidos en otros experimentos [120, 126-
129].

Finalmente, las respuestas del potencial { de cada experimento, indicativo de la carga
superficial de las nanocépsulas, se ajustaron a los componentes usados en el disefio
experimental. A continuacibn se muestra el andlisis de varianza realizado para esta

respuesta:
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Tabla 20 Analisis de Varianza para Potencial

Fuente Suma de Cuadrados G|l Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 2983.05 7 426.15 80.06 0.0000
Residuo 47.906 9 5.3229

Total (Corr.) 3030.96 16

La Tabla 20 muestra valores-p<0.05, indicando que al menos un factor en el modelo esta
significativamente relacionado con la variable dependiente en un 95 % de confianza. La R?

indica que el modelo ajustado explica el 98.4194 porciento de la variabilidad del Potencial C.

De esta manera, la ecuacion que mejor describe la respuesta Potencial C es:

Potencial ¢ = 63.086 - 11.6829*A + 13.3296*S + 14.1617*A*S + 28.6115*S*C +
17.1706*A*S*C + 15.1443*A"3 + 18.9464*S3. ..o v Ec. (4)

99.9

porcentaje
(@]
o

-3.1 -1.1 0.9 29 49
residuo

Figura 38 Gréfico de probabilidad normal para Potencial .
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En la Figura 38 se muestra el Grafico de probabilidad normal para el Potencial {. De la
misma manera que en las variables de respuesta anteriores se espera que los residuales
(valor experimental-valor estimado por el modelo) se ajusten a la distribucion normal que
significa que estos se encuentran asociados a errores aleatorios por lo que los resultados
son confiables. El gréfico obtenido en este caso, sefiala que la tendencia de los resultados
puede ser completamente descrita con el modelo obtenido, ya que la mayoria de ellos sigue

a la distribucion.

En la Figura 39, que muestra los residuales en funcién del experimento realizado, se observa
gue no existe ninguna tendencia en la distribucién de los datos. Sin embargo, se observan al
menos un punto aberrante, identificado en el gréfico por el saturado color negro, que
corresponde a la fila 4 de los datos analizados y para el cual se sugiere una redeterminacion

en un trabajo subsecuente.
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Figura 39 Gréfico de residuos para Potencial (.

El analisis de la suma de cuadrados de la Tabla 21 muestra que, con un nivel de
significancia (p< 0.05), la interaccién entre el Span 40® vy el Cremophor EL® posee la

mayor probabilidad de influenciar el valor de potencial { de las nanocépsulas. Esta
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conclusion es légica, pues el potencial ¢ se ve modificado por la presencia de los tensoctivos
no iénicos empleados para generar la disminucion de la tension interfacial y estabilizacién
del nucleo oleoso de las nanocapsulas. Mas adelante se analizard la relacion entre la

concentracion de Span 40y Cremophor EL y las variaciones en el potencial ¢ observadas.

Tabla 21 Suma de Cuadrados Tipo lll para potencial {

Fuente Sumade Gl  Cuadrado Razén- Valor-
Cuadrados Medio F P

Aceite de ricino 73.6305 1 73.6305 13.83  0.0048
Span 40 63.8085 1 63.8085 11.99  0.0071
Aceite de Ricino*Span 40 141.738 1 141.738 26.63  0.0006
Span 40*Cremophor EL 540.937 1 540.937 101.62  0.0000
Aceite de ricino*Span 40*Cremophor EL 348.819 1 348.819 65.53 0.0000
Ac_eite de ricino*Aceite de ricino*Aceite de 172.774 1 172.774 32.46 0.0003
ricino
Span 40*Span 40*Span 40 215.528 1 215.528 40.49 0.0001
Residuo 47.906 9 5.3229
Total (corregido) 3030.96 16

En la Figura 40 se observa que la interaccion entre las variables Span 40® y Cremophor
EL® tienen el mayor efecto en la respuesta indicando que el aumento o disminucion de la
concentracion de cualquiera de estos y su interaccion provoca igualmente un considerable
aumento o disminucién del valor observado de potencial  de las nanocapsulas. Igualmente
se observa, un efecto considerable de la interaccién entre el aceite de ricino y el
Cremophor EL®, seguido de la interaccion entre los tres factores aceite de ricino, Cremophor
EL® y Span 40® que en todos los casos tiene un acentuado efecto sobre el valor de
Potencial . Se observa pues que el tamafio de particula esta afectado principalmente por

la concentracion de tensoactivos.
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Figura 40 Diagrama de Pareto para Potencial (.

Comparacion de los factores que afectan al Potencial ¢. Los valores que se muestran corresponden a

los coeficientes en la ecuacion de las variables mostradas. Cada efecto tiene un nivel de significancia

(p<0.05)

De acuerdo a la literatura, un potencial ¢ idoneo es aquel que se encuentra fuera del

intervalo -30 a +30 mV, que es donde se puede asegurar una larga estabilidad de las

particulas en cuestion por efecto de las repulsiones electrostéticas.
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Figura 41 Gréfico de superficie de respuesta para Potencial (.

La figura corresponde al grafico de superficie de respuesta obtenido con el modelo ajustado.

En la Tabla 13 se puede observar que todos los experimentos presentaron valores de
potencial ¢ mayores a 30 mV, adecuados para dar lugar a nanocapsulas estables por
repulsién electrostatica [82]. Como se puede ver en la Figura 41, el modelo establecido
indica que incluso en la ausencia de ambos tensoactivos, Span 40® y Cremophor EL® se
obtuvo un alto valor de potencial { que demuestra que las nanocapsulas presentaban en su
superficie ademas del poloxamero 188, grupos funcionales con carga positiva que acusaban
la presencia de quitosano constituyendo un recubrimiento que otorgaba al sistema la
capacidad de establizacion electrostatica.

La cualidad del quitosano como agente estabilizante de aceites y disolventes organicos en
fase acuosa ya ha sido estudiada anteriormente. En un estudio realizado por Schulz y col.
[132] se demostr6 la capacidad estabilizante del quitosano al observar la produccién de
emulsiones multiples, agua/aceite/agua (w/o/w), sin la adicion de un tensoactivo. Se
demostré6 que, a pesar de no contar con una gran cantidad de grupos hidréfobos, el
guitosano tiene la cualidad de adsorberse a la interfaz aceite/agua proveyendo estabilidad
mecénica y electrostética; proporcionando ademas la capacidad de controlar el tamafio de

particula manipulando la proporcion quitosano/aceite.
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En el andlisis anterior se propuso, la existencia de interaccion entre la superficie del nacleo
oleoso de la nanocapsula y los grupos hidréfobos presentes en la estructura quimica del
quitosano. Los datos obtenidos del uso de Span 40® como agente tensoactivo dan lugar al
planteamiento de una forma de interaccién adicional a la ya planteada que involucra
nuevamente al quitosano y la posibilidad de interaccién con los tensoactivos no ibnicos como
son el Span 40® y el Poloxamero 188, este Ultimo tensoactivo presente en todos los

sistemas a concentracion constante.

Con respecto a este tema, Pepic¢ y col. [133] presentaron un estudio en el cual encontraron
que, en solucidn acuosa, el quitosano y los tensoactivos no idnicos, en este estudio
Poloxamero 407, interactian principalmente debido al efecto electrostatico. Mas
precisamente, el efecto electrostatico propuesto se debe a que los oxigenos electronegativos
del poloxamero interactian con las cadenas electropositivas del quitosano dando lugar a
una interaccién electrostatica dipolo-ion; observando ademas que esta interaccion es
independiente de la concentracion del quitosano. Es también importante mencionar que,
segun Pepi¢ y col., no se descarta la posible existencia del efecto hidréfobo en la interaccion

del quitosano con tensoactivos no iénicos.

Asi pues, es posible que este mismo fenbmeno se haya llevado a cabo entre los oxigenos
electronegativos de los grupos hidroxilo (-OH) presentes en la estructura quimica del Span
40® (Figura 20) vy las cadenas electropositivas del quitosano, favoreciendo de esta manera
la adsorcion del quitosano a la superficie del nicleo oleoso. Adicionalmente, la adsorcion del
quitosano a la superficie de la nanocapsula puede estar favorecida como se ha mencionado
anteriormente por la interacciéon del Poloxamero 188 y el quitosano por lo que incluso en el
grupo control, donde se supuso una interaccion hidrofoba entre los grupos hidréfobos del
quitosano Yy la superficie oleosa del nacleo, ambas interacciones pudieron llevarse a cabo

simultaneamente.

Hasta ahora, se discutio la importancia de los tensoactivos no iénicos para la adsorcion del
quitosano a la superficie de la nanocépsula, pero también es importante enfatizar que la
presencia de tensoactivos no iénicos es un factor que afecta la medida del potencial {; que
en general tienden a reducir el valor de este parametro [82]. Como se puede observar en la

Figura 41, los experimentos que tienen Unicamente Cremophor EL® y Poloxamero 188
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dentro de su composicion, a diferencia de los grupos anteriores, presentaron una marcada

disminucion del valor de potencial C.

Aunque, al igual que en los grupos anteriores el valor de potencial ¢ positivo es mayor a 30
mV, la considerable disminucion del potencial { en este grupo se debid entonces a un
tercer factor que hasta entonces no estaba presente en la composicion de las

nanocapsulas, que en este caso es el Cremophor EL®.

Este emulsificante/solubilizante de estructura compleja (Figura 21) posee largas cadenas
hidréfobas que aseguran afinidad al nucleo oleoso de la nanocdpsula y cadenas hidrofilas
gue se extienden a la fase acuosa. El impedimento estérico que por sus estructuras quimicas
ofrece el Cremophor EL® adicional al que también aporta el Poloxamero 188 fue
posiblemente la causa del reducido valor de potencial {, que se dio como consecuencia de
los fendmenos que a continuacion se proponen: a) el quitosano o los iones presentes en el
medio no se asocien a la superficie de la nanocapsula en igual cantidad que en los grupos
anteriores debido al impedimento estérico existente o b) disminuya el efecto de la carga
superficial positiva del quitosano debido a que los grupos funcionales positivamente
cargados se alejan de la capa mas expuesta de la nanocapsula.

Para entender mejor este fenbmeno, es importante considerar el modelo de la doble capa
eléctrica sobre el cual se fundamenta la medicion del potencial . Segun el modelo
explicado por Stern las particulas cargadas positivamente, como las nanocapsulas
producidas, necesitan ser neutralizadas y para ello atraen iones negativos formando una
capa inmovilizada adyacente sobre la superficie (capa rigida). Sin embargo, estos iones no
son suficientes para neutralizar toda la carga, por lo que la carga remanente es neutralizada
por una capa difusa que se extiende en la disolucién donde se alcanza el equilibrio en las
concentraciones de los iones. El potencial préximo a la superficie de la particula disminuye
al aumentar su distancia respecto a la superficie y llega finalmente a cero en el seno de la
disolucion [134, 135].

La Figura 42 esquematiza la estructura, distribucién de los iones y una aproximacion
hipotética del valor de potencial de la doble capa originada alrededor de la nanocapsula
construido considerando los supuestos del modelo propuesto por Stern anteriormente

descrito. En esta representacion es importante destacar el plano de corte, el cual es una
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superficie imaginaria que separa la capa rigida de la capa difusa. Es importante porque el

potencial en el plano de corte es lo que se denomina potencial C.
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idnico

Superficie de la
nanocapsula

Figura 42 Localizacién del plano de corte con relacion al plano de Stern sobre la superficie de una
nanocapsula.

Representacion de la distribucion de iones sobre una superficie lisa (izquierda) y en una superficie
cubierta con un tensoactivo no iénico con sus cadenas hidréfilas extendidas hacia el medio (derecha)

donde se localiza en linea punteada (- -) el plano de Stern con relacién al plano de corte (— —).

De esta manera, para las particulas que poseen una superficie lisa (Figura 42-izquierda) el
plano de corte se encuentra solo algunas capas de iones después de la superficie. El
potencial C en este plano es ligeramente menor que el potencial de Stern y el potencial en la
superficie de la particula. En contra parte, cuando la superficie esta recubierta por una
espesa capa de surfactante no i6nico como el Cremophor EL® y el Poloxamero 188, que es
permeable a las moléculas del disolvente y a pequefios iones, el plano de corte se aleja
desplazandose hacia afuera de la doble capa eléctrica (Figura 42-derecha), debido a que se
modifican las caracteristicas de adsorcion de los iones presentes como Na*, CI', H" o "OH.

En este caso, el potencial ¢ disminuye considerablemente [136, 137].
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Figura 43 Gréfico cubico y de superficie de respuesta para Potencial (.
En rojo se senala el valor maximo de potencial { y el vértice que representa la composicién de cada

uno de los componentes que segun el modelo matematico da lugar a este resultado.

Aunque el uso de Cremophor EL® dio lugar a tamafios de particula menores y los valores
observados de potencial ¢ con el uso de Cremophor EL® se encuentra por encima de 30 mV,
indicando con esto la posibilidad de obtener sistemas estabilizados por repulsion
electrostatica, se observa en la Figura 43 que, segun el modelo matematico ajustado, la
combinaciébn de Span 40® y Cremophor EL® a concentraciones altas del disefio
experimental daria lugar a un valor de potencial ¢ mayor maximizando con ello la
estabilizacion electrostatica de este sistema.

Experimentalmente se observdé que los sistemas en cuya composicion se hacia una
combinacién de estos dos agentes tensoactivos y el Poloxamero 188 a concentracion
constante en cada uno de estos sistemas daban lugar a sistemas estables con valores de

potencial ¢ que en la mayoria de los casos se encontraban por encima de 30 mV.

Con respecto a esta propiedad de las nanoparticulas, el sistema 7 presentd un potencial ¢
de +55.7 mV a pH de aproximadamente 3.8 que es aceptable si se tiene como referencia
gue los valores de potencial ¢ de las nanoparticulas de quitosano reportadas en la literatura

se encuentran entre 29.11y 78 mV [127, 129]. En ambos casos se observan valores de
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potencial ¢ mayor a 30 mV explicando su estabilidad [82]. El valor observado de potencial ¢
de las nanocapsulas producidas en este trabajo de tesis hace notar que la carga superficial
de las nanocépsulas producidas es positiva y explica su alta estabilidad, que se debe a la
repulsion por cargas eléctricas de la superficie de las nanocapsulas.

En este punto es importante hacer notar que el sistema nanoparticulado obtenido no solo se
encuentra estabilizado por la carga superficial positiva que a pH acido presenta el
quitosano que se encuentra adsorbido a la superficie de las nanocapsulas si no también
estéricamente por los tensoactivos no i6nicos empleados, Cremophor EL®, Span 40® y

Poloxamero 188 (Figura 44).
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Figura 44 Representacién esquematica de las nanocéapsulas cargadas de curcumina producidas.
Se observa esquematizada la estructura de cada uno de los tensoactivos y como se asocian a la
superficie del quitosano, contribuyendo cada uno a la estabilidad fisica del nlcleo oleoso mediante

mecanismos electrostaticos y estéricos.

Se observa que los diferentes emulsificantes y el polimero adsorbido a la superficie del
aceite aportan al sistema fuerzas repulsivas electrostaticas y estéricas que contrarrestan

las fuerzas de atraccion de Van der Waals previniendo de esta manera que las gotas de
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aceite que constituyen el ndcleo de la nanocdpsula se acerquen entre si dando lugar a

fenédmenos de floculacién o coalescencia.

A manera de resumen de la parte estadistica de esta seccion, en la Tabla 22 se muestran
agrupados los modelos mateméticos obtenidos para cada una de las variables de respuesta
consideradas para este experimento, sus valores de Ry su % de error relativo.

Tabla 22 Resumen del andlisis estadistico a cada una de las variables de respuesta estudiadas.

) ) %Error
Respuesta Modelo determinado )
relativo
1/Size = -0.000510412 - 0.00998907*A - 0.00892425*S -
Tamafio de | 0.0183593 A*S- 0.0117318*A*C - 0.0101974*S*C -
0.9943 14.8

particula 0.0111709*A*S*C + 0.00606726*A"3 + 0.0061911*S"3 +
0.00604668*A"3*S

Log (Pdl) = -0.37544 + 0.483695*S - 0.359062*A*S -
Pdl 0.9959 20.1
2.21478*S"2 - 2.37408*S"3 + 0.202112*A"2*S

Potencial ¢ = 63.086 - 11.6829*A + 13.3296*S +
Potencial ¢ | 14.1617*A*S + 28.6115*S*C + 17.1706*A*S*C + 0.9842 6.1
15.1443*A"3 + 18.9464*S"3

* Dbonde, A es el aceite de ricino, S es el Span 40 y C el Cremophor EL.

%Error relativo= (residuo maximo observado/valor observado)*100

El andlisis realizado de estos modelos nos permitié distinguir los factores criticos del proceso
de obtencion de nanocapsulas con esta formulacién. Se observa que el Span 40® se
considera en todos los modelos y tiene una fuerte influencia sobre las respuestas de
tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial {. Debido a que la formulacion
analizada es compleja, aunque los valores de R? son aceptables, se observan altos
valores de % de error relativo. Sin embargo, los modelos obtenidos aportan informacioén (til
durante el desarrollo experimental y puede considerarse su uso para investigaciones

posteriores.

Mario Alberto Cano Vega 95|Pagina



RESULTADOS Y DISCUSION
LEDEFAR

Estabilidad
A lo largo del analisis se ha hecho énfasis en la estabilidad de las nanocapsulas
producidas, que es un tema critico dentro del desarrollo de una formulacion farmacéutica.
Como parte del desarrollo de las nanocapsulas cargadas de curcumina, las 17 formulaciones
producidas del disefio experimental se contuvieron en viales de vidrio y almacenaron a una
temperatura de 4°C por un lapso de 16 semanas (ver Métodos).

Las caracteristicas fisicoquimicas como son tamafio de particula, indice de polidispersion y
potencial { no se determinaron debido a que la calidad y validez de la medicion de estas
cualidades se ven disminuida debido a los fenbmenos de inestabilidad fisica presente en la
mayoria de los experimentos. De esta manera, Unicamente se observo la apariencia fisica a

lo largo del tiempo de almacenamiento como signo de estabilidad.
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La Tabla 23 muestra las fotografias de cada uno de los experimentos almacenados
durante 1, 8 y 16 semanas. Las formulaciones 3 y 15, estabilizadas Unicamente por
poloxamero 188, mostraron una ligera separacion de fases a partir de la primera semana
de preparacion, siendo este fendbmeno completamente evidente en la octava semana de
almacenamiento. Sin embargo es importante destacar que el sobrenadante mantenia

coloracion amarrilla.

Los experimentos 1, 4, 10 y 16 que contenian Span 40® como Unico estabilizante
mostraron la formacion de agregados de particulas aunque no separacién de fases
inmediata a la preparacién. Sin embargo, este ultimo fendmeno se observé después de 8
semanas y mostré ser muy drastico en las formulaciones 10 y 16 mientras que en la
formulacion 1 comenzaba a manifestarse. Tras 16 semanas de almacenamiento, el
fendmeno de separacion de fases se evidencié en todos los sistemas y fue especialmente

grave en los sistemas 1y 16 donde el sobrenadante se observd completamente traslucido.

Los experimentos donde el Cremophor EL® habia sido el Unico agente estabilizante
mostraron separacion de fases a partir de la primera semana de preparacion. Transcurridas
16 semanas de almacenamiento el fendbmeno era completamente evidente; aunque a
diferencia de los experimentos con Span 40® como agente estabilizante, el sobrenadante

mantenia el color amarillo caracteristico de la curcumina.

Finalmente, los sistemas en los cuales se emple6 la mezcla de Span 40® y Cremophor
EL® demostraron ser mas estables a lo largo del tiempo. Aunque la mayoria de los
experimentos después de 8 semanas mostraron separacion de fases, destaca la
formulaciéon 7, que permanecié invariable a lo largo de las 16 semanas de almacenamiento.
La mayor estabilidad fisica que demostraron estos experimentos, en especial la formulacion
7, se debe al efecto combinado de la presencia de tensoactivos no iénicos que brinda
proteccion estérica y la carga positiva que presenta el quitosano a pH acido que estabiliza
electrostaticamente y que brindan al sistema excelentes caracteristicas fisicas y de
estabilidad.

El andlisis completo de estas propiedades fisicoquimicas de los experimentos permitio
observar que la combinacion de los tensoactivos posee un efecto favorable en la

produccion de nanocapsulas dando lugar a tamafios de particula aceptables, mejores
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indices de polidispersion, valores de potencial ( adecuados y en consecuencia

nanocapsulas con mayor estabilidad fisica a lo largo del tiempo.

Finalmente se concluyé que la formulacion 7 poseia las caracteristicas de estabilidad,
tamafio de particula y potencial ¢ adecuadas, dando lugar con ello a nanocépsulas que
podian ser sometidas a pruebas adicionales para observar su tamafio y morfologia en
TEM, demostrar su resistencia a cambios en el pH, efecto que sufriran como consecuencia
de la administracién por via oral; y demostrar también su capacidad mucoadhesiva en
sistemas biolégicos para con ello caracterizar su Ultima y mas importante cualidad de

desempenio.

Microscopia electronica de transmision
La Figura 45 muestra la micrografia obtenida por microscopia electronica de transmisién que
demostr6 la existencia de nanocapsulas de forma esférica no regular (esquina inferior
derecha) con una estimacion aproximada de tamafio de particula de 180 £ 11.8 nm que
confirmo las determinaciones realizadas mediante la técnica de DLS llevada a cabo en el Z-
sizer Nano ZS® de Malvern®. Se observo también la formacion de agregados de particulas
(centro y esquina superior izquierda) que denota inestabilidad de las nanocapsulas o

necesidad de un proceso de secado rapido para evitar la aglomeracion.
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Figura 45 Micrografia obtenida por TEM de las nanocapsulas de la Formulacion 7.

Estabilidad en diferentes puntos de pH
Con el objetivo de investigar el efecto del pH en las nanocapsulas recubiertas con

quitosano preparadas por el método de homogenizacion, las nanocapsulas fueron diluidas
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e incubadas durante 2 horas en soluciones buffer con diferentes valores de pH (ver

Métodos).
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Figura 46 Tamafio de particula de nanocapsulas cubiertas de quitosano bajo diferentes valores de

pH.
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Figura 47 indice de polidispersion de nanocépsulas cubiertas de quitosano bajo diferentes valores de

pH.
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Se observan los valores de indice de polidispersion segun el pH del medio. Con una linea
puntedada se indica el valor de indice de polidispersion considerado Optimo para un sistema

nanoparticulado.

Los resultados de estos experimentos mostraron que las nanocapsulas diluidas en agua
desionizada presentaron un tamafio de particula de 148.9 + 3.0 nm con un aceptable indice
de polidispersion de 0.247 + 0.032. En la Figura 46 se observa que las nanocapsulas
dispuestas en soluciones buffer acidas, en un rango de pH de 1 a 5, fueron estables
exhibiendo un tamafio de particula de entre 115 y 131 nm e indices de polidispersion
menores a 0.3 como se distingue en la Figura 47.

Por otra parte, en la Figura 46, se distingue también que a partir de valores de pH de 6 se
observa un ligero incremento en el tamafio de particula, 138 a 171 nmy, en la Figura 47, se
distingue también una considerable modificacién de los valores de indice de polidispersion
que en todos los casos resultaron ser mayores a 0.3. Los valores de pH bésicos generan
inestabilidad en las nanocapsulas cubiertas con quitosano, provocando que las particulas
se aglomeren, dando lugar a variaciones cada vez mayores de la distribucion de tamafo

de particula.

Las observaciones realizadas concuerdan con trabajos llevados a cabo por otros
investigadores quienes se percataron de que el pKa del quitosano varia entre 6 y 7

dependiendo del grado de acetilacién y peso molecular del quitosano empleado [138, 139].

El quitosano es una base débil que bajo condiciones &cidas, pH < 6, sufre la protonacion
de los grupos amino (-NH,) presentes en su estructura proporcionandole carga positiva
[139]. En estas condiciones el quitosano es soluble en agua e interactia con la superficie
de la gota de aceite parcialmente negativa (debido al Span 40®) distribuyéndose sobre su
superficie y ofreciendo un efecto estabilizante electrostatico evitando con ello la agregacion

de las nanocapsulas.

Por otro lado, en un medio donde el pH se encuentra mas cercano a la neutralidad (pH 6) y
a pH mas basico, los grupos amino del quitosano que recubre la superficie de las
nanocapsulas se encuentran en su forma isoeléctrica provocando que el quitosano sea

insoluble en agua [139] reduciendo las fuerzas electrostaticas repulsivas para finalmente

Mario Alberto Cano Vega 102|Péagina



RESULTADOS Y DISCUSION

LEDEFAR
quedar Unicamente estéricamente protegidas, lo cual reduce la velocidad de aglomeracion
de las particulas considerablemente pero no evita completamente este fendmeno [140]. El
fenbmeno de aglomeracion que sufrieron las nanocépsulas fue el responsable del
incremento de tamafo de particula promedio asi como del incremento de los indices de

polidispersion.

Un efecto interesante que se observa en los valores de indice de polidispersién observados
a valores de pH de 7 y 10 (Figura 47) es la aparente disminucion del fenbmeno de
agregacion de las nanocapsulas y al menos a pH de 7 la dispersion entre medidas es
menor. Segun el andlisis anterior, los valores de pH del medio provocan que el quitosano
este no ionizado y sea insoluble por lo que el fenbmeno de agregacién observado debid ser

el mismo, aunque no fue asi.

En este sentido un estudio realizado por Santander-Ortega y col. [140] demostr6 que una
moderada o alta salinidad del medio dispersante, que en nuestro estudio pudo deberse al
tipo de sales empleadas y en particular a la concentracion de iones Na* y K en las
soluciones buffer, puede mejorar la estabilidad de los sistemas coloidales incluso cuando
estas se encuentran a un pH en el cual el polimero de recubrimiento se encuentra en su
punto isoeléctrico. En este caso la estabilidad de los sistemas coloidales, que no se explica
ni por la teoria clasica de DLVO ni por la existencia de repulsién estérica entre las cadenas
del polimero, se debe a que los contraiones hidratados se ordenan localmente cerca de la
superficie de la particula, que debe ser hidréfila, originando fuerzas repulsivas de corto
alcance que evitan que las particulas se agreguen y que son conocidas con el nombre de
fuerzas de hidratacién. La magnitud de la fuerza de repulsion depende de la hidrofilicidad
de la superficie de la nanocapsula y la concentracién y el grado de hidratacion de los iones
acumulados en la superficie de la nanocpsula. Durante el experimento realizado por
Santander-Ortega y col. [140] también se demostr6 que independientemente del pH del
medio un ion como el Ca®* muestra un efecto de re-estabilizacion mas grande que el Na*,

debido a que el ion calcio se encuentra mas hidratado que el ion sodio.

Debido a que la cubierta polimérica de quitosano eléctricamente cargada, a pH < 6, confiere
hidrofilicidad a la superficie de las nanocépsulas lipidicas, las fuerzas de hidratacion deben
ser consideradas como fendmeno que aporta estabilidad en medios con alta concentracion

de sales a las nanocéapsulas generadas [140]. En el caso contrario, a pH de 6 o mayor, el
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guitosano se encuentra eléctricamente neutro y la hidrofilicidad de la nanocapsula esta dada
por los segmentos PEO del Poloxamero 188 (Figura 22) y del Cremophor EL® (Figura 21)
[140].

Estudios In vivo y Ex vivo
Se sabe que la mayoria de las particulas que se administran por via oral no son retenidas y
experimentan un transito directo a través del tracto gastrointestinal. El uso de polimeros
mucoadhesivos ha sido empleado como una manera de aumentar el tiempo de residencia

en el tracto gastrointestinal [141].

La prueba de mucoadhesién ex vivo en intestino de borrego arrojé resultados positivos
acerca de esta cualidad de desempefioc del sistema nanoparticulado seleccionado
(Formulacion 7). Las imagenes de la Figura 48 muestran los resultados de la primera parte

de la prueba de mucoadhesién en intestino de borrego.

Antes de la prueba Tejido + Nanocapsulas Tejido + Transcutol HP

Figura 48 Apariencia fisica del tejido después de contacto con Nanocapsulas y Transcutol HP.

En la Figura 48 se compara el uso de Transcutol HP®, un agente solubilizante de
farmacos en formulaciones farmacéuticas y que sirve en este experimento como control, y la
formulacion 7 de nanoparticulas. Se observa claramente que el tejido en contacto con la
formulacion 7 tiene adsorbida a su superficie las nanopaticulas presentando una tonalidad
amarilla intensa caracteristica del sistema nanoparticulado, mientras que el Transcutol HP®

presenta solo una ligera coloracion amarilla caracteristica de la curcumina.
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Durante el desarrollo experimental se observé que al finalizar la prueba la mayor parte de la
solucién formada de Transcutol HP® se elimind al extraer la solucion salina del interior del
tubo. Se visualiza pues que este agente solubilizante no tiene capacidad de adsorberse en el
tejido intestinal a diferencia de la formulacion 7 que tiene claramente una amplia

permanencia en este.

La Figura 49 muestra las caracteristicas del tejido sometido al método descrito, segun el
cual se diseccioné el saco de intestino formado que entrd en contacto con la suspension de
nanoparticulas y se colocé de nuevo en el medio en agitacion y a 37°C. Se realizaron las
correspondientes observaciones a los 5, 10, 15 y 25 minutos que se representan en la
Figura 49.
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Figura 49 Apariencia fisica del tejido intestinal de borrego después de la prueba de mucoadhesion.
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Se observa en el primer cuadro “Control” que el intestino del borrego tiene textura plegada
de tonalidad rosacea antes de cualquier contacto con la formulacion de prueba. Después de
realizado el contacto de la formulacion seleccionada con el intestino segun el método
descrito se observa una coloracion amarilla intensa mas o menos uniforme caracteristica de

las formulaciones que se aprecia en el cuadro correspondiente al tiempo “0”.

Después de 5 minutos de agitacibn la coloracion amarilla se ve disminuida
considerablemente pero no desaparece. La tonalidad adquirida se conservé a lo largo de los
siguientes puntos de muestreo sin cambios considerables hasta los 25 minutos en que se

finalizo6 la prueba.

La segunda prueba de mucoadhesion ex vivo en intestino de borrego permitié visualizar
también resultados positivos de la formulacién seleccionada al evidenciar que tras un paso
rapido por un segmento de intestino, se observan restos de la suspension de nanoparticulas

a lo largo del tejido.

Figura 50 Apariencia fisica de un segmento de intestino de borrego después de contacto con la

formulacion 7.
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La Figura 50 muestra la suspension de nanoparticulas adherida a la superficie del tejido
después de la prueba. Se observa que aunque el tiempo de contacto es reducido, el sistema
tiene capacidad de adherirse a la mucosa.

Esta capacidad de mucoadhesion del quitosano en sistemas farmacéuticos ha sido
ampliamente estudiada y demostrada. En un estudio realizado por Ping He y col. [142], se
mostrd la mucoadhesién de microparticulas de quitosano producidas por el método de
spray dry, que de acuerdo a los experimentos de caracterizacion poseian un didmetro de
aproximadamente 3-12 um. La demostracion de la capacidad de mucoadhesion de las
microparticulas de quitosano, se realiz6 empleando segmentos de intestino de rata y se
aplicé una técnica similar a la descrita en este proyecto de tesis. Como se expone en sus
resultados observaron que alrededor del 50% de las microparticulas se adherian a la

superficie del tejido.

Por otra parte, Dudhani y col. [143] demostraron la mucoadhesividad de nanoparticulas de
quitosano cargadas de catequina y marcadas con fluoresceina en intestino aislado de cerdo.
Las nanoparticulas obtenidas fueron debidamente caracterizadas. El tamafio de estas fue
de aproximadamente 124 nm con un potencial { de 24 mV a pH=5. En este estudio se
observé una permanencia de entre el 32 y 40% del total adicionado de nanoparticulas que

fue determinado con el método analitico correspondiente.

Ademas, en estudios anteriores en que se ha medido el tiempo de adhesion de microesferas
en intestino de cerdo aislado con diferentes polimeros como el carbopol, quitosano y
metilcelulosa se ha confirmado que el quitosano posee una capacidad de adhesién superior

con respecto a los otros dos polimeros [143].

La siguiente prueba realizada in vivo en ratones hembra adultos mostrd igualmente
resultados positivos acerca de la capacidad mucoadhesiva del sistema nanoparticulado
seleccionado. Las siguientes imagenes muestran la distribucion del sistema

nanoparticulado en el tubo digestivo de los animales de prueba.
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Estémago
B

Intestino
delgado

Presencia de residuos de Curcumina
A

Figura 51 Tracto gastrointestinal de raton abierto 3 horas después de administracion por via oral de

una suspension de curcumina en agua.

Se observa en la Figura 51-A la apariencia del tubo digestivo del raton al cual se
administré una suspension de curcumina en agua. Asi mismo, se observan también restos
del colorante en estomago del animal de prueba (Figura 51-B), mientras que en el intestino
solo se observan residuos de la suspensiéon de curcumina en la parte final del tubo
digestivo, sin mostrar una coloracion considerable a lo largo del intestino (Figura 51-C). La
curcumina por si misma no tiene un tiempo de permanencia considerable en el intestino
por lo que el tiempo que esta en contacto con este se reduce y con ello el tiempo disponible

para ser absorbida.

La cantidad de residuos de curcumina encontrados en el estbmago del raton administrado
con una suspension de curcumina en agua (Figura 51-C) después de transcurridas 3 horas
de espera no indica mucoadhesion. En un estudio realizado por Tamez-Trevifio y col.[144]
para determinar la velocidad de transito intestinal en el raton BALB/c se distinguié que tras
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la administracion de un colorante vegetal a ratones adultos por via oral, después de los
primeros 90 minutos parte del colorante alcanza la primera mitad del intestino y después
de 2 horas comienza a ser eliminado a través de las heces. Se encontré también que a las
3 horas aun habia colorante en el estbmago del raton por lo que se concluye que el
colorante se libera del estbmago de manera intermitente. Esta misma situacion es el que

probablemente se presentd en el experimento realizado con la suspensién de curcumina.

Estomago

Intestino
delgado

Figura 52 Tracto gastrointestinal de raton abierto 3 horas después de la administracion por via oral de

suspension de nanoparticulas cargadas de curcumina.

La Figura 52-A muestra la apariencia del tubo digestivo del raton al cual se administré la
suspension de nanocapsulas cargadas de curcumina. En este se observa restos del
sistema coloidal a lo largo de todo el tubo digestivo (Figura 52-C), que significa un mayor
tiempo de permanencia del sistema lo que eventualmente pudiera generar una mayor

absorcion y en consecuencia biodisponibilidad de la curcumina.
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Al igual que en el experimento al cual solo se administrd la suspensién de curcumina se
distinguen restos de la suspension de nanoparticulas al observarse un color amarillo
caracteristico en el estbmago del animal de prueba (Figura 52-B). Segin Tamez-Trevifio y
col. [144] se observdé que después de 10 horas de administrado un colorante vegetal, se
encuentran restos en el intestino grueso pero no en el intestino delgado y el estbmago. La
verificacion de la mucoadhesividad en el estbmago de la suspension de nanoparticulas
obtenidas requiere la administracion de la formulacion seleccionada y un tiempo de
espera antes del sacrificio de aproximadamente 24 horas después de una Unica toma. Esta

prueba no se realizé en este trabajo de tesis.

La explicacion del fenbmeno de mucoadhesién del quitosano que se observa en el
experimento ha sido descrita por diferentes autores. Cuando el valor de pH de una solucion
de quitosano esta por debajo de su pKa (pH<6.2), el quitosano se encuentra positivamente

cargado y es soluble en agua (Figura 53) [145].

OH OH

+
OH MH3

Bajo pH

oH

MH-

Alto pH

Soluble Insoluble

Figura 53 Representacién esquematica de la ionizacion del quitosano [146].

Los principales componentes de todos los geles mucosos son mucina (no mas de 5% de su
peso), carbohidratos, lipidos, sales inorganicas (alrededor del 1% de su peso) y agua. El
agua representa aproximadamente el 95% de su peso, lo que hace de esto un sistema
altamente hidratado [86, 147].
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La mucina es el principal componente del mucus y le proporciona apariencia de moco y
adhesividad. Los principales aminoacidos que componen la mucina son serina, treonina y
prolina. Los oligosacaridos que forman parte de estas glicoproteinas tienen residuos de
galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y &cido sialico (Figura 54)
[147].

Aminoacidos Carbohidratos
OH
OH OH CH,
(o] (0]
OH OH OH OH
OH OH

Galactosa Fucosa

OH o OH
o o}
oH\§" #
N N
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H H
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o OH o H,C J—‘—’—” —CH,
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S o N OH CH,
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C—OH
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CH, CHj
Acido sialico Enlace O-glicosidico

Figura 54 Estructuras quimicas de los principales aminoacidos y carbohidratos que forman la mucina
[147].

La carga positiva que adquiere el quitosano ionizado puede ser atraida por la carga
negativa del acido sialico y grupos fosfato presentes en la mucina del intestino [148]. Esto
proporciona al sistema un tiempo de contacto mas prolongado entre el sistema coloidal y

la capa de mucosa que mejora la absorcién de los farmacos [149].
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De esta manera, la mucoadhesion del quitosano puede ser explicada mediante la teoria
electrénica que sugiere que tanto el material mucoadhesivo como la membrana mucosa
poseen cargas eléctricas opuestas y cuando ambos materiales se ponen en contacto la
transferencia de electrones se debe a diferencias en su estructura electronica dando como
resultado la formacién de una doble capa eléctrica en la interface con la subsecuente
adhesion debido a las fuerzas de atraccion.

Las pruebas in vivo son ilustrativas debido a que enfrentan al sistema coloidal a las
condiciones fisiologicas y el estrés producido al ser ingerido por la via oral. Es bien
conocido que existen diferentes factores que afectan la adhesion a la mucosa del tracto

gastrointestinal una vez que un sistema disperso es ingerido.

Segun la caracterizacion in vitro de las nanocapsulas producidas, las nanocapsulas
obtenidas para este trabajo de tesis cumplieron con los estandares de tamafio y potencial
zeta que las hace 6ptimas para su administraciéon y mostraron durante las pruebas in vivo y

ex vivo comportamiento mucoadhesivo adecuado.

Aunqgue las nanocapsulas disefiadas en este trabajo, presentaron excelentes propiedades
mucoadhesivas durante su caracterizacion, en los modelos in vivo, se obtiene solo
informacion general sobre la captacion, distribucion y adhesion de las particulas ingeridas.
Sin embargo, las diferencias entre especies y animales limitan la extrapolacion a otros

modelos y la comparaciéon entre estos [150].

Para el desarrollo de una forma farmacéutica para la administracion por via oral se deben
considerar las condiciones agresivas del medio gastrointestinal, la dilucién que sufrira al
entrar en contacto con los liquidos que alli se encuentran e incluso los posibles fendmenos
de degradacion debido a la presencia de enzimas o bacterias [151]. En este sentido se ha
observado que la cubierta polimérica formada de quitosano que funciona como proteccién al
nuacleo lipéfilo  puede sufrir degradacion en el tracto gastrointestinal, que ocurre
predominantemente en el intestino aunque este fendmeno puede variar entre especies
[146]. Esto es particularmente complejo para especies como los rumiantes donde las
condiciones fisioldgicas de cada uno de los estbmagos (reticulo, rumen, omaso y abomaso)
(Figura 18) es diferente y estan disefiados para la degradacion microbiana de las sustancias
digeridas [151].

Mario Alberto Cano Vega 113|Péagina



RESULTADOS Y DISCUSION

LEDEFAR
Segun los parametros considerados anteriormente y las pruebas realizadas, el abomaso
podria considerarse adecuado para el fendbmeno de mucoadhesién del quitosano pues
presenta sobre su superficie la mucina necesaria para el fendbmeno de mucoadhesion vy al
pH éacido del abomaso el quitosano se encontraria cargado positivamente favoreciendo el

fendbmeno mucoadhesivo.

Es importante considerar que las nanoparticulas que se administran por via oral a un
organismo vivo tienen limitaciones que incluyen la posibilidad de adherirse a superficies no
especificas. Es probable que en lugar de llegar a una capa de moco que se encuentra
firmemente adherida y que se elimina lentamente, las nanoparticulas mucoadhesivas
queden atrapadas en una capa de moco débilmente adherida y sean susceptibles a una

rapida eliminacion [150].

Los estudios de caracterizacion de la mucoadhesion In vivo en ratones BALB/c de las
nanocapsulas desarrolladas en este trabajo de tesis fueron favorables en el intestino de este
modelo animal por lo que esta misma situacion podria presentarse en el intestino de esta
especie animal. En este sentido se ha demostrado que el quitosano asociado a un
dispositivo de vehiculizacién, como son las nanocpsulas, aumenta la absorciobn de
compuestos pobremente solubles en agua, aunque esta propiedad dependera de la
presencia de mucus sobre la superficie y las propiedades fisicoquimicas del quitosano como

son el peso molecular y el grado de acetilacion del polimero empleado [152, 153].

Un aspecto que es importante para el buen desempefio de las nanocapsulas cubiertas de
quitosano es el pH. Al menos desde un punto de vista tedrico, desde el inicio de la
administracién por via oral, la saliva podria ofrecer un obstaculo importante debido a su pH
de entre 8.1y 8.3y al cual el quitosano se encontraria eléctricamente neutro. Sin embargo,
la alta concentracion de sales y en consecuencia de iones presentes en la saliva,
principalmente Na, P, Cl, K, y en menor medida Ca y Mg, podrian segin los estudios de
caracterizacion favorecer la estabilidad de las nanocapsulas, permitiendo su llegada al

rumen.

Finalmente, aunque las pruebas de caracterizacion han aportado valiosos resultados en
cuanto a las propiedades fisicas y de desempefio de la formulacion de nanocapsulas

propuestas se propone como continuacion de este estudio someter a las nanocapsulas a
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las condiciones que en el rumen imperan pues, como se ha mencionado anteriormente
aunque las pruebas in vitro son una buena aproximacion del comportamiento que tendran
estos sistemas farmacéuticos, solo in vivo, se obtiene informacién sobre la captacion,

distribucién y adhesion de las particulas ingeridas.
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Conclusiones

En funcién del trabajo experimental realizado como parte del desarrollo farmacéutico, de las
técnicas de caracterizacion aplicadas y el andlisis realizado de los resultados se obtuvo
una suspension farmacéutica de nanocapsulas constituidas por un nucleo oleoso con
capacidad de almacenar en su interior curcumina, farmaco hidréfobo de mudltiple aplicacion
terapéutica. La formacion de las nanocapsulas fue posible gracias a la incorporacion de
tensoactivos no iénicos y presentaron un tamafio de particula promedio de 168 nm con

indices de polidispersion de 0.377, valor mayor a 0.3 considerado como aceptable.

Las nanocapsulas obtenidas demostraron ser tolerantes a la dilucién en agua y soluciones
amortiguadoras y fueron estables a pH menores a 6, ademas de presentar un interesante
fendbmeno de reestabilizacién cuando los valores de pH se encontraban por arriba de 6.

Las nanocapsulas obtenidas mostraron ser estables fisicamente durante un periodo de
almacenamiento de 16 semanas de almacenamiento a 4 °C demostrando con ello la
estabilidad electrostatica y estérica proporcionada por los componentes seleccionados para

su formulacién.

Finalmente, el recubrimiento con quitosano de las nanocdpsulas les proporcioné capacidad

mucoadhesiva, mostrando un excelente desempefo después de la administracién via oral.
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Anexo
A. Acidos grasos presentes en los aceites vegetales.
La siguiente tabla muestra la Férmula condensada y formula desarrollada de los principales

acidos grasos presentes en los aceites vegetales empleados durante la experimentacion.

Tabla 24 Formula condensada y formula desarrollada de los principales acidos grasos presentes en

los aceites vegetales empleados durante la experimentacion.

o Formula ]
Acido graso Formula desarrollada
condensada
H,C OH
Acido miristico | C:14 C14H5505 \/\/\/\/w
(o]
Acido Ha® ©
. C:16 C16H3202
palmitico OH
H;C
Acido
. . C:16:1 C16H300-
palmitoleico
N OH

Acido e °
C:18 Clgngoz

estedrico OH

Acido oleico | C:18:1 C15H340,
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cHy

Acido linoleico | C:18:2 C15H3,0,

Acido
. L. C:18:3 C18H3002
linolénico
OH
Acido
-- Ci5H140 HO, CH,
ricinoleico 1 =

B. Disolventes residuales en principios activos, excipientes y medicamentos.

La Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH) ha definido los limites de contenido
de disolventes que pueden subsistir en los principios activos, los excipientes vy los
medicamentos después de la fabricacion. Los disolventes residuales han sido evaluados
segun su posible riesgo para la salud humana, y clasificados en una de las tres categorias

gue se describen en la siguiente tabla [154]:

Tabla 25 Clasificacion de disolventes residuales en farmacos, excipientes y medicamentos [154].

Clase Caracteristicas

Clase 1 Disolventes residuales que deberan evitarse:

e Sustancias carcind6genas conocidas para los seres
humanos.

¢ Riesgos relacionados con el medio ambiente.

Clase 2 Disolventes residuales que deben limitarse:

e Sustancias carcin6genas y no genotéxicas, 0 posibles
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Clase 3

agentes causantes de otras toxicidades irreversibles
tales como neurotoxicidad o teratogenicidad en los
animales.
e Disolventes que se piensa que son causantes de
otras toxicidades significativas, pero reversibles.
Disolventes con bajo potencial toxico para los seres humanos;
no es necesario un limite de exposicién basado en la salud.
Los residuales de Clase 3 puede tener una “Exposicion diaria

permitida” de hasta 50 mg o mas por dia.
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