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INTRODUCCION

INTRODUCCION

AN 47 ara tratar una patologia, el estado de salud del paciente y la via de

administracién escogida condicionan la eleccion del medicamento y su

forma galénica. No es nueva la idea de utilizar la via parenteral para
.. —>, administrar un medicamento en el cuerpo, la cual surgié en el siglo XVII,
7 poco después de que se descubriera la circulacion sanguinea.

Asi, el primero en utilizar ésta via con fines terapéuticos fue Christopher Wren que, consiguio la
curacion de un perro inyectandole una solucion de opio en vino de Jerez, dicha préactica se fue
extendiendo con la inyeccidon de sustancias muy diversas como leche, cerveza, azucar o
amoniaco. Martinez, R. (2017).

Hoy en dia, la industria farmacéutica fabrica casi la totalidad de los medicamentos inyectables. La
investigacion cientifica llevada a cabo en los laboratorios desarrolla productos cada vez mas
innovadores y eficaces. Las nuevas formas galénicas se administran en su mayoria por via
intravenosa, siendo las soluciones el vehiculo terapéutico. Siendo éste el caso de los
nanomedicamentos. (Hernandez, G. 2011).

La importancia de la nanotecnologia farmacéutica para la terapia con farmacos reside en la
posibilidad de suministrar tanto farmacos de bajo peso molecular, asi como macromoléculas como
los péptidos, proteinas y genes, de manera localizada o dirigida, hacia un cierto tejido de interés.
La nanotecnologia farmacéutica se enfoca al desarrollo de formulaciones de agentes terapéuticos
en nano-complejos biocompatibles entre los que se cuentan las nanoparticulas. (Soutter, W.
2013).
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Las funciones biologicas del glutation involucran su participacibn como: antioxidante,
neuromodulador, detoxificante, por lo que su deficiencia es importante en la fisiopatogenia de las
enfermedades anteriormente mencionadas, ya que en diferentes etapas de su desarrollo se
encuentra una disminucién importante en los niveles cerebrales de este metabolito.

El glutatién se encuentra en concentraciones promedio de 12 mM en células de mamiferos y es el
principal antioxidante de origen celular. El tnico sitio en el que el glutation se sintetiza en la célula
es en el citoplasma celular. Por lo que mantener las cantidades de glutatién suficientes para la
homeostasis 6xido-reduccion en los organismos es muy importante.

El glutatiébn parenteral tiene potencial terapéutico para el suministro dirigido de equivalentes de
cisteina en diferentes casos de intoxicacion. Al introducir un principio activo a las nanoparticulas
se facilita su absorcién y biodisponibilidad, con el empleo de las nanoformulaciones, los farmacos
mejoran su funcién terapéutica, reduciendo las dosis necesarias, asi como las reacciones
adversas. (Martinez, J.2011).

La expansién de las soluciones inyectables va estrechamente unida a la evolucion de los medios
de administracion y los envases. Efectivamente, la llegada de nuevas materias primas transforma
las técnicas de administracion y conservacién de los productos intravenosos. A pesar de su
desarrollo tardio, hoy en dia los medicamentos inyectables ocupan, en la terapéutica moderna, un
lugar predominante. (Martinez, R. 2017).
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2.1 Desarrollo farmacéutico

4 uando se pretende introducir un nuevo farmaco, es necesario proceder a su
caracterizacion con el fin de seleccionar la via de administracion mas
adecuada y la forma farmacéutica idonea para que pueda desarrollar un
efecto terapéutico optimo, la cual pueden indicar la conveniencia de sustituir
el farmaco por algun derivado del mismo, de propiedades mas favorables
para alcanzar la optimizacion terapéutica indicada.

Aungue las propiedades del farmaco son de naturaleza muy diversa, la mayor parte de ellas
se inscriben en las areas fisicoquimica y biofarmacéutica. Es de especial importancia llevar
a cabo una interpretacion conjunta de los resultados obtenidos, ya que, existen
interdependencias entre ellos, que exigen su integracion para su estudio. (Ochoa, D.2016)

2.1.1 Preformulacion

El trabajo que abarca el conocimiento de las caracteristicas basicas tanto biofarmacéuticas
como fisicoquimicas que van a influir en la eleccion y desarrollo de la forma farmacéutica
final del medicamento se conoce como estudio de preformulacion. (Ando, H 2000)

Las actividades de preformulacion van desde la identificacion de nuevos agentes activos
descubiertos hasta la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas necesarias para el
disefio de las formas farmacéuticas. La seleccion temprana de compuestos con propiedades
favorables puede facilitar un progreso rapido de estos compuestos. Aunque sélo unos pocos
medicamentos se comercializan en forma inyectable (25%) casi siempre hay que recurrir a
la via intravenosa durante los estudios preliminares de toxicidad, metabolismo,
biodisponibilidad y uso clinico para poder valorar con exactitud el farmaco y reparto de la
dosis. (Vila, J.2001), (Wells, J.2014).
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Cualquier estudio de preformulacion debe partir de la recopilacién de la informacion, ya
generada, que habitualmente incluye datos relativos a su estructura quimica, perfil
farmacoldgico y toxicoldgico, dosis terapéuticas y métodos analiticos. (Ochoa, D.2016).En la
tabla 1 se encuentran las caracteristicas que se evaltan en los estudios de preformulacion

Tabla 1 Caracteristicas a evaluar en los estudios de preformulacién

(Wells,J.2014)

Consideraciones | Propiedades © Finalidad terapéutica
previas farmacodinamicas O Efectos toxicos
© Reacciones adversas
© Dosis
Caracteristicas de la © Aceptacion del paciente
patologia © Comodidad de aplicacién
© Duracién 'y costo de
tratamiento

Caracteristicas © Biodisponibilidad
biofarmaceuticas Via de administracion
Propiedades farmacocinéticas
Efecto de los excipientes
Pautas posoldgicas
Polimorfismo

Solubilidad

Propiedades reoldgicas
Estabilidad

Compatibilidad farmaco-excipiente gl_;

Caracteristicas
fisicoquimicas

Q90909099999

2.1.2 Formulacidén

Tras el estudio preliminar de las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo empieza la
fase de formulacion, es decir los estudios exigidos para que de la combinacion entre principio
activo y excipientes resulte un producto con las caracteristicas requeridas, estos estudios
involucran el disefio de una forma farmacéutica, empleando todas las herramientas
disponibles para llegar al desarrollo de la misma. (Ayala, A.2014)

En lo que se refiere especificamente a la seleccidn de la forma farmacéutica y presentacion
definitiva del producto que se desea, se basa en los resultados de preformulacion.

En general la formulacion consiste en:

© Seleccién de excipientes
© Formulacion tentativa
© Evaluacion del control de proceso
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@ Obtencidn de la formula con caracteristicas deseadas
@ Definicién de especificaciones
O Repetibilidad del proceso

Como resultado de estudio de formulacién se debe obtener:

© Formula cuantitativa y cualitativa

© Procedimiento de manufactura

© Especificaciones preliminares del producto terminado
@ Controles en proceso terminado (Fernandez, K.2011)

2.2 Formas parenterales
2.2.1 Vias de administracién parenteral

Las vias de administracion parenteral incluyen la intravenosa, la subcutanea, la intramuscular
y la intraarterial. De entre ellas, la intravenosa ofrece la ventaja de que el farmaco esta
disponible de forma global al 100 % se puede utilizar en casos de urgencia y en pacientes
inconscientes. La administracién de inyectables y otras formas de uso parenteral puede
llevarse a efecto a través de sistemas de inyeccion que permitan atravesar una 0 mas capas
de la piel o de las mucosas depositando, posteriormente, el contenido en el lugar de
inyeccién. Ello implica el uso de agujas y, en general, de dispositivos de distintas longitudes
y calibres, en funcion a la zona de administracion. (Hernandez, G. 2011)

Tabla 2 Caracteristicas y usos de diferentes vias de administracion parenteral
(Peris,J.2013)

Intravenosa (iv) | Venas cefalica y basilica(antebrazo), O Medicacion urgente
safena (muslo) y yugular (cuello) © Preparados para
Administracion mediante catéter en perfusion
auricula derecha del corazon © Nutricion parenteral
Intramuscular(iv) | Recto anterior del muslo, zona © Vacunas, farmacos
deltoides, dorsogluteo, zona (analgésicos,
vastolateral y ventrogllutea antiinflamatorios,
antibioticos,
corticoides)
© Formas de
administracion
prolongada
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Subcutanea (sc)

Tejido subcutaneo de parte superior
del brazo, superficie anterior del
muslo y porcion inferior del abdomen

© Insulinas, heparinas,
vacunas

Intradérmica(id)

Dermis de la piel

@ Volumen maximo 0,5
mL

Intraarticular

Saco sinoval de una articulacion

© Patologias en
articulaciones (artritis,
séptica, sinovitis)

Intrapleural Pleura, entre la pleura parietal y la © Anestésicos locales
pleura visceral
Epidural Espacio peridural de la médula © Opioides  (morfina,
espinal hidromorfona,
fentanilo)
Intratecal Liquido cerebroespinal mediante © Tratamiento
inyeccion en espacio subaracnoideo meningitis
de la médula espinal © Anestésicos,
opiaceos
Intraarterial Luz de una arteria que irriga un @ Contraste radioopaco
organo en particular © Anticancerosos
Intracardiaca Musculo cardiaco © Adrenalina
Intraperitoneal Cavidad peritoneal © Dialisis peritoneal
© Detoxificacion
|
Intradsea Médula oOsea por puncion del © Acceso vascular de
esternon en adultos o de la tibia de los urgencia para
nifos administrar farmaco$=
y liquidos :
Intravitrea Cavidad vitrea del ojo © Antivirales 3
Intravesical Vejiga urinaria © Anticancerosos

Subcutanea

Intramuscular

Intravenosa

Intradermica
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2.2.1.1 Sistemas de envasado

Los recipientes para liquidos intravenosos deben ser disefiados para mantener la esterilidad,
la transparencia (ausencia de particulas) y la apirogenicidad de la solucién desde el momento
de la preparacion en el almacenamiento durante la administracion clinica.

Los liquidos intravenosos en frascos de vidrio se envasan al vacio, el cual debe eliminarse
antes de su uso. Para que el liquido salga del frasco de vidrio y fluya a través del equipo de
administracion es necesario algin mecanismo que permita el ingreso de aire en el recipiente,
a excepcion de los recipientes de plastico, los cuales no requieren la introduccién de aire
para funcionar.

Todos los recipientes de vidrio y de plastico son de dosis Unica y deben ser descartados una
vez abiertos, incluso si no se los ha utilizado. Los liquidos intravenosos se envasan con
aproximadamente un 3 % de exceso de liquido para permitir la extraccion de aire del equipo
de administracion y el aporte del volumen rotulado en el recipiente. Los recipientes de vidrio
tienen bandas de aluminio y plastico para ser colgado, mientras que los recipientes de
plastico tienen un ojalillo o tiras de plastico para ser insertados en el equipo de
administracion. (Turco, S.2003)

2.2.2.2.1 Material de envase

© Vidrio: Resistente a la esterilizacién y de calidad de acuerdo a monografia oficial los
cuales no deben tener excesiva alcalinidad

Borosilicato: el mas resistente para ampollas o frascos
Sodico calcico tratado: para inyectables acuosos

Sadico calcico siliconado (duros): para ampollas o frascos que contendran
liquidos oleosos, alcalinos o polvos

© Plastico: Deben ser inertes para no ser atacado por el contenido ni ceder sustancias
extrafas, transparente para permitir la inspeccion visual del contenido, colapsable, de
porosidad selectiva, resistente a la temperatura, no alterarse con el tiempo.

En el caso de polietileno debe ser virgen, quimicamente puro, sin plastificantes ni
estabilizantes. En los Gltimos tiempos crecio el uso del PVC.

2.2.2.2.2 Tipos de envase

© Ampollas de vidrio: es el envase mas seguro, de los cuales se fabrican hasta con
capacidad de 25 ml.

© Frascos de vidrio de pequefio volumen: para contener mas de una dosis o polvos,
con capacidad de volumen de 5- 250 ml. El cierre se logra mediante un tapén que
debe asegurar hermeticidad después de cada extraccién, no aportar sustancias
extrafas, ni adsorber componentes de la formulacion.
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© Frascos de vidrio de gran volumen: frascos Baxter de hasta 1000 ml.

© Bolsas plasticas: transparencia segln el material, permeable a gases y vapores,
contienen sustancias extrafias, son livianos, faciles de manejar, flexibles.

© Cartuchos: se emplean en odontologia dentro de un portacartucho para anestesia
local.

© Jeringas pre-llenas: se combinan mas de un material en contacto con el
medicamento. (Lépez, C. 2016) (Turco, S.2003)

2.2.2 Ventajas y desventajas de las soluciones parenterales

Las ventajas que aporta la via pareneral la hacen especialmente indicada para la
administracion de farmacos en las siguientes situaciones:

@ Cuando el farmaco no se absorbe por via oral, se absorbe muy lentamente o de forma
irregular

© Cuando el farmaco sufre importantes pérdidas persistémicas que reducen
considerablemente su biodisponibilidad por via oral

@ Cuando se quiere evitar la destruccion o la inactivacién de los principios activos por

las enzimas o por las condiciones de pH del contenido gastrointestinal o de otras

mucosas del organismo.

Cuando el estado del paciente dificulta su administracion por via oral

Cuando es necesario un efecto inmediato o, incluso, instantaneo en situaciones de

emergencia.

Cuando es necesaria una administracion localizada del farmaco

Cuando se quiere asegurar una absorcion integra de la dosis administrada.

Cuando es necesario obtener rapidamente niveles plasmaticos predeterminados y

constantes del farmaco durante periodos de tiempo mas o menos prolongados.

Q99 9O9Q

Aparte de las ventajas que aporta la via parenteral sobre otras vias de administracién, su
empleo no estd exento de ciertos inconvenientes, como son:

© La administracion es, con frecuencia, dolorosa a pesar de la utilizacion de anestésicos
locales,

© Riesgo potencial de infeccién como consecuencia del franqueo de la barrera defensiva
gue constituye la piel intacta

© Riesgo de provocar lesiones como consecuencia de la administracién deficiente, asi
como aparicion de irritaciones o sensibilizacion en el lugar de inyeccion.

© Los preparados farmacéuticos destinados a su administracién por via parenteral
deben cumplir con numerosas exigencias tecnoldgicas: isotonicidad, pH,
apirogenicidad, esterilidad, contenido en particulas sélidas.

O se precisa de material adicional para efectuar la administracion para efectuar la
administracion (jeringas, agujas, bombas de infusion, desinfectantes...) y la
participacion de personal especializado, lo que encarece el tratamiento.
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© Precio, en general, mas elevado que el de las formas farmacéuticas destinadas a otras
vias de administracion. (Doménech, J. 2013) (Martinez, R. 2017)

2.2.3 Métodos de elaboracion

Para cada una de las formas parenterales, y de acuerdo con la nomenclatura de la
farmacopea, se definen las preparaciones en las cuales quedan englobadas las distintas
formas farmacéuticas.

Las formas de administracion parenteral pueden clasificarse en funcion de su estado fisico,
del método de elaboracion o del tipo de perfil de liberacion del farmaco los cuales se
muestran en la tabla 3. De acuerdo al tipo de preparacion, tal como se establece en la
farmacopea, se pueden diferenciar entre preparaciones inyectables y para perfusion,
concentrados, polvos, geles inyectables, implantes. (Garreta, J.2016)

Tabla 3 Clasificacion de las formas parentelas en funciones del método de
elaboracion (Garreta, J.2016)

Soluciones © Preparaciones inyectables
(T Preparaciones para perfusiéon

© Concentrados para preparaciones inyectables o para perfusion
Emulsiones © Preparaciones inyectables
© Preparaciones para perfusion
Polvos © Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion
Suspensiones © Preparaciones inyectables
Geles O Geles inyectables
Implantes © Implantes
Microparticulas © Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion
Conjugados (7] Preparaciones inyectables
poliméricos © Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion
Liposomas © Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion
Nanoparticulas © Preparaciones inyectables -
© Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion Z
Micelas © Polvos para preparaciones inyectables o para perfusion =
poliméricas S
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2.2.3.1 Soluciones inyectables

Las soluciones inyectables son preparaciones estériles en las que el principio activo se
encuentra disuelto en agua, en un liguido no acuoso adecuado o en una mezcla de ambos
tipos de vehiculos; y, en general, son de pequefio volumen. También se incluyen en este
grupo las preparaciones liquidas acuosas de gran volumen para administracion parenteral
como los fluidos intravenosos, las soluciones para irrigacion, las soluciones para dialisis y las
soluciones cardiopléjicas.

Las formas parenterales en solucion son las formulaciones mas sencillas de preparar, puesto
gue no encierran particulas. Par ello se usan los métodos de disolucion clasicos. Los
principios activos y las sustancias auxiliares necesarias se disuelven en agua ppi, en alguno
de los vehiculos alternativos, o en la mezcla de disolventes elegida. Una vez preparada, la
solucion se filtra a través de filtros membrana o utilizando sistemas de filtracion constituidos
por un primer filtro en profundidad y un segundo de membrana (tamafo de poro de 5-8 um).

Tras la filtracion, la solucion se transfiere rapidamente a sus envases definitivos. El producto
se esteriliza entonces preferentemente en autoclave y se seleccionan determinadas
muestras para realizar los controles pertinentes. Cuando la formulacion no se puede
esterilizar por calor (debido, a que el principio activo es termolabil) la solucién, se filtrara por
filtros esterilizantes (tamafio de poro 0,22 um) (Garreta,J.2016).

2.2.3.2 Emulsiones inyectables

Las preparaciones de tipo emulsién de administracion parenteral son poco frecuentes; y son,
mayoritariamente, emulsiones de fase continua (emulsién O/A) utilizadas como
preparaciones para perfusion en nutricion parenteral. Para su administracion, las emulsiones
deben presentar una estabilidad adecuada. En casos muy concretos se utilizan emulsiones
de fase externa oleosa, destinadas principalmente al diagnéstico de alergias e
inmunoterapia.

Deben cumplir los requerimientos de toda preparacion parenteral, asi como presentar un
tamafo de globulo inferior a 5 um con el fin de evitar los riesgos de embolia pulmonar. No
obstante, lo habitual es que las emulsiones parenterales utilizadas en clinica presentes
tamafos de glébulo entre 100 y 500 nm.

El procedimiento mas comun para este tipo de emulsiones parenterales consiste en varias
etapas de calentamiento y mezclado seguidas de una etapa de homogeneizacion para
reducir el tamafio de glébulo de la emulsion y, finalmente, una etapa de filtracion y
esterilizacion.

Para ello, se prepara en caliente (70 °C), y por separado, la fase oleosa y la fase acuosa en
agua ppi que puede contener también un tensoactivo y, eventualmente, un conservante
antimicrobiano. Se mezclan las dos fases en caliente mediante agitador mecéanico de alta
velocidad. Posteriormente, a la mezcla en caliente (denominada preemulsion) se afiade bajo

7z

agitacion el agente isotonizante y el resto de los excipientes si los hubiera. La preemulsi

ISRAEL TINOCO [ARUNAS



_ MARCO TEORICO

resultante, se enfria a 20 °C y, se somete a la accién de homogeneizadores de lata presion
o de microfluidizadores con el fin de obtener una emulsién fina y monodispersa. Tras ajustar
el pH, la emulsion se filtra a través de membranas para retirar las particulas de tamafio
excesivo. Finalmente, la emulsion parenteral se acondiciona y, si es posible en autoclave.
(Garreta, J.2016) (Alvarez,A.2016)

2.2.3.3 Concentrados y polvos parainyeccion o perfusion

En este grupo se incluyen las preparaciones que se presentan como disoluciones
concentradas de farmacos (disoluciones estériles que deben ser diluidas previamente a su
administracion hasta alcanzar un determinado volumen). La dilucién se lleva a cabo con agua
0, mas frecuentemente, con disoluciones isotonicas estériles que se administran por
perfusion.

De este grupo forman parte los polvos estériles que deben ser reconstituidos por adicion de
un vehiculo acuoso estéril, para originar una disolucién inyectable. En casos muy concretos,
estos productos se formulan para generar suspensiones parenterales.

Para su fabricacion, se prepara la disolucion de principio activo en un medio acuoso que
contenga los excipientes adecuados. Una vez preparada la solucion medicamentosa, es
recomendable proceder a una filtracion esterilizante previa a su distribucion en los recipientes
definitivos y posterior a su método de obtencion de polvos.

Los polvos de administracion parenteral también pueden obtenerse por liofilizacion,
cristalizacion estéril y mediante secado por atomizacion.

@ Liofilizacion

La liofilizacién permite obtener materiales con estructura de “panal de miel” o “enrejada”, que
es muy porosa y facilmente embebida por el disolvente, permitiendo la rapida reconstitucion
de la disolucion, tras la adicién de un vehiculo estéril adecuado. Por el contrario, los mayores
inconvenientes de la técnica derivan del pequefio nimero de disolventes que pueden
utilizarse, su elevado costo y la larga duracion del proceso.

@ Cristalizacion estéril

El principio activo se disuelve en el disolvente adecuado, verificando la solubilidad del
principio activo y posteriormente se esteriliza por filtracién, se afiade una solucion estéril de
un no solvente provocando la cristalizacion del principio activo. (Garreta, J.2016)

Existen disolventes que son de uso mas frecuente para cristalizacibn como: agua, metanol,
etanol, acetato de etilo, tolueno y hexano. El disolvente ideal para cristalizar es aquel que
cumple diversos requisitos como:

© Disolver el principio activo en caliente (a la temperatura de ebullicién del disolvente)
© No debe reaccionar con el compuesto a cristalizar
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@ Debe ser relativamente volatil con el fin de que los cristales obtenidos puedan secarse
con facilidad
© No debe ser téxico

El disolvente disolvera mejor aquellos compuestos que presenten una estructura similar a la
del principio activo. Para la eleccion de un disolvente de cristalizacion se pueden consultar
las indicaciones del fabricante o consultar la bibliografia especializada. (Guaymas, 0.2020)

Los cristales se recogen sobre un filtro de tipo Blchner y se secan antes de dosificarlos en
su envase definitivo. A menudo, es necesario pulverizar los cristales obtenidos para disminuir
su granulometria. Los inconvenientes mas importantes de esta técnica estan en la tendencia
a la heterogeneidad entre lotes y las numerosas oportunidades de contaminacion del
material, aunque cabe destacar la flexibilidad de la técnica y el bajo coste. Los polvos
obtenidos se acondicionan en viales mediante pesada. (Garreta, J.2016)

© Secado por atomizacion

Consiste en atomizar la solucion una corriente de aire o gas estéril a alta temperatura. El
disolvente se evapora rapidamente en contacto con el gas, permitiendo asi la recuperacion
del principio activo en forma de polvo constituido por particulas esféricas, uniformes y
porosas, obteniendo asi lotes muy homogéneos. Como inconveniente se puede destacar el
namero reducido de disolventes que es posible utilizar. Al igual que en cristalizacion estéril
los polvos se acondicionan en viales mediante pesada.

El acondicionamiento secundario de los polvos para preparaciones inyectables incluye, en
general, un segundo envase o dispositivo con el volumen del liquido estéril y apirégeno en
el cual el producto sélido debe mezclarse para dar lugar a la disolucién o suspension
uniforme para ser administrada. Este liquido puede contener Unicamente el vehiculo o bien
el disolvente con la totalidad o una parte de los excipientes. (Garreta, J.2016)

2.2.3.4 Suspensiones inyectables

Las suspensiones parenterales son sistemas heterogéneos en los que las particulas sélidas
del principio activo estan dispersas en un vehiculo acuoso o de naturaleza oleosa. Son
preparaciones inyectables de pequefio volumen y estan destinadas, principalmente, a ser
administradas por via intramuscular o via subcutanea. El principio activo suele incorporarse
en proporciones comprendidas entre 0.5% y 5% p/v y, en ningun caso, ha de ser soluble en
el vehiculo, evitando asi crecimiento cristalino.

El tamafio de particula debe ser inferior a los 5 um, con el fin de facilitar la administracion,
evitando la obturacién de la aguja. El objetivo principal de las soluciones parenterales es la
obtencion de preparados con un efecto prolongado del farmaco.

A la hora de formular suspensiones uno de los problemas mas frecuentes es dispersar
adecuadamente las particulas solidas individualizadas de farmaco. Para ello se utilizan
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agentes humectantes que reducen el angulo de contacto entre la superficie de la particula y
el liquido para obtener una maxima eficiencia de humectabilidad y evitar, cuando las
particulas son poco densas, que floten. (Garreta, J.2016), (Alvarez, A.2016).

2.2.3.4.1 Aspectos criticos en la formulacion de las suspensiones

Las suspensiones farmacéuticas son sistemas dispersos heterogéneos y, por lo tanto,
termodinamicamente inestables. Para garantizar que las suspensiones mantienen sus
propiedades, en su formulacién se debe conseguir que tenga lugar una sedimentacion lenta
de las particulas de la fase interna o bien la formaciéon de un sedimento que se redisperse
facilmente mediante agitacién suave, aspectos que garantizan la obtencién de un sistema lo
suficientemente homogéneo para su correcta dosificacion. Ademas, se debe evitar un
crecimiento cristalino durante el almacenamiento. Para ello, en el proceso de preparacion de
cualquier suspension deben tenerse muy presentes los efectos de algunos factores como:

© Tamafio de particula

Este parametro condiciona propiedades como la textura de las suspensiones o su estabilidad
fisica, pero también incide sobre su posterior aplicacion. En formulaciones parenterales, las
particulas deben tener un tamafio que evite el bloqueo de las agujas hipodérmicas, asi como
una forma proxima a la esférica. El tamafio de particula también condiciona la velocidad de
sedimentacién. Asi, se debe seleccionar un intervalo de tamafios de particula determinado
con el fin de controlar la velocidad de disolucién del farmaco y cuando este proceso sea la
etapa limitante de la absorcion, su biodisponibilidad. Asimismo, el tamafio de particula
condiciona el crecimiento cristalino.

Aunque el tamafio de las particulas pueda ser suficientemente reducido en el momento de
la preparacion de la suspension, este puede sufrir cierto crecimiento durante el
almacenamiento.

© Humectacion

Para obtener una suspension es indispensable que el liquido desplace el aire en contacto
con el sélido. Si esto no ocurre, no podria producirse la dispersion de la fase interna de la
suspension. Algunos sdlidos insolubles en agua son facilmente humectables, lo que indica
la existencia de cierta afinidad entre ambos. En estos casos, es relativamente facil formar un
film acuoso a lo largo de la superficie del sélido y dispersar las particulas con una minima
agitacion. Sin embargo, a medida que el sélido es mas hidréfobo, su afinidad por el agua
disminuye y se dificulta progresivamente el desplazamiento del aire por el liquido. En estos
casos, las particulas de solido tienden a flotar en superficie, a adherirse a la porcidén superior
del recipiente o0 a aglomerarse entre ellas y al agitar se formara espuma (burbujas de aire
estabilizadas por el sélido en suspension). Para ello pueden utilizarse agentes humectantes
como tensoactivos, coloides hidrofilos o disolventes.

@ Sistemas floculados o defloculados
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Se debe determinar el sistema mas adecuado para la suspension:
Defloculado

La fase interna inicialmente se mantiene en forma de pequefas particulas separadas de
forma individual que sedimentan muy lentamente, a velocidad dependiente de su tamafo.
Los sistemas se caracterizan por una sedimentacion lenta, pero esta lentitud evita que quede
liquido atrapado en el sedimento, de forma que las particulas se van deslizando unas sobre
otras. Con el tiempo, las fuerzas eléctricas hacen que las particulas se agreguen en forma
de sedimentos aglomerados muy compactos (fendbmeno conocido como caking) muy dificiles
de redispersar.

Floculado

La sedimentacion es mas rapida y se forma un sedimento muy voluminoso con liquido
interpuesto, muy poroso y facilmente redispersable. Las particulas dan lugar a la formacion
de sedimentos floculados y porosos, permaneciendo en este estado metaestable durante
largos periodos de tiempo.

Desde el punto de vista farmacéutico, los sistemas defloculados tienen la ventaja de
presentar una velocidad de sedimentacion lenta, lo que facilita una correcta dosificacion,
pero, cuando se forma el sedimento, es compacto y dificilmente redispersable. Por el
contrario, los sistemas floculados forman sedimentos ligeros y facilmente redispersables,
pero como la sedimentacion es rapida, existe riesgo de una dosificacion incorrecta. Para
mitigar este problema pueden incorporarse a la suspension agentes viscosizantes, capaces
de prevenir la sedimentacion el tiempo necesario para garantizar su dosificacion. (Alvarez,
A.2016) ,(Billany, M.2016).

2.2.3.4.2 Excipientes empleados en la preparacion de las suspensiones

© Conservadores

Son compuestos quimicos que evitan el crecimiento de microorganismos, evita procesos de
oxidacion y cambios fisicos durante la fabricacion, almacenaje hasta su consumo, pueden
ser utilizados en mezcla para tener mayor efectividad.

El conservante debe permanecer estable en condiciones extremas de pH y temperatura, que
no produzca ninguna reaccion, una estructura quimica conocida, debe tener un amplio
espectro de actividad antimicrobiana, ser compatible con los excipientes de la formulacion y
se pueden clasificar en:

Fenoles y derivados

Alcoholes alifaticos y aromaticos
Compuestos organicos de mercurio
Compuestos de amonio cuaternario
Acidos carboxilicos(Herrera, J.2017)

Q99909
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T Agentes Tensoactivos

Que actuan reduciendo la tensién interfacial sélido-liquido al difundir y concentrarse en la
interfase. El tipo de agente tensoactivo utilizado depende de la via de administracion a la que
se destina la suspension (Alvarez, A.2016), ya que actian en la superficie de contacto entre
dos fases, pueden humedecer, dispersar y solubilizar e incluso emulsificar manteniendo
estabilidad en la suspension. Se clasifican en:

Anidnicos: Poseen caga negativa en una solucion acuosa

Catidnicos: Poseen carga positiva en una solucion acuosa

No i6nicos: No poseen carga en una solucion acuosa

Anféteros: Se pueden comportar como anidnicos o catidnicos dependiendo del pH.
(Herrera, J.2017)

© Coloides protectores

Son sustancias hidréfilas, de naturaleza polimérica, que actian formando una pelicula de
polimero hidratado sobre la particula, mejorando la afinidad por la fase externa y evitando el
crecimiento cristalino. Forman capas multimoleculares en torno a la superficie hidrofébica del
s6lido y aumentan ligeramente la viscosidad éstos pueden ser:

Polimeros
Sdlidos insolubles hidrofilos (Herrera, J.2017)

© Agentes floculantes

Son electrolitos que, incorporados al medio, reducen el potencial electrocinético al provocar
una contraccién de la doble capa eléctrica, cuyo espesor depende de su concentracion en el
medio. Si el valor absoluto de la potencial zeta es muy alto, el sistema deflocua debido al
incremento de la repulsion y la dispersion sedimenta. (Alvarez, A.2016)

© Agentes viscosizantes

Aumentan la viscosidad del medio y reducen la velocidad de sedimentacién durante el
almacenamiento de la dispersion, retrasando la formacion de sedimentos. Como agentes
viscosizantes se pueden utilizar polimeros hidréfilos de origen natural o sintético, destacando
aguellos agentes viscosizantes que son pseudoplasticos y tienen propiedades tixotropicas,
gue permiten aumentar la viscosidad en reposo y facilitan la manipulacién de la suspension.
(Alvarez, A.2016)

2.2.3.4.3 Métodos de preparacion

En funcién de los excipientes utilizados se pueden distinguir los siguientes métodos de
preparacion:
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© Método de reologia combinada

El objetivo es lograr suspensiones defloculadas en un vehiculo estructurado y reducir la
velocidad de sedimentacion de las particulas dispersas utilizando viscosantes.

@ Método de floculacion

Se basa en la utilizacion de agentes floculantes que inducen la formacién de agregados
porosos que sedimentan rapidamente sin formar precipitados compactos, dificiles de
redispersar una vez formados. Los agentes floculantes mas utilizados son electrolitos,
tensoactivos y coloides hidrofilicos. Los electrdlitos actian por reduccién de las fuerzas
eléctricas de repulsion de las particulas facilitando la formacion de agregados porosos;
mientras que los coloides, generalmente cargados negativamente, no solo afectan a la fuerza
repulsiva de las particulas, sino que dan lugar a una barrera mecanica que impide la
agregacion irreversible de las particulas del farmaco.

© Método mixto

Es el resultado de la combinacién de los dos procedimientos de preparacién anteriores,
utilizando agentes viscosantes y agentes floculantes, lo que permite obtener suspensiones
floculadas en un vehiculo estructurado. En las suspensiones preparadas por este método se
alcanza un equilibrio entre la velocidad de formacion de sedimento y la velocidad de
redispersabilidad de este. (Garreta, J.2016)

2.2.3.5 Geles inyectables

Son geles estériles que tienen una viscosidad previamente medida que garantiza una
liberacion prolongada del principio activo en el lugar de inyeccion. Se presentan como una
forma liquida (normalmente, una solucién de farmaco) administrable mediante inyeccién con
jeringa y aguja tradicionales. Tras la administracion y el contacto con el agua del fluido
intersticial acuosos de la zona de inyeccioén, el liquido administrado gelifica dando lugar a la
liberacion prolongada.

La formulacion y preparacion es similar a los procedimientos descritos en las formas
parenterales en solucién, la Gnica diferencia consiste en la adicion y disolucion en la mezcla
medicamentosa del agente gelificante a la concentracion.

En el control de calidad de estas formas farmacéuticas sera necesario determinar el
hinchamiento, difusividad y viscosidad del hidrogel resultante en las condiciones fisiolégicas
de pH y temperatura. (Garreta, J.2016) (Alvarez, C.2016)

2.2.3.6 Implantes

Los implantes son formas soélidas, macroscépicas y estériles, destinadas a su colocacién en
el tejido subcutaneo o en alguna cavidad del cuerpo mediante cirugia menor o utilizando
algun sistema de inyeccion particular.
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En general, actan como sistemas matriciales que liberan de forma continua el principio
activo durante periodos prolongados de tiempo, normalmente varios meses. En su
preparacién se deben utilizar excipientes atdxicos y completamente biodegradables, que
permita la disolucion

Los procedimientos para la fabricacion de implantes se basan en técnicas de moldeo o
extrusion, las cuales implican la mezcla del farmaco con el polimero, previamente disuelto
en un disolvente organico o calentado para dotarlo de cierta fluidez. Posteriormente, el
conjunto se afiade a un molde de teflon o se le fuerza a pasar a través de orificios en un
extrusor. En el caso de utilizar moldes, y tras la evaporacion de los disolventes utilizados, los
implantes suelen adoptar una forma laminar. Los implantes obtenidos por extrusién, suelen
tener forma cilindrica. (Garreta, J.2016)

2.2.3.7 Nanoparticulas

Las nanoparticulas poliméricas son sistemas submicrométricos que se preparan a partir de
polimeros naturales o sintéticos. De acuerdo a su estructura, las nanoparticulas se
subdividen en nanoesféras y nanocépsulas.

Nanoesféras: Son de tipo matricial y, en este caso, los farmacos pueden ser absorbidos en
la superficie de la esfera o encapsulados dentro de la particula.

Nanocapsulas: Son sistemas vesiculares en los que el principio activo es vehiculizado en la
cavidad interior; el sistema consiste en un nudcleo liquido rodeado por una membrana
polimérica.

2.2.3.8 Micelas poliméricas

Son nanoestructuras, de tamafo comprendido entre 10 y 100 nm originadas a partir del
autoensamblaje de moléculas anfifilicas. En medio acuoso, las micelas presentan una
estructura de tipo reservorio, con nucleo hidrofébico (en el que se deposita el farmaco) y una
superficie hidrofilica.

2.2.3.9 Liposomas

Son estructuras vesiculares altamente organizadas constituidas por lamelas o bicapas
lipidicas concéntricas que encierran un interior acuoso. En funcién de su tamafio y del
namero de bicapas o lamelas que conforman la pared del liposoma se distinguen los
siguientes tipos:

© Liposomas unilaminares pequefios: Unica bicapa y tamafio comprendido entre 40
y 100 nm.

© Liposomas unilaminares grandes: Unica bicapa y tamafio de hasta 500 nm.

© Liposomas multilaminares: varias bicapas y su tamafio es superior a 500 nm.

La fabricacion de las nanoestructuras depende de las propiedades fisicas y quimicas de
principio activo/polimero, asi como de las caracteristicas finales de las nanoestructuras que
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se desea obtener. Estas se preparan principalmente por alguna de las siguientes técnicas:
evaporacion del disolvente, coacervacion, fusion en caliente, gelificacion ibnica y secado por
atomizacion. En todos los casos. deben prepararse en condiciones asépticas a partir de
materias primas estériles. (Garreta, J.2016) ,(L6pez, C.2016).

Nanocapsula Manoparticula Nanoparticula Liposoma
polimérica polimérica lipidica solida

|'L.||iC_I_§|.EI Conjugado Nanoestructura Nanogel
polimérica farmaco-polimero dendrimérica

Figura 2 Nanosistemas de liberacion de farmacos (Tinoco, A.2020).

2.2.4 Caracteristicas de calidad de soluciones parenterales

Puesto que son preparados que se administran a través de la piel y las mucosas, deben
poseer unos requerimientos que los haga tolerables por el organismo.

2.2.4.1 Limpidez

Se refiere a la ausencia de particulas en suspension detectables dpticamente, solo aplicable
a disoluciones. (Hernandez, G. 2011). Para evitar presencia de particulas, todas las
disoluciones parenterales deben someterse a filtracion. Las disoluciones inyectables o para
perfusién, examinadas en condiciones apropiadas de visibilidad, deben ser limpidas y estar
practicamente exentas de particulas. Este tipo de contaminacion se atribuye a la presencia
de particulas extrafias, moviles y no disueltas (distintas de las burbujas de gas) e introducidas
involuntariamente en las disoluciones durante su preparacion y dosificacion. Es importante
tener en cuenta que las particulas pueden producir trombos, granulomas en pulmaon , incluso,
lesion en las paredes de los vasos sanguineos.

Es necesario reconocer que determinar la limpidez es un problema complejo, ya que la
cuantificacion de la “ausencia de particulas” depende del sistema utilizado para la deteccién
de las mismas. Dado que el numero de particulas detectadas en una solucion aumenta con
el perfeccionamiento del método de examen, tedricamente ningun control puede ser
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definitivo. En la actualidad la Real Farmacopea Espafiola (RFE) distingue entre
contaminacion por particulas visibles y por particulas subvisibles. (Martinez, R. 2017)

2.2.4.1.1 Particulas visibles

Se lleva a cabo un examen visual de los envases fabricados, el cual comprende el aspecto
de la preparacion (coloracion) y la limpidez. De forma manual se suelen utilizar aparatos con
una fuente de luz sobre un vidrio opaco que ilumina lateralmente el recipiente que se va a
controlar (polaroscopio). El limite de tamafio de particulas que pueden ser detectadas por
ese método Optico es del orden de 100 pm.

2.2.4.1.2 Particulas subvisibles

La farmacopea especifica dos procedimientos para la determinacion de particulas en
inyectables, uno de dispersion de luz y otro microscopico.

El primero se basa en el recuento de particulas por dispersion de la luz, utilizandose aparatos
basados en el principio de intercepcion de la luz, que permiten una determinacion automatica
del tamafio de particulas, asi como la distribucion de tamafios. Si el producto no es una
solucion, con transparencia y viscosidad similar a la del agua, pueden obtenerse datos
erroneos al ser analizado por el método de recuento por blogueo de luz.

El segundo procedimiento, que tiene caracter destructivo, consiste en filtrar el contenido
seleccionado y observar el filtro al microscopio para determinar el tamafio, el nimero y la
procedencia de las eventuales particulas. En ambos casos, la farmacopea establece el
namero maximo de particulas entre 10 y 25 um que se considera aceptable. La tabla 2
muestra el numero limite de particulas aceptables en diferentes tipos de preparaciones.
(Garreta, J.2016)

Tabla 4 Evaluacion de la limpidez en soluciones de uso parenteral. Limites de
particulas subvisibles (Garreta,J.2016)

Preparaciones contenido nominal > 100 mL =10 25 por mL
=25 3 por mL
Preparaciones contenido nominal <100 mL =10 6000 por envase

6000 por envase

Preparaciones contenido nominal > 100 mL =10 12 por mL

pravpenpliepn

=25 2 por mL
Preparaciones contenido nominal < 100 mL =210 3000 por envase
=25 3000 por envase ;l;

La farmacopea considera que, en el caso de preparaciones para uso humano, las
disoluciones para perfusion o las disoluciones inyectables han de cumplir el ensayo; aunque
pueden aceptarse limites superiores a los indicados en preparaciones para inyeccion
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subcutanea o intramuscular. En algunos casos, la viscosidad de un material puede ser tan
elevada que imposibilite su analisis por los métodos descritos. En dicho caso, puede
realizarse una dilucién cuantitativa con un diluyente apropiado para disminuir la viscosidad
tanto como sea necesario, permitiendo de esta manera la realizacion del andlisis.

2.2.4.2 Neutralidad

El pH es un factor importante para tener en cuenta en la formulacién de formas acuosas de
administracion parenteral, puesto que puede acondicionar no solo la tolerancia de la
preparacién por el organismo, sino también su estabilidad y la actividad el principio activo.

Puesto que los pH de los liquidos del organismo como la sangre, la linfa y el liquido
cefalorraquideo se encuentran entre 7.3 y 7.4, es deseable respetar esta neutralidad.
(Hernandez, G. 2011). Aungue la sangre y otros fluidos fisiolégicos disponen de un poder
regulador importante que les permite tolerar la inyeccibn de preparados con pH
comprendidos entre 4 y 10, la administracion de soluciones con valores de pH alejados del
fisiolégico puede producir dolor, asi como inflamaciones y lesiones en tejidos y endotelios.

Por otra parte, el pH puede afectar decisivamente a la estabilidad de la forma de dosificacion
y a la actividad del principio activo, condicionando su conservacion y periodo de validez. En
la actualidad, hay un numero importante de moléculas activas que no son estables o
presentan una menor actividad en condicién de pH proximas a la neutralidad. En esta
situacion se hace necesario llegar a un compromiso, eligiendo un pH no mal tolerado por el
organismo, que asegure una estabilidad o actividad aceptables del principio activo.
(Martinez, R. 2017).

El ajuste de pH de una solucion para uso parenteral puede llevarse a cabo mediante la
adicién de un acido o una base, de aminoacidos o mediante el empleo de soluciones
reguladoras. Cuando por razones de estabilidad del farmaco se requiere ajustar el pH de la
solucién fuera del intervalo de fisiologico de pH, se prefiere utilizar acidos o bases diluidos,
especialmente si el volumen que se va a administra es grande o si el inyectable esta
destinado a una via parenteral indirecta para formar un depdsito o un reservorio en el lugar
de administracion.

Para controlar el pH de las soluciones inyectables se suelen utilizar métodos clasicos como
el potenciometro o la utilizacion de indicadores coloreados.

2.2.4.2.1 Potencidbmetro

El cual consiste en dos electrodos, uno de los cuales tiene una membrana sensible a [HzO+].
Estos electrodos miden [H3O+] como una diferencia de potencial eléctrico entre ellos. Esta
diferencia es indicada como valores de pH en una pantalla o a escala que posee el
potenciémetro. El aparato debe calibrarse antes de usarlo, con soluciones de pH conocido,
este instrumento proporciona valores muy precisos.
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2.2.4.2.2 Papel indicador de pH

El papel indicador de pH estd impregnado con una mezcla de sustancias llamadas
indicadores, cuyo valor varia con los cambios de pH, comparando el color adquirido por el
papel con los colores que se muestran en su respectiva tabla. (Mendoza, L. 2006).

2.2.4.3 Isotonicidad

Las preparaciones parenterales, siempre que sea posible, deben poseer una presion
osmatica similar a la de los liquidos con los que entran en contacto, para evitar fenbmenos
como la hemodlisis o la plasmdlisis. Cuando se pone en contacto una disolucion de cloruro
sodico (NaCl) al 0.9 % p/v con eritrocitos, no se producen modificaciones aparentes en las
células sanguineas. Esto se debe a que la presién osmética de la solucién de cloruro sédico
y la del fluido interior de las células es similar. Este tipo de disolucion, que presenta igual
presién osmotica que la fisioldgica, se conoce como solucién isoosmotica o, de forma mas
general, isotdnica.

Al entrar en contacto los eritrocitos con una solucion acuosa de NacCl inferior al 0.9 % p/v da
lugar a un fenémeno de turgencia o de hinchamiento de las células, debido a un proceso de
difusién de agua desde el exterior hacia el interior, con riesgo de producir hemdlisis. Si, por
el contrario, se ponen en contacto los hematies con la disolucion de cloruro sodico a
concentracion superior al 0.9 % p/v, se produce un fendmeno de crenacion debido a la salida
de liquido celular del interior al medio exterior, dando lugar a la plasmalisis.

Un preparado parenteral que contiene la cantidad de solutos calculada para que sea
isoosmoética con la sangre solo sera isotOnica cuando las células sanguineas sean
impermeables a los solutos y permeables al disolvente. La administracion de disoluciones no
isoténicas suele ser dolorosa y puede afectar a la concentracién de farmaco vy, por tanto,
condicionar su eficacia y seguridad. (Garreta, J.2016)

2.2.4.3.1 Isotonizacion de formas parenterales

En general, para determinar la tonicidad de las disoluciones inyectables se acude a la
aplicacion de alguno de los cuatro métodos siguientes: determinacion de la concentracién
molar, descenso crioscopico, equivalente isoténico en cloruro de sodio y dilucién, que se
explican a continuacion.

© Determinacion de la concentracion molar

El descenso crioscopico del plasma es de 0.52°C y una disolucion acuosa, que contenga un
osmol por kilo, presentara un descenso crioscopico de 1.86°C. en consecuencia, la
osmolalidad el plasma sera:

m= (0.52/1.86) =0.281 osmol/kg disolvente

Por lo tanto, la concentracion osmolar de la sangre sera de 0,28 osmoles/L o de 0,028
osmoles/100 mL. En el caso de que la osmolaridad de la preparacién sea inferior a ese valor
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deberan afadirse los osmoles necesarios de un agente isotonizante, generalmente cloruro
sbédico o glucosa, para obtener una formulacion isoosmaética con la sangre o el plasma.
(Martinez, R. 2017).

@ Descenso crioscépico

El descenso crioscopico o depresion del punto de fusién es una propiedad coligativa. El
efecto se produce cuando una solucion experimenta una disminucion del punto de
congelacién respecto a la del disolvente puro; es decir, dicho efecto es el resultado de la
adicién de un soluto a un solvente de interés, es necesario aclarar que el fenomeno depende
de la cantidad del soluto y la naturaleza del solvente. (Xiomara, E. 2014). Esta propiedad se
utiliza a menudo para verificar la pureza de un producto solido que se ha sintetizado en el
laboratorio. El descenso crioscOpico de una solucion diluida depende de la concentracién del
soluto y del tipo de solvente utilizado. (Osorio, R.2009)

© Equivalente isoténico en cloruro de sodio

Se basa en considerar una disolucion de cloruro sédico al 0.9% p/v en agua como solucion
isotonica patrén. Se define el equivalente en cloruro sédico como el peso de esta sal que
equivale a un gramo de la sustancia considerada en cuanto a su comportamiento crioscépico.

@ Dilucién

Consiste en calcular la cantidad de agua en la que hay que disolver la sustancia en cuestion
para obtener una solucion isoosmotica. Esta disolucion se completa con solucion isotonica,
del producto isotonizante que se desee, hasta el volumen final correspondiente. (Garreta,
J.2016)

2.2.4.3.2 Control de Isotonicidad

Los ensayos para controlar la Isotonia de los preparados inyectables se llevan a cabo
poniendo en contacto las disoluciones con eritrocitos humanos, estos pueden ser: método
hemolitico y método del hematocrito.

© Método hemolitico

Se evalla si el preparado parenteral es 0 no compatible con la sangre. Para ello se mezcla
el preparado con sangre humana desfibrinada. Tras un periodo de contacto suficiente la
mezcla se centrifuga y se mide en un colorimetro el color del sobrenadante. La coloracién es
proporcional al grado de hemodlisis producido. Como patrones se utiliza una serie obtenida a
partir de la misma sangre mezclada con soluciones acuosas de cloruro soédico de
concentraciones comprendidas entre 0.32% p/vy 0.52% p/v.
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@ Método del hematocrito

Consiste en determinar el volumen globular de los eritrocitos en condiciones prefijadas. En
este caso, tras la incubacion de los glébulos rojos con la solucién inyectable, se mide el
volumen ocupado por los hematies. Si este volumen aumenta respecto del de un control, la
solucién preparada es hipoténica. Si el volumen disminuye, la solucion es hipertonica.
(Garreta, J.2016)

2.2.4.4 Esterilidad

Todos los preparados parenterales deben elaborarse con productos y mediante
procedimientos que permiten asegurar su esterilidad e impidan el crecimiento de
microorganismos. Siempre gque sea posible, los preparados parenterales se esterilizaran en
su envase definitivo. Cuando no sea posible, el preparado debera elaborarse en condiciones
gue eviten toda contaminacion, empleando productos y materias primas previamente
esterilizadas y trabajando en un ambiente controlado. Esto se denomina manipulacién
aséptica o preparacion en zona estéril. (Hernandez, G. 2011). En cualquier caso, se
recomienda observar una serie de precauciones a la hora de elaborar preparaciones
estériles; entre ellas:

T Control riguroso de las condiciones de trabajo, tratando de evitar la introduccion y
desarrollo de microorganismos.

T Nivel de contaminacidon microbiana minimo de las materias primas, del equipo y de
todo el material antes del proceso de esterilizacion.

T Control de presencia de microorganismos en las materias primas (Garreta, J.2016)
(Suarez, A.2016)

Los procedimientos, habitualmente, se clasifican en dos grandes grupos: procedimientos
fisicos y procedimientos quimicos. Entre los mas utilizados destacan los siguientes:

2.2.4.4.1 Métodos fisicos
© Calor
La esterilizacion por calor es el procedimiento mas frecuente para la esterilizacion terminal

de los productos farmacéuticos, en donde se requiere distintas condiciones de temperatura
y que actian por diferentes mecanismos de destruccion microbiana.

Calor himedo

Utiliza vapor de agua, permitiendo una esterilizacion eficaz a temperaturas notablemente
menores que el calor seco porgue el vapor de agua, al condensarse sobre el producto, cede
el calor asociado al cambio de fase gas-liquido el cual es calor latente de condensacion. La
accion germicida del calor himedo se debe a procesos de tipo hidrolitico.
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Entre los procedimientos para calor hUumedo cabe sefialar como mas representativos los
siguientes:

Autoclave: Constan de un recipiente con agua, que incorpora un sistema de calefaccion,
gue genera vapor de agua, un manometro para medir la presion del vapor de agua y una
valvula para medir la salida de vapor de agua. El ciclo de esterilizacion requiere tiempos mas
prolongados a medida que aumenta el volumen del liquido de los envases que esterilizar
como se muestra en la tabla 5

Vapor fluente: El producto se expone a la accion del vapor de agua sobre un recipiente en
el que hierve el agua.

Ebullicion de agua a temperatura superior a 100 °C: Es una modificacion de la
esterilizacion por vapor fluente, en la que se afladen sales al agua para incrementar (a 110-
115°) la temperatura de ebullicion del agua

Tindalizacion: Consiste en someter el producto a temperaturas relativamente bajas (<
100°C) y dejar pasar 24 horas antes de aplicar un nuevo ciclo de calefaccion vegetativas vy,
en 24 horas de reposo, las formas esporuladas se transformaran e vegetativas, que se
destruirian en la siguiente calefaccion. (Suarez, A.2016)

Tabla 5 Tiempos de esterilizacién estandar
en autoclave a 121°C en funcién del volumen
de los envases (Suarez,A.2016)

10-100 15

100-200 20 2

200-500 25 :
500-1000 30 =
1000-1500 35 ;..l;i

Calor seco

Esté método se utiliza para productos sensibles a la humedad, pero estables frente al calor,
el cual utiliza aire caliente, actuando por mecanismos de tipo oxidativo. En el campo de la
tecnologia farmacéutica, normalmente se acude al empleo de estufas y tuneles de
desecacion.

Estufas de calor seco: La transferencia de calor a la cAmara de esterilizacion se produce
mediante procesos de conveccién natural o de circulacién forzada de aire donde el aire se
calienta al hacerlo pasar a través de resistencias eléctricas o de fuentes de radiacion
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infrarroja situadas en la cAmara. Para la aplicacién de ese procedimiento, las condiciones de
referencia minimas son 160°C durante 2 h.

Tuneles de esterilizacion: Se trata de equipos de esterilizacion industriales que trabajen en
continuo a temperaturas superiores a 250 °C. En determinadas zonas, la temperatura
asciende por encima de 300°C durante cortos intervalos de tiempo. La calefaccion de aire se
puede producir mediante radiacion infrarroja o mediante procesos de conveccion por medio
de un flujo de aire en régimen laminar. Hoy se dispone de sistemas modulares que permiten
combinar distintas temperaturas y tiempos de exposicidon en funcion del material que se
desea esterilizar. (Suarez, A.2016)

@ Filtracion

La filtracion es una operacién unitaria, tradicionalmente tiene por objetivo la separacion de
las particulas solidas insolubles contenidas en un fluido. Para que se pueda producir la
separacion fisica indicada, el fluido debe pasar a través de un medio filtrante que puede
retener desde particulas solidas visibles hasta moléculas disueltas y dejar pasar el liquido o
el gas en el que se encuentran.

Liquido turbio

Torta A/,

<—Filtrado

Figura 3 Esquema de proceso de filtracion (Tinoco, A.2020).

El producto inicial, que va a ser filtrado, se llama liquido turbio o efluente; el medio filtrante
se conoce como tal o se puede denominar lecho filtrante o simplemente filtro. Los medios
filtrantes pueden estar constituidos por materiales de distinta indole; desde algunos muy
sencillos como telas o algoddn hasta polimeros sintéticos muy complejos, dependiendo del
nivel de exigencia del proceso. El liquido libre de particulas que se obtiene después de pasar
por el filtro recibe el nombre del filtrado y los solidos que se van acumulando en el filtro, en
caso de que asi sea, se denomina torta o residuo. (Sanz.M.2016)

Los principales objetivos para utilizar la filtracion son:
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(T Obtener un liguido libre de particulas o de determinadas moléculas: Esta
filtracion clarificante debe ser muy precisa, dependiendo de los requerimientos de la
formulacion final. Una variante consiste en obtener disoluciones o ambientes libres de
microorganismos. Es lo que se conoce como filtracion esterilizante, en el cual se debe
seleccionar un medio filtrante que retenga microorganismos y garantice, a un nivel adecuado,
su ausencia en el liquido o aire filtrado.

(T Recuperar el producto sélido: En este caso, después del proceso de filtracidon se
debe proceder al lavado de la torta con un disolvente adecuado para eliminar los restos de
componentes solubles. Se utiliza en el proceso de obtencién de micro o nanoparticulas.

(T Obtener solido y filtrado por separado: En la industria farmacéutica, la filtracion es
una operacion obligada en la preparacion de la mayor parte de las formas farmacéuticas, la
cual se puede llevar a cabo en condiciones muy diversas y con distintos niveles de exigencia,
lo cual da lugar a distintos tipos de filtracion como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6 Tipos de filtracion atendiendo a distintos criterios de clasificacion (
Sans,M.2016)

Filtracion
clarificante 10 y 450 pm.

Microfiltracién | Utiliza medios filtrantes con un tamafio de poro entre 0.1y 10
pum, los cuales son capaces de retener bacterias e incluso de
reducir la poblacién viral en una muestra.

Ultrafiltracion | Se fuerza el paso de liquido a través de una membrana
semipermeable, donde se retienen elementos de entre 0.01 y
0.2 um y se permite el paso del disolvente y de particulas de
menor diametro. Para conseguir que los fluidos atraviesen, es
necesario ejercer una sobrepresion.

Tamano

Nanofiltracién | Consigue retener particulas a escala nanomolecular utilizando
membranas de entre 0.1 y 0.001 um de diametro de poro. Se
utiliza principalmente para la eliminacion de sustancias
organicas, metales, nitratos y otros iones de aguas residuales,
la cual requiere un gran aporte de energia para forzar el paso
del disolvente.
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Osmosis Es un tipo de filtracion que permite la retencion de particulas
inversa de hasta 0.0001 um, que consiste en aplicar una presion
superior a la presién osmética para provocar que el disolvente
pase en sentido contrario, forzando el paso se obtiene un
compartimiento con disolvente purificado y otro donde se
encuentran las impurezas concentradas.

Gravedad El paso del efluente a través del filtro esta impulsado por la
fuerza hidrostatica de la columna del liquido turbio, se realiza
a temperatura y a presion atmosférica y es adecuado cuando
el volumen es demasiado grande.

Succion Se favorece el paso del efluente a través del lecho filtrante
haciendo vacio en el compartimiento en el que se recoge el
filtrado.

Bajo presion Se aplica una sobrepresion sobre el liquido que se va a filtrar.
La presion necesaria se puede alcanzar ya sea antes del filtro
por la altura de la columna o bien por presién adicional.

Fuerza impulsora

Centrifugacién | La separaciéon de los constituyentes sélidos y liquidos de una
suspension tiene lugar por efecto de la fuerza centrifuga
gracias a las diferentes densidades de cada uno de los
componentes, puesto que esta fuerza puede llegar a ser un
multiplo de la fuerza de gravedad , se consigue una mas
rapida separacion del sélido.(Hopp,V.2014)

Flujo Se incrementa progresivamente el gradiente de presion para
constante vencer la resistencia, cada vez mayor, de los materiales que
se van acumulando sobre el filtro

Presion Se mantiene fija la diferencia de presién, con lo cual el flujo es
constante maximo al principio y va disminuyendo al incrementarse la
resistencia por acumulacion de solidos sobre el medio filtrante.

Presiéon vy flujo

Filtracion Filtracion convencional en la que se hace pasar el fluido de
transversal manera perpendicular al filtro.

filtro

Filtracion El efluente circula de manera paralela al filtro, permite trabajar
tangencial en continuo y la velocidad de filtracion es elevada.

Direccion del
flujo respecto al

Cribado Mecanismo mecanico de retencion en el que los soélidos de
mayor tamafio que los poros del lecho filtrante son retenidos
en la superficie del mismo.

Adsorcion Se produce la retencion de particulas de solidos por atraccion,
las particulas retenidas pueden ser de menor tamafio que los
poros del filtro.

7

retencion

Tipo de

AN
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Por formacion | Los sélidos acumulados forman una capa que actla a su vez

de torta como lecho filtrante. La torta es capaz de retener particulas de
tamafio mucho menor al que inicialmente es capaz de retener
el filtro.

Profundidad La retencion de las particulas soélidas tiene lugar tanto en la

superficie del filtro (cribado) como en el interior del filtro
(adsorcién).

Superficie Los sdlidos quedan retenidos en la superficie del filtro

Tipo de filtro

Filtros en profundidad

s

Filtros en superficie

Figura 4 Tipos de filtro (Tinoco, A.2020).

3‘a'm NS A

Cribado Adsorcion Acumulacion de materiales

Figura 5 Modalidades de filtracién segun el tipo de retencidén (Tinoco, A.2020).

@ Radiaciones

Las radiaciones ionizantes son, actualmente, el método de eleccion para la esterilizacion de
medicamentos sélidos y productos sanitarios fabricados con materiales plasticos que se
alteran a las temperaturas habitualmente empleadas en ciclos de esterilizaciéon por calor.
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Radiacion UV

Presenta un efecto germicida, al producir una excitacion de los atomos de los acidos
nucleicos de los microorganismos, lo que provoca su muerte 0 su incapacidad para
multiplicarse. La radiaciéon UV se emplea principalmente para reducir la contaminacion del
aire, del agua y de las superficies de zonas de procesado de productos farmacéuticos, ya
gue, su bajo poder de penetracion limita su uso, por lo que no es posible su utilizacion para
la esterilizacion de medicamentos. La eficacia germicida de la radiacion UV varia con la
susceptibilidad de los organismos y es en funcion de la intensidad de la radiacion y del tiempo
de exposicion.

Para ello, se instalan lamparas de vapor de mercurio en habitaciones, conductos de aire o
grandes equipos. Cuando se usa para esterilizar agua, se ha de determinar el limite de
penetracion de esta radiacion en la masa de agua, para garantizar su total irradiacion.

Radiaciéon ionizante

Las principales radiaciones ionizantes usadas en esterilizacion son los rayos beta (electrones
acelerados) y los rayos gama. Cuando estas radiaciones inciden directamente sobre las
moléculas de ADN del microorganismo producen su ionizacion, lo que conduce a rupturas
de cadenas y a la formacion de enlaces transversales, como consciencia se impide la
multiplicacion celular. La cinética de destruccion de microrganismos por las radiaciones
esterilizantes se puede establecer, para una poblacion homogénea de microorganismos en
forma vegetativa. (Suarez, A.2016)

2.2.4.4.2 Métodos quimicos

© Agentes gaseosos
ETO

El 6xido de etileno ejerce su accion letal sobre los microorganismos al producir la alquilacién
de moléculas nucleofilicas, esenciales para la multiplicacion celular. Depende de la
concentracion del gas, la temperatura, el contenido en agua de los microorganismos, su
estado vegetativo o esporulado, la naturaleza y la permeabilidad al gas del material que va
a ser tratado y el tiempo de exposicion.

Los esterilizadores por ETO son cadmaras de acero que permiten el calentamiento de la
camara con vapor de agua o agua caliente, con una bomba que elimina el aire interior de la
camara y recipientes que se conectan a la camara de esterilizacion a través de una valvula,
de manera que la mezcla esterilizante pasa a forma gaseosa al expandirse.

LTSF

El formaldehido es, igual que el ETO, un agente alquilante, se utiliza para eliminar la
contaminacion microbiana de superficie de salas y cabinas de flujo laminar, las variables de
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un ciclo de LTSF son similares a las de un ciclo de esterilizacién con ETO, de manera que
temperatura, concentracion de formaldehido y capacidad de penetracion y distribucion
afectan a la eficacia del proceso.

Gas-plasma de peréxido de hidrégeno

Es un proceso a baja temperatura basado en el efecto biocida que se consigue mediante la
difusion, a través del material por esterilizar, de peroxido de hidrogeno en fase plasma (entre
estados liquido y gas). Por la acciéon de la radiofrecuencia sobre vapor de peréxido de
hidrégeno se generan iones hidroxilo e hidroperoxilo que reacciona con los componentes de
las membranas celulares y con los acidos nucleicos de los microorganismos, produciendo su
inactivacion. (Suarez, A. 2016)

2.2.4.4.3 Agentes antimicrobianos

@ Conservantes o bacteriostaticos

Las bacterias, hongos y levaduras son capaces de crecer en algunos medicamentos si se
encuentran en presencia de nutrientes y agua. Los principales mecanismos de accion
antimicrobiana de estos agentes se centran en la pared celular (lisis celular), en la membrana
citoplasmatica (cambios de permeabilidad) y en el citoplasma (alteracion de ribosomas)
microbianos. (Suarez, A.2016)

2.2.4.5 Apirogenicidad

Todas las preparaciones parenterales deben estar exentas de pirégenos. El término pirégeno
engloba una serie de sustancias, tato endégenas como exdgenas, de diversa naturaleza,
qgue pueden dar lugar a reacciones febriles, acompafiadas de escalofrios y aceleracién del
pulso. Estos cuadros pueden ser mas 0 menos intensos, pudiendo producir incluso la muerte,
y su gravedad es directamente proporcional al volumen inyectado.

Durante la fabricacion de las preparaciones parenterales, los pir6genos pueden ser
incorporados a la formulacion con el disolvente (generalmente agua), las materias primas
(principio activo y excipientes), los envases y otros productos de acondicionamiento y
aparatos que se utilizan durante el proceso de elaboracién. La esterilizaciéon de estos
componentes y materiales eliminara las bacterias, pero no necesariamente los pirdgenos.
Aunque los métodos de eliminacién de pir6genos son muchos y variados, un lote declarado
pirogénico no es recuperable. Por ello, es necesario detectar su presencia en los preparados
parenterales mediante controles precisos. (Hernandez, G. 2011).

Los métodos mas utilizados para eliminar la presencia de pirdgenos en las preparaciones de
administracion parenteral son adsorcion, filtracion e inactivacion.

2.2.45.1 Adsorcion

Se basa en la utilizacion de sustancias, como el carbon activado, capaces de adsorber
fisicamente los pirégenos. Estos productos se afiaden a la disolucién, se agita y, finalmente,

ISRAEL TINOCO [ARUNAS



_ MARCO TEORICO

se eliminan por filtracién o por sedimentacion. Uno de los mayores inconvenientes de esta
técnica es la gran afinidad del carbon activo por moléculas no ionizadas de compuestos de
elevado peso molecular.

2.2.4.5.2 Filtracion

Los pirégenos pueden ser retenidos en filtros de profundidad, aunque es preferible utilizar
membranas de ultrafiltracion, que separan las moléculas organicas. Para ello se utilizan
membranas que se clasifican por el limite de peso molecular nominal excluido (LPMNE) y de
porosidad comprendida entre 0.2 y 0.002 pm.

2.2.4.5.3 Inactivacion

Algunos procedimientos que permiten la inactivacion de pirdgenos; entre ellos, el calor seco,
el tratamiento con agentes oxidantes o el calentamiento en medio acido o alcalino. Son
técnicas agresivas que se utilizan principalmente para el tratamiento de ampollas y envases
de vidrio, piezas y equipos metalicos y, en algun caso, productos quimicos termoestables.

2.2.4.5.4 Otros métodos

Entre estos, cabe citar la destilacion y la 6ésmosis inversa, asi como algunas técnicas
cromatograficas. Los procedimientos de destruccion descritos tienen un interés limitado, y
gue no son aplicables a preparaciones ya dosificadas en sus recipientes definitivos. (Garreta,
J.2016)

2.2.4.6 Estabilidad

Se conoce como estabilidad a la capacidad de un medicamento para mantener sus
propiedades quimicas, fisicas, microbiolégicas y biofarmacéuticas originales. En los
preparados parenterales su vida Gtil varia de 1 a 3 afios a una temperatura de entre 2° C
hasta 30 °C dependiendo si es una solucion liquida o un polvo liofilizado. (Lépez, C. 2016)
(Turco, S.2003)

2.2.4.6.1 Factores que influyen en la estabilidad

©@ Cambios en el pH: los medicamentos en solucién deben tener un rango de pH de
méaxima estabilidad

© Efecto de la temperatura: La velocidad de una reaccién aumenta exponencialmente
con cada incremento de 10°C en la temperatura

© Luz: la luz acelera la degradacién por lo cual los farmacos fotosensibles deben
protegerse adecuadamente.

© Efecto del diluyente y el envase: fisioldgico (pH 5.5-7), Glucosa 5 %( pH3.5-5.5) 0
Glucosalino (pH 4-5), por otro lado, los envases de ben ser inertes, ningun
componente debe ser absorbido por el envase y no debe ceder componentes de la
mezcla
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2.2.4.6.2 Estudios de estabilidad en el &mbito hospitalario

@ Estabilidad fisica

Cambio de color y precipitacion: la cual puede ser cualitativa (observacion directa) o
cuantitativa ( contador de particulas subvisibles
Turbidez: la cual puede ser cualitativa (observacion directa) o cuantitativa ( Turbidimetro)

© Estabilidad quimica

Concentracion delos principios activos y productos de degradacion
Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
Métodos indicadores de estabilidad

© Estabilidad microbiolégica

Garantizar la esterilidad durante el periodo de validez
Validacion de la técnica aséptica

Control microbiol6gico ambiental

Control de esterilidad de producto final (Lopez, C. 2016).

2.3 Nanoparticulas
2.3.1 Definicién

Las nanoparticulas son particulas sélidas de naturaleza polimérica y de tamafio inferior a 1
um, en las que el farmaco se encuentra disuelto, atrapado y/o adsorbido. (Alvarez, C.2016)

De forma genérica, la micro y la nanoencapsulacion de farmacos pueden considerarse
procesos de recubrimiento de farmacos, bajo la forma de moléculas, particulas sélidas o
glébulos liquidos, con materiales dotados de propiedades especificas, para dar lugar a
particulas de tamafio micro o nanométrico, respectivamente. En el ambito farmacéutico,
comunmente se consideran estructuras nanométricas a aquellas que tienen un tamafio
inferior a una micra y que forman dispersiones coloidales, y estructuras micrométricas
aquellas de tamafio superior a una micra e inferior a un milimetro. (Lépez, C.2016)

Micro/Nanoparticula Micro/Nanocapsula

® Farmaco © Polimero

Figura 6 Estructuras resultantes de un proceso de micro o nanoencapsulacién (Tinoco,
A.2020).
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2.3.2 Historia

Las técnicas que conducen a la obtencion de micro o nanoparticulas y micro o nanocapsulas,
son las que tienen una presencia mas relevante en el sector farmacéutico. Sin embargo, la
aplicacion de las tecnologias de microencapsulacion se extiende mas alld del ambito
farmacéutico, a campos tan diversos como la agricultura, la cosmética y la alimentacion.

El origen de la microencapsulacion data de 1931, afio en el que se publico un trabajo que
describia la formacion de microcdpsulas de gelatina segun un procedimiento denominado
coacervacion. Las aplicaciones se han extendido en las ultimas décadas al campo de la
cosmeética, de la industria textil (los cosmetotextiles o tejidos inteligentes, como los que
contienen microcapsulas refrescantes que, en contacto con la piel, liberan la sustancia
encapsulada), de la encapsulacién de células, de farmacos y de otros materiales bioldgicos
como las vacunas y los extractos.

En concreto, la idea de microencapsular farmacos, coincidente en el tiempo con la nueva
vision sobre la liberacion controlada, fue propuesta en la década de los cincuenta por la
compafiia farmacéutica Smith Kline & French. Precisamente en el caso de la aspirina, que
aparece como uno de los primeros farmacos microencapsulados, el objetivo fue controlar la
liberacidn y prevenir la irritacion gastrica.

Por otro lado, el origen de la nanotecnologia se asocia al premio nobel de fisica, Richard P.
Feyman, quien en la década de los sesenta utilizd6 por primera vez este término y supo
anticipar el notable impacto que tendria en nuestras vidas y en particular en nuestra salud.
La primera estructura de tamafio nanométrico presentada como vehiculo para transportar
farmacos fue el liposoma, descubierto casualmente por el cientifico hematélogo Alex
Bamgham en los comienzos de los sesenta. Afios mas tarde, en los setenta, el tecnélogo y
guimico farmacéutico Peter Speiser publicé por primera vez la obtencién de nanoparticulas
elaboradas a partir de proteinas tales como la albumina y la gelatina, asi como también a
partir de polimeros acrilicos. Hubieron de pasar 30 afios hasta que los liposomas y las
nanoparticulas vieron la luz en el mercado farmacéutico, mas concretamente, los liposomas
cargados de doxorrubicina fueron comercializados en los noventa y las nanoparticulas de
albumina con placlitaxel en 2006. (Lopez,C.2016) (Reinie,0.2011)

Este tiempo ha sido considerado por algunos como excesivo. Sin embargo, se comprende si
tenemos en cuenta la necesidad de adquisicion de conocimiento, tanto en el ambito biolégico
como tecnoldgico, para entender el comportamiento y satisfacer los requisitos regulatorios
de los nanomedicamentos. Como resultantes de la nanotecnologia y con la extraordinaria
literatura acumulada al respecto cabe esperar que el beneficio de los nanomedicamentos
sea claramente evidenciado en las proximas décadas. (Lopez,C.2016)

2.3.3 Aplicaciones de la micro y nanoencapsulacién de farmacos

T Desde una perspectiva meramente tecnoldgica, los avances logrados mediante la
microencapsulacion de farmacos podrian resumirse en los siguientes:
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(T Estabilizacion de moléculas activas inestables, es el caso de diversas vitaminas para
las que la microencapsulacion ha reducido notablemente su sensibilidad a la humedad vy al
oxigeno.

(T Conversion de ingredientes activos liquidos en formas sélidas méas facilmente
manipulables y almacenables

T Inclusion de principios activos incompatibles en la misma forma farmacéutica, se sabe
que la aspirina se hidroliza cuando se comprime conjuntamente con el maleato de
clorfeniramina, y sin embargo ambos productos son perfectamente estables cuando se
microencapsulan de modo independiente previamente a la compresion.

T Enmascaramiento del olor y de sabor donde el recubrimiento de un farmaco de
caracteristicas organolépticas indeseables con un material que hace imperceptibles dichas
caracteristicas aporta importantes ventajas desde el punto de vista de la aceptabilidad por
parte del paciente.

(T Desde una Optica biofarmacéutica y terapéutica, los beneficios de la micro y
nanoencapsulacion de farmacos podrian resumirse en los siguientes:

T Reduccion del efecto directo irritante causado por algunos farmacos en la mucosa
gastrica. El ejemplo mas ilustrativo lo representan, de modo general, los farmacos de caracter
acido. El recubrimiento de estos compuestos con un material no soluble a pH gastrico ha
permitido reducir sensiblemente la irritacion gastrica causada por los mismos.

T La presentacion de farmacos hidrofobos bajo la forma de microemulsiones, o de micro
y nanoparticulas ha permitido incrementar la solubilidad y biodisponibilidad de farmacos.

T La consecucion de una liberacion sostenida o controlada del principio activo es, en la
actualidad, la aplicacion mas frecuente de la microencapsulacion. Gracias al recubrimiento
eficaz del farmaco con un material adecuado es posible conseguir no Gnicamente una cesién
gradual y sostenida del mismo, sino también que la liberacion se produzca a modo de pulsos
0 a un determinado pH.

T La modificacion del perfil de distribucién de los farmacos, que en algunos casos se ha
traducido a una reduccion de sus efectos adversos y en un incremento de su eficacia. Esto
ha sido posible particularmente gracias al uso de nanoestructuras capaces de conducir el
farmaco de forma més eficiente hacia los 6rganos diana.

2.3.4 Materiales utilizados en micro y nanoencapsulacion de farmacos

La variedad de materiales utilizables en la micro y nanoencapsulacion de farmacos se va
ampliando gradualmente en la medida en que se introducen nuevos biomateriales en el
campo de la liberacion de farmacos perfilan nuevas aplicaciones de estas técnicas. De los
materiales de encapsulacion van a depender las propiedades fisicas y quimicas de las
particulas resultantes, sean de tamafio micrométrico o nanométrico.

2.3.4.1 Lipidos

Las moléculas lipidicas presentan caracteristicas anfipaticas, que las dotan de capacidad
tensoactiva y de propiedades de autoasociacion, por lo que resultan muy utiles en
nanoencapsulacion.
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2.3.4.2 Proteinas

Las proteinas purificadas de origen natural pueden emplearse para formar micro y
nanoparticulas. La gelatina fue el primer material utilizado en microencapsulacion y sigue
presentando en la actualidad un importante potencial, al igual que la albumina, otro de los
primeros materiales a los que se recurrio para la nanoencapsulacion de farmacos.

2.3.4.3 Polimeros

Debido a su gran versatilidad, son los materiales més utilizados tanto en micro como en
nanoencapsulacion. Dentro de esta gran familia podemos distinguir entre polimeros
naturales, semisintéticos y sintéticos

© Los polimeros naturales

Son principalmente de naturaleza polisacarida (de origen animal y vegetal). Los polisacéaridos
presentan en muchos casos una marcada capacidad mucoadhesiva, de gelificacién y una
cierta funcionalidad biologica

© Los polimeros semisintéticos

Utilizados en microencapsulacion engloban los derivados celuldsicos de los cuales existe
una amplia variedad en el mercado con diferentes caracteristicas de solubilidad

© Los polimeros sintéticos

Mas utilizados en las técnicas de microencapsulacién son los poliésteres y los derivados
acrilicos. Una gran variedad de polimeros sintéticos se ha empleado también en la
nanoencapsulacion, estos son hidréfobos, mientras que sus productos de degradacion, el
acido lactico y el acido glicolico son hidréfilos y facilmente eliminables del organismo por
filtracion glomerular. (L6pez, C.2016)

2.3.5 Métodos de elaboracién de nanoparticulas

La seleccion del método de nanoencapsulacion viene determinada fundamentalmente por
cuatro factores: el material utilizado y la arquitectura que se pretende conseguir para el
nanosistema, el farmaco que se va a encapsular y la via por la que se desea administrar.

2.3.5.1 Formacién de nanoparticulas y nanocépsulas por polimerizacién

Estos métodos, que tienen como factor coman el desencadenamiento de una reaccion de
polimerizacion, pueden dividirse fundamentalmente en polimerizacion local y emulsion-
polimerizacién.

@ Local

Se basa en la formacién de una emulsion de monémero y farmaco en una fase externa en la
gue el mondmero debe ser insoluble. EI mondmero se polimeriza en este sistema disperso y
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se forman las nanoparticulas soélidas. La fase continua en estos métodos puede ser un
disolvente organico o acuoso.

© Emulsién-polimerizacion

En este método, una mezcla de aceite, mondmero y etanol se inyecta sobre una fase acuosa.
La dispersion de la fase organica producida por la difusién instantanea del etanol es seguida
por una rapida polimerizacién de los cianoacrilatos en la interfase, catalizada por los iones
presentes en el agua. El resultado es la formacion de nanocapsulas constituidas por un
ndcleo de aceite y una capa polimérica de policianoacrilatos. (Lopez, C.2016)

2.3.5.2 Emulsificacién y evaporacion del disolvente

El método consta de dos etapas. En la primera, se realiza la emulsificacion de una disolucion
del polimero, mediante la aplicacion de energia, en el seno de una fase continua en la que
el disolvente debe ser inmiscible. En un segundo paso, se procede a la evaporacion del
disolvente que forma la fase interna, bien bajo vacio o bajo agitacion continua en condiciones
ambientales, forzando la precipitacion del polimero en forma de nanoparticulas.

Es frecuente que en este método la fase externa sea acuosa y la fase interna sea un solvente
organico. El tamafio de particula puede modularse mediante la seleccidn de los tensoactivos
de las fases acuosa y orgdnica, y variando la temperatura, la viscosidad de las fases, el tipo
de energia del proceso de emulsificacion y las condiciones de agitacién. (Lépez, C.2016)

Sonda o agitacion
mecanica

Nanoparticulas

Fase organica Fase dispersa poliméricas
Principio actvo+ |©QO O Polimero +

Polimero o Principio activo +

hidréfobo 0 o Solvente organico

Fase acupsa+ ____
Emulgente Evaporacion

Figura 7 Método emulsificacién y evaporacion del disolvente (Tinoco, A.2020).

2.3.5.3 Desplazamiento de disolvente y de deposicion interfacial

El método de desplazamiento del disolvente requiere la disolucién de un polimero hidréfobo
en un solvente organico totalmente miscible en agua. Cuando esta fase organica se inyecta
sobre una fase acuosa en agitacion, la rapida difusion del disolvente organico deja el
polimero suspendido en un no-solvente, produciéndose una precipitacion instantanea de
este en forma de nanoparticulas. El disolvente organico se elimina, en un segundo paso, por
evaporacion.
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El método descrito puede modificarse mediante la adicion de aceites y tensoactivos a la fase
organica en cuyo caso se denomina meétodo de deposicion interfacial y el resultado es un
sistema matricial con un nucleo oleoso y una cubierta polimérica. Una variante de la
deposicion interfacial de polimeros hidrofilos, consiste en afiadir aceite y un tensoactivo que
dota de carga a | nucleo lipidico En este caso, el polimero se incorpora a la fase continua
acuosa y la deposicién estd gobernada por fuerzas electrostéticas. (Lopez, C.2016)

Sond oL Precipitacion
onda o agitacion mecanica o quimica

r mecanica

E . “q Fase dispersa

SE?E Drtga:"':a Polimero +

Pgl}f:;gri o o © Principio activo +

g Solvente organico
[
P hidréfobo __E + Estabilizador
Emulsién O/W o WIO Nanoparticulas

Fase acuosa+~ Fase acuosa + — polimérica
Solvente Estabilizador

Figura 8 Método de desplazamiento del disolvente y de deposicion interfacial (Tinoco, A.2020).

2.3.5.4 Salting-out

Este método se basa en la disolucién de un polimero hidréfobo en un disolvente totalmente
miscible en agua. Esta disolucion se emulsifica en el seno de una fase acuosa saturada de
sal que no permite la difusién del disolvente por un efecto “salting-out”. La precipitacion del
polimero se produce al diluir esta emulsion con agua, lo que dispara la difusion instantanea
del disolvente hacia la fase continua. Para utilizar este todo, en general, es necesario afadir
tensoactivos a la fase acuosa para estabilizar la emulsion. (Lépez, C.2016)

Solucion acuosa
Tensoactivos

g ¥
Fase organica 0 o
Solvente + >
Polimero o O Suspension
hidrofobo e Evaporacion del acuosa de
solvente nanoparticulas

Figura 9 Método de salting-out (Tinoco, A.2020).
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2.3.5.5 Formacion de nanoparticulas por gelificacién ibnicay complejacién
electrostatica

El método de reticulacién iénica se basa en la utilizacion de macromoléculas capaces de
gelificar tras la adicion de iones multivalentes que tienen carga opuesta a las
macromoléculas. Bajo condiciones determinadas de dilucion de las macromoléculas y los
iones, se producen nucleos de gelificacion nanométricos en el seno de la fase continua. Este
meétodo se ha empleado fundamentalmente con el quitosano y el ion tripolifosfato. Es uno de
los pocos métodos eficaces para la encapsulacion de macromoléculas hidréfilas. Entre sus
desventajas estan la reducida variedad de polimeros a los que puede ser aplicado, la
tendencia a formar particulas de tamafo elevado, generalmente superior a 200 nm, y su
escasa utilidad con farmacos hidréfobos.

Dispersion de GSH
+ Quitosan
+ PF-68

©—-0® -0

Cubierta Cubierta
transitoria permanente

Solucion de
TPP —

Nanoparticulas

Figura 10 Método de gelificacién iénica (Tinoco, A.2020).

Un método similar es la complejacion electrostatica, donde se induce la precipitacion en
forma de nanoparticulas de un polimero cargado hidrosoluble tras su interaccion con una
macromolécula de carga contraria. Este método permite la utilizacion de diversos polimeros
cargados tales como el quitosano. (Lopez, C.2016)

2.3.5.6 Produccion de nanoparticulas por coacervacion de macromoléculas

Este método es aplicable a un numero elevado de polimeros y se basa en la desolvatacion
de estos inducida por cambios en su carga o en su conformacion. Requiere habitualmente la
adicién de un agente de desolvatacion o un cambio de temperatura. Suele requerir fuentes
de dispersibn mas enérgica (sonicacion) y emplear disoluciones mas diluidas de los
polimeros. Su ventaja principal es que permite trabajar en ausencia de disolventes organicos,
pero en algunos casos puede requerir la adiciébn de agentes toxicos como glutaraldehido.
(L6pez,C.2016)
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Figura 11 Proceso de microencapsulacion por coacervacion (Tinoco, A.2020).
2.3.5.7 Nanoparticulas lipidicas preparadas por fusién-emulsificacion

Este método se emplea fundamentalmente para la formacion de nanoparticulas compuestas
de lipidos sdlidos a temperatura ambiente. El lipido se calienta por encima de su temperatura
de fusion y el farmaco y los tensoactivos se disuelven en el lipido fundido. Posteriormente,
la mezcla lipidica fundida se emulsifica en una fase continua acuosa con tensoactivos. La
nanoemulsién formada se enfria por debajo del punto de fusion del lipido y da lugar a las
nanoparticulas cargadas de farmaco. Las ventajas fundamentales de este procedimiento
residen en que no es necesario utilizar disolventes organicos y en su facil escalabilidad.
(Lépez, C.2016)

2.3.6 Nanoparticulas via parenteral

Las aplicaciones de nanoencapsulacion han ido igualmente dirigidas al desarrollo de
formulaciones, si bien es notable el nimero de formulaciones destinadas a la via parenteral.
La naturaleza de estas formulaciones es diversa, pues si bien las formulaciones orales estan
constituidas por nanoparticulas de farmacos convenientemente estabilizadas mediante
agentes tensoactivo, las formulaciones de uso parenteral se centran en el uso de vehiculos
tales como liposomas, micelas y conjugados poliméricos. (Lépez, C.2016)

El tamafio de las nanoparticulas es mas adecuado para la administracion parenteral ya que
son demasiado pequefas para causar fenbmenos embalicos y pueden circular a través de
la vasculatura, a diferencia de las microparticulas. Las microparticulas tienen un mayor
diametro, por lo que pueden provocar fendmenos embdlicos en vasos del mismo diametro.

Las nanoparticulas administradas por via parenteral tienen que cumplir una serie de
requisitos, aparte de ser sistemas estériles, deben ser biocompatibles, presentar
compatibilidad entre la sustancia activa y el resto de los componentes, una cinética de
biodegradacién y unas propiedades mecanicas adecuadas y ser toxicolégicamente seguras.
(Lamas,A.2013)

5.3.7 Nanoparticulas y antioxidantes

La combinacion de las caracteristicas de los polimeros organicos e innovaciones en la
nanotecnologia ha llevado a la creacibn de nuevos materiales con propiedades
extraordinarias. Los que han despertado mayor interés son los biopolimeros combinados con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. (L6pez, H.2016)
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Los medicamentos de Ultima generacion poseen sustancias que actlan con alta
especificidad a nivel intracelular, por lo que la micro y nanotecnologia ayuda a miniaturizar
los excipientes con el fin de que las sustancias bioactivas o farmacos lleguen lo mas integros
posibles a las partes celulares de un tejido en especifico, resistiendo enzimas salivales, jugos
gastricos, su circulacion en el torrente sanguineo, y demas barreras y condiciones naturales
gue pueden degradar a la sustancia en su estado eficaz. Entre las sustancias bioactivas con
histérica funcionalidad reconocida se encuentran los antioxidantes, que son aquellas
sustancias que protegen del estrés oxidativo (formacion de radicales libres), el cual es
responsable de enfermedades cronicas degenerativas. (Sanchez, V.2018) (Fernandez,
K.2011)

2.4 Glutation
2.4.1 Definicién y funciones

El GSH(Glutatién reducido) es un tripéptido que se encuentra en altas concentraciones en
todas las células. Se sintetiza a partir de los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina. Se
trata del principal antioxidante de las células, ayuda a protegerlas de las especies reactivas
del oxigeno, como los RL y los peroxidos. Es importante como una molécula hidrofilica que
se afiade a las toxinas lipofilicas y residuos en el higado durante la biotransformacion antes
de que puedan formar parte de la bilis. (Pompella, A.2003) (Fernandez, J.2008)

O O SH O

H

NH, "0

Figura 12 Estructura del glutation (Fernandez ,J.2008)

A pesar de que el GSH se sintetiza de manera exclusiva en el citosol, esta molécula se
distribuye en los organelos intracelulares, incluyendo el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria. EI GSH se encuentra de manera predominante en su forma reducida (GSH),
excepto en el reticulo endoplasmatico, en donde existe principalmente como glutation
oxidado (GSSG), quiza debido a la necesidad de que exista un ambiente adecuado para el
manejo de las proteinas. (Fernandez, J.2008)

El glutatién se encuentra en concentraciones promedio de 12 mM(milimolar) en células de
mamiferos. Tiene importantes funciones como:

© Antioxidante

© Es parte importante de la detoxificacién de medicamentos y otras sustancias

© Es cofactor para las reacciones de isomerizacion

© Es esencial para la proliferacién celular y tiene un papel importante en la apoptosis
© Controla la permeabilidad de membrana y el transporte de aminoacidos.

ISRAEL TINOCO [ARUNAS



_ MARCO TEORICO

@ Interviene en el proceso de sintesis de proteinas, ADN y ARN.

© Regula la formacién y el mantenimiento de la forma activa de las enzimas

© Mantiene el potencial de éxido-reduccion de la célula y la protege del estrés oxidativo
© Almacenamiento de cisteina (Martinez, M.2006)

2.4.2 Estrés oxidativo (EO)

Como consecuencia del metabolismo aerdbico, los organismos estan sujetos a un cierto nivel
de estrés oxidativo fisiolégico. El H202 producido de manera endogena se reduce por el GSH
en presencia de la GSH-peroxidasa (GPx). Como resultado, el GSH se oxida a GSSG, por
lo que, para volver a tener actividad antioxidante, éste debe volver a reducirse otra vez a
GSH, lo que se lleva a cabo por la enzima GSSG reductasa a expensas de NADPH, en lo
gue se conoce como un ciclo redox. (Fernandez, J.2008). En ninguno de los casos ya sea
en su estado reducido u oxidado, el glutation no es capaz de ingresar a la célula nuevamente,
por lo que su sinteis citoplasmica dependiente de las enzimas que se encuentran presentes,
es un factor importante en la modulacion 6xido-reduccion de los organismos.

Los antioxidantes son moléculas que cuando estan presentes en concentraciones mas bajas
respecto a las de un sustrato oxidable, retrasan o inhiben la oxidacion de este sustrato. Los
antioxidantes se clasifican en dos amplios grupos, dependiendo de si son solubles en agua
(hidrofilicos) o en lipidos (hidrofébicos). En general, los hidrofilicos reaccionan con los
oxidantes en el citoplasma celular y el plasma sanguineo, mientras que los hidrofobicos
protegen las membranas celulares contra la peroxidacion de lipidos. Los diferentes
antioxidantes estan presentes en una amplia gama de concentraciones en fluidos corporales
y tejidos, algunos como el glutation estan mayormente intracelulares. (Martinez,J.2011)

Los radicales libres RL son definidos como moléculas o fragmentos moleculares con uno o
dos electrones desapareados. Un electron desapareado incrementa la reactividad quimica
de un &tomo o molécula y busca complementar su ultimo orbital; es por ello que los radicales
libres tienen una vida media muy corta (millonésimas de segundos) y son altamente reactivos
con otras moléculas. El EO se origina por un desequilibrio entre la produccion de ERO y ERN
y la capacidad antioxidante de la célula. Las ERO incluyen, entre otras, el anion superoxido
(O2 -), los radicales hidroxilo (OH) y el perdxido de hidrogeno (H202); y las ERN incluyen el
oxido nitrico (NO-), didxido de nitrégeno (NO:2 -) y el peroxinitrito (OONO- ), entre otras
moléculas. El dafio a los tejidos causado por estrés oxidativo se ha relacionado con diversos
fendbmenos bioldgicos. El estrés oxidativo puede dafar a lipidos, proteinas y los acidos
nucleicos, alterando las funciones de estas moléculas. (Martinez, J.2011) (Elejalde, J.2011)

2.4.3 Enfermedades hepaticas

Se ha observado la participacién del EO en los mecanismos de inflamacion, cirrosis biliar o
alcohdlica, pancreatitis aguda, entre otras alteraciones del tracto digestivo. En la hepatitis
fulminante, las ERO activan receptores de muerte celular, como factor de necrosis tumoral
(TNF), el cual se ha propuesto como mediador de muerte celular programada (apoptosis) en
células hepéaticas. Por otra parte, la enfermedad de higado graso no alcohélico presen
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diferentes estadios en su progresion todas ellas caracterizadas por la presencia comdn de
ERO y EO en su progresion. (Elejalde, J.2011)

Puesto que el GSH es un antioxidante critico y las especies reactivas de oxigeno se han
asociado a la fisiopatologia de las enfermedades hepaticas, la disminucién o supresion del
GSH se ha planteado como un evento determinante en la progresion de las alteraciones
hepaticas inducidas por acidos biliares durante la isquemia-reperfusion, asi como en el dafio
por hepatitis By C.

Quizéa una de las enfermedades mejor caracterizadas desde este punto de vista es el dafio
hepatico inducido por etanol. Se ha estudiado ampliamente y se ha demostrado que la
ingesta cronica de etanol reduce de manera selectiva las concentraciones de GSHm. Dicha
supresion del GSHm precede todos los signos de dafio hepatico. El alcohol también estimula
el incremento en el colesterol y su deposicion en las membranas mitocondriales, por lo que
esto afecta el transporte del GSH hacia la mitocondria, y se ha sugerido como una causa en
la disminucion del GSHm. La cirrosis, que también se ha relacionado con la disfuncién
mitocondrial, presenta eventos semejantes en la desregulacién de los niveles de GSHm.
(Martinez, M.2006)

2.4.3.1 Terapias farmacologicas

La sobredosis por acetaminofén es la principal causa de insuficiencia hepatica aguda, puede
ocurrir por una ingesta aguda o por intoxicacion con dosis escalonadas. El mecanismo de
lesiobn mas estudiado es la acumulacion de N-acetil-p-benzoquinoneimina, que disminuye las
reservas del antioxidante glutation; ocasionando estrés oxidativo a nivel mitocondrial. (Rojas,
C.2019)

El N-Acetilcisteina - NAC es un tiol, precursor de L-cisteina y glutation reducido; y un agente
mucolitico. EI NAC es un eliminador de radicales libres por su interaccion con las especies
de oxigeno reactivo, ademas, es una fuente de grupos sulfhidrilos en las células. El NAC
provee un efecto protector a varios grupos de sistemas celulares, Luego que el NAC libre
entra en una célula es hidrolizado para asi liberar cisteina: un precursor de glutation (GSH).
La sintesis de GSH esta limitada por la disponibilidad de sus sustratos, usualmente la cisteina
es un precursor limitante, el GSH participa en la proteccion contra el dafio oxidativo causado
por las especies reactivas de oxigeno. La enzima glutation reductasa reduce el tripéptido a
partir de su forma oxidada, la cual se activa en situaciones de estrés oxidativo. (Ramos,
Y.2017).

NAC es una farmaco bien conocido y seguro como antidoto para insuficiencia hepatica por
sobredosis de acetaminofén si se administra en etapas tempranas. NAC presenta un periodo
pequefio de administracion, que limita su uso. Esto hace que se estén estudiando otros
farmacos que tiene su efecto en los nuevos mecanismos de accion que se han descubierto
de la hepatoxicidad de acetaminofén, mas alla del ya conocido estrés oxidativo mitocondrial.
Estos mecanismos incluyen metabolismo hepatico de fase 1y 2, autofagia, disfuncién micro
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circulatoria, regeneracion hepatica y estrés del reticulo endoplasmatico. A pesar de esto
actualmente ninguno otro farmaco diferente de NAC esta aprobado para manejo y prevencion
del dafio hepético. (Rojas, C.2019)

2.4.4 Quitosan-Glutation

El nombre sistematico de la quitina es 3(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. Se encuentra
principalmente en las conchas de crustaceos y formando parte del exoesqueleto de los
insectos, asi como también en las paredes celulares de muchos hongos, levaduras y algas.
Por su parte el quitosano es un polisacarido que se encuentra en estado natural en las
paredes celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal fuente de produccion es la
hidrdlisis de la quitina en medio alcalino, usualmente hidréxido de sodio o de potasio, a altas
temperaturas. (Lares, C.2008)

NH,

(n=0~4)

Figura 13 Estructura del quitosano (Zetina,L.2019)

La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano uno de los
materiales mas versatiles que se estudian como se muestra en su estructura desde hace ya
algan tiempo, por la posibilidad de realizar una amplia variedad de modificaciones, tales
como la reacciones de anclaje de enzimas, reacciones de injerto, obtencién de peliculas
entrecruzadas, de las cuales se obtienen materiales con propiedades adecuadas para
aplicaciones inmediatas y futuras en biotecnologia o biomedicina. (Lares,C.2008)

El uso de nanoparticulas como sistema de transporte de farmacos y, biomoléculas ha sido
de gran ayuda para poder llevar estas moléculas a lugares especificos, protegiéndolos de
degradaciones enzimaticas inactivando la funcién de estas. En el caso del glutation se
pueden usar las nanoparticulas para llevar este antioxidante a lugares que por otro medio de
administracion no puede llegar ya que su disponibilidad es baja debido a la degradacion que
sufre y a que es muy hidrofilico.

Varios prototipos de nanoparticulas de polimeros biodegradables han estado propuestos
para el suministro de medicamentos. Entre ellos, las NP basadas en el polisacarido
quitosano, el cual ha demostrado resultados prometedores debido a sus propiedades e
incluso su biocompatibilidad. (Rotar, 0.2014), (Téllez, V.2017).

Pocas son las investigaciones que se han realizado sobre el sistema o vehiculos para
liberacién y/o transporte de glutation (GH) dentro de sistemas bioldgicos en el tractp
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gastrointestinal la nanoencapsulacion podria proteger al glutation de la degradacién quimica
0 enzimatica. El glutation ha sido administrado como un ingrediente alimentario funcional,
pero se ha visto que su biodisponibilidad es baja, debido a su pobre absorcién intestinal e
inestabilidad, bajo condiciones de estrés el grupo Tiol del GSH es facilmente oxidado a
disulfuro de glutatién por lo que pierde su actividad enzimatica. (Rotar, 0.2014)
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PIANTEAMIENTD DEL PROBIEMA

prolongado de este puede causar insuficiencia hepatica aguda, generando
la disminucién de GSH causando estrés oxidativo a nivel mitocondrial.
Este padecimiento es tratado principalmente con NAC, el cual es un
precursor de GSH, que al ser una molécula hidrofilica no ingresa en las
células, es por ello que al estar encapsulada en un sistema de nanoparticulas de quitosan,
este se podra introducir a la célula, teniendo un tratamiento mas directo.
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 HIPOTESIS

realizan los estudios de preformulacion pertinentes para un
medlcamento parenteral a base de nanoparticulas de quitosan-glutatiéon se
podra obtener una formulacién que cumpla con los criterios de calidad
establecidos (tamafio de particula, pH, Isotonicidad y porcentaje de carga).
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5.1 Objetivo General

esarrollar una formulacién parenteral a base de nanoparticulas de quitosan-
glutation con el método de gelacién idnica para mejorar su biodisponibilidad

5.2 Objetivos especificos

© Buscar informacién referente a los procedimientos de fabricaciébn de soluciones
parenterales para establecer las condiciones de elaboraciéon de la misma.

© Realizar los estudios de preformulacién necesarios para tener un sistema parenteral
a base de nanoparticulas de quitosan-glutation.

T Optimizar la formulacion parenteral a base de nanoparticulas de glutation y su proceso
de elaboracién, utilizando como variables de respuesta el tamafio de particula, pH,
porcentaje de hemdlisis y porcentaje de encapsulamiento.
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[ES Y METoDOS

MAleRI

6.1 Reactivos

Buffer de acetatos

© Acetato de sodio NaC2H30>
© Acido acético glacial C2H4O> (Cedrosa)
Q@ Agua Mili-Q

Buffer de acetatos con solucién salina

© Acetato de sodio NaC2H30
© Solucion salina fisioldgica SSF

Buffer salino de fosfatos 1x (PBS)

© Cloruro de sodio NaCl

© Cloruro de potasio KCI

© Fosfato de disodio NazHPO4
© Fosfato de potasio KH2POa4

Agua ajustada con hidréxido de sodio

© Agua Mili-Q
© Hidroxido de sodio NaOH

Nanoparticulas de quitosan-GSH

© Acido acético glacial C2H402 (Cedrosa)
O PF-68(Sigma)
© TPP (Sigma)
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© Quitosan- bajo peso molecular (Sigma)
© GSH(Sigma)
@ Agua Mili-Q

Porcentaje de Hemolisis

@ SSF
@ Triton

Porcentaje de encapsulamiento

© Glicerol
© DTNB
© DMSO
O EDTA
© PBS 1x

Reactivos bioldgicos
@ Sangre humana

6.2 Aparatos y equipos

© Balanza analitica

© Agitador magnético

© Agitador con propela

@ Potenciémetro

© Ultracentrifuga

© Centrifuga

© Zetazaizer (MALVERN)

© Lector de placa (Thermo Fisher)

6.3 Métodos

Se determinaron diversos sistemas de NP en los cuales se variaron las concentraciones de
los excipientes para poder visualizar su comportamiento
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Nanoparticulas GSH en
relaciéon a la cantidad de TPP,
PF-68 y tiempo de agitacion

Solucién A

Preparar una solucién de 55 ml de acido
acético glacial al 1 % y ajustar con NaOH 1N

hasta pH 4.0
Solucién B Solucién C
Pesar TPP segun el sistema, con Pe;g:_f;ﬁgigﬂ?;i”gg?::‘s%scgr?e I
1 beeculs c?;g::es delatabio base en las cantidades de la tabl ‘
S, anexa S
A 0
Tomar 25 ml de la solucién A - Tomar 30 ml de la solucién A
i i
Vv ™
Espolvorear TPP y mantener Agregar PF68, esperar a humectar y agitar
en agitacion posteriormente
IT
=)
le Filtrar por pirinola 0.45 Espolvorear quitosan y mantener en
. agitacion
l Agregar solucion B a la solucién C gota a
gota y mantener en agitacion durante el | —
" . tiempo indicado en la tabla anexa \Q _Filtrar la solucion con papel filtro y esperar
\L_‘J—:ié‘ <‘.< U \ a que disminuya la espuma
e (
EJ x::'\;’ ';‘, \i ,\. \

Tomar 25 ml de la solucién

T

- o 3
Filtrar por pirinola 0'45|:L:; .
| W

Agregar el GSH hasta disolver y mantener
en agitacion

Diagrama 1 Nanoparticulas de GSH en relacién a la cantidad de TPP, PF-68 y tiempo de agitacion
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Sistema 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 - -
TPP 0.0 0.05 0.0375 0.0375 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.05 - -
5
PF-68 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.775 0.775 0.775 0.775 - -
Tiempo( | 30 60 30 60 30 60 30 45 60 60 - -
min
Sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 -
TPP 0.0 | 0.05 0.0375 0.0375 0.025 0.025 0.05 0.05 0.0375 0.0375 0.025 0.025}=
5 z
PF-68 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 1 1 1 1 1 1 —
Tiempo( | 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
min) S

En base a los sistemas de nanoparticulas se elaboraron los sistemas de inyectables,
eligiendo el medio adecuado y las concentraciones y excipientes del mismo

Elaboracion de
sistemas
inyectables

Buffer de acetatos con y :
nanoparticulas de GSH a utilizar

Pesar 13 g de acetato de sodio Biltiir los sistenias de

nanoparticulas de GSH en
proporcion 1:50

Disolver en 100 mL de SSF

Agitar los sistemas inyectables (
con ayuda de un agitador vortex

antener en agtacion por 10
minutos y medir su pH

Medir el pH del sistema inyectable
con potenciémetro

Diagrama 2 Elaboracidn de sistemas inyectables
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Para determinar la cantidad de GSH en las nanoparticulas se llevé a cabo el procedimiento
de porcentaje de encapsulamiento que se muestra a continuacion:

Porcentaje de
encapsulamiento

Buffer de reaccion

Previamete llevar las muestras de
| | inyectables a ultracentrifugar y tomar

__ elsobrepadante
Solucién A Solucién B
| | Tomar 50 pL de sobrenadante y
l Pesar 0.0107 g de DTNB y Pesar 0.257 g de EDTAy colocar en placa de 96 pozos
= disolver en mL de DMSO, disolver en 10 mL de agua -
‘ . cubriendo de la luz Mili-Q
z\§ a
Afiadir inmediatamente 150 | i
kColocar en matraz de 25 mL | | Tomar 250 L de la solucién ’ uL de buffer de reaccién |7
= y aforar con PBS 1x By colocarlos en matraz | |
= volumetrico de 10 mL }:{
ﬂ Leer a 405 nm y cuantificar con
Tomar 5 mL de la solucién A| - curva de GSH en unidades
y colocarlos en matraz : pmolares
volumetrico de 10 mL /
§

:
Aforarcon PBS 1 x ¢

Diagrama 3 Procedimiento de porcentaje de encapsulamiento

Se determind el porcentaje de hemalisis en los sistemas inyectables para determinar la
Isotonia de los mismos

ISRAEL TINOCO [ARUNAS



 MATERIALES Y METGDOS

Prueba de
hemédlisis

i
Eq Obtener 10 ml de sangre en

jeringa heparinizada y estéril

\

Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos | (o

Remover el plasma,lavar el paquete
globular con SSF hasta un volumen de
13 mL y volver a centrifugar

Realizar el lavado y centrifugacién por
triplicado

~

Transferir el paquete globular a un tubo de
ensaye

Anadir SSF hasta llegar a 13 ml f?

Mezclar por inversién 3 veces, cuidando no

Control positivo

| £,

Colocar 0.5 mL de paquete globular y
afiadir 50 pL de solucion de tritbn

\g‘

Y

formar burbujas

Muestra problema

Colocar 0.5 mL de paquete globular y |
afadir 50 UL ml de inyectable

| ¥

Mezclar por inversion 3 veces, cuidando no

Control negativo

Colocar 0.5 mL de paquete globular y |
anadir 50 UL ml de SSF

formar burbujas

(
Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos °

l Tomar 100 PL y transferirlos a un tubo de
ensaye limpio y agregar 4.9 mL de SSF

Leer en espectrofotometro a 540 nm

Diagrama 4 Procedimiento de porcentaje de hemdlisis
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excipientes, asi como el procedimiento y controles para realizar una
formulacion parenteral.

Se realizaron diversos disefios de experimentos, para la formulacion de
NP, dichos disefios se refieren a los procesos para planear el
experimento de forma que se recaben datos adecuados y analizarse con métodos
estadisticos para llegar a conclusiones significativas validas y objetivas de los datos.
(Montgomery, D.2004). En este caso se utilizaron para determinar la mejor formulacion ya
gue se variaron las concentraciones de los excipientes y los tiempos de agitacibn como se
muestra en la Tabla 7. En el primer disefio solo se variaron las concentraciones tanto de TPP
como el tiempo de agitacion y de esta manera se midieron los pH, una vez determinados
estos, se realiz6 un segundo disefio donde ademas de variar las concentraciones de TPP y
tiempo de agitacion también se variaron las concentraciones de PF-68, para determinar si
era un factor que podia influir en la formulacion.

Se obtuvieron tanto en los disefios de experimentos como en la optimizacion
nanosuspensiones transparentes y sin presencia de ningun precipitado o aglomerado (Figura
14) entendiendo como nanosuspension que es una dispersion compuesta de dos fases: la
continua o externa que suele ser liquido normalmente acuoso en este caso la solucion de
acido acético al 1 % y la fase dispersa o interna constituida por el principio activo en tamafios
menores a 500 nm (Herrera,J.2017), que en la formulacién la representa la encapsulacion
de GSH con TPP, Quitosan y PF-68. En comparacion con las particulas de grado micrénico,
las nanoparticulas tienen una gran movilidad debido a su pequefio tamafio y pueden ingresar
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facilmente a las células para acumularse en el sitio de la lesion. Por lo tanto, la tasa de
absorcion celular es alta. (Gupta, S.2016)

Figura 14 Sistemas inyectables 6ptimos

Las NP de quitosano al ser portadoras de farmacos con un amplio potencial de desarrollo,
tienen la ventaja de la liberacion lenta o controlada del farmaco, lo que mejora la solubilidad
y la estabilidad del mismo, aumentando asi la eficacia y reduciendo la toxicidad. (Gupta,
S.2016). En la actualidad, generalmente se cree que el quitosano es un polimero no toxico,
asi como un material seguro para el suministro de farmacos. Sin embargo, con el aumento
de la densidad de carga, la toxicidad del quitosano se fortalecera en consecuencia. (Ken,
T.2010)

El método de obtencion de NP que se utilizo fue la gelacion ionica Figura 15 en donde la
formacion de NP se basa en la interaccidn electrostatica entre los grupos amino del quitosano
y los grupos de polianiones cargados negativamente, en este caso el TPP. El método implica
la disolucién del quitosano en acido acético seguido de la adicion de un estabilizador que en
este caso se utilizé el PF-68. EIl quitosano es soluble en la mayoria de los &cidos diluidos.
En condiciones &cidas, el quitosano se puede conferir cargas positivas, gelificacion y
propiedades de formacion de membrana. (Jin, M.2008)
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Esta técnica se ha utilizado para producir NP de quitosano en donde se observé que el TPP
es parte fundamental, esto debido a la interaccién de quitosano y TPP, en donde las
particulas con carga opuesta pueden controlarse mediante el pH de solucion. (Wang,
J.2011). EI TPP es un agente muy utilizado, cuando se agrega continuamente a una solucion
acuosa de quitosano con agitacion constante a una temperatura moderada, dos
componentes con cargas opuestas se combinaran para formar las NP. (Amidi, M.2010).

Los sistemas de NP obtenidos se sometieron a diferentes pruebas para determinar sus
condiciones, los cuales se mencionan a continuacion.

7.1 pH

Para determinar el pH de la formulacién se realizaron pruebas en diferentes medios para
poder obtener un pH similar al fisioléogico, que este se encuentra entre 7.3 -7.4
aproximadamente, debido a que tener una presion osmética similar a la de los liquidos con
los que la formulacién entra en contacto, evita fendmenos como la hemolisis o la plasmalisis,
asimismo, si la formulacion no es isotdnica suele ser dolorosa y puede afectar a la
concentracion de farmaco (Garreta, J.2016), para ello se hicieron pruebas con los siguientes
medios: PBS,SSF,BAc,BAc-SSF y Agua ajustada con NaOH, los cuales al ser expuestos a
los sistemas de NP, de pH 4 aproximadamente disminuian significativamente su valor como
se muestra en la Tabla 8 ,en ningin medio se observo aglomeracion de los excipientes, y
debido a la disminucion del pH se ajusté el BAc-SSF para poder llegar al valor de pH
deseado.

Tabla 8 Medios de dilucién para los sistemas inyectables

pH inicial 7.36 7.3 7.38 8.72 7.4
1 4.60 3.42 6.22 7.32 4.04
2 4.63 3.42 6.21 7.34 3.54
3 4.64 3.43 6.22 7.36 3.59
4 4.62 3.42 6.22 7.30 3.55
5 4.61 3.38 6.22 7.31 3.56
6 4.56 3.41 6.23 7.32 3.56
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El BAc-SSF se realizé debido a las propiedades de la SSF, la cual también se denomina
suero fisiolégico o solucion salina normal, es una solucion estéril de cloruro de sodio diluida
al 0,9% en agua. La concentracion de sal del suero es similar a la de los fluidos de nuestro
organismo. Por eso se considera como una sustancia isoténica y su uso no provoca dafios
como irritacion, picores o posibles alergias, a cual no tiene contraindicaciones y no
interacciona con ningun medicamento. (Garreta, J.2016)

Para determinar la concentracion del BAc-SSF se realizaron diferentes concentraciones de
acetato de sodio, en el primer disefio de experimentos Tabla 9, en donde la mejor
concentracion es al 13 % presentando los mejores valores de pH, las concentraciones se
determinaron debido a ciertos soluciones de referencia , que ya existen en el mercado como:
Acetato soédico 1M FRESENIUS KABI (solucion inyectable) que tiene una concentracion de
acetato de sodio de 13.6, tomando como referencia este porcentaje al exponerse a los
sistemas de NP sobrepasa el valor de pH que se deseaba y a concentraciones menores al
12% los valores quedaban por debajo del valor de pH fisiolégico, por esta razén se hicieron
pruebas determinando cuatro concentraciones: 10%,12%,13% y 13.6%.

Tabla 9 pH de las soluciones inyectables en relacion al porcentaje de acetato de
sodio en dilucion 1:50

pH inicial 8.72 8.86 8.68 8.76
1 7.32 7.37 7.37 7.46
2 7.29 7.34 7.36 7.44
3 7.31 7.37 7.38 7.42
4 7.29 7.36 7.36 7.41 .
5 7.29 7.34 7.36 7.42 E;
6 7.28 7.36 7.37 7.43 =

S

Las formulaciones del segundo disefio de experimentos de NP se sometieron al BAc-SSF
obteniendo en la mayoria de las formulaciones valores de pH dentro del rango deseado 7.3-
7.4 (Tabla 10). En estudios se ha demostrado que las NP de quitosano se caracterizan por
la sensibilidad al pH y la termosensibilidad. (Pan, A.2009)
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Tabla 10 pH del inyectable en dilucién 1:50 en buffer de
acetatos con solucion salina

1 7.32 7 7.30

2 7.30 8 7.31

3 7.30 9 7.29

4 7.32 10 7.29 .

5 7.31 11 7.28 EE

6 7.30 12 7.32 :
Sema?

7.2 Porcentaje de encapsulamiento

El porcentaje de encapsulamiento nos da a conocer el porcentaje de la concentracion del
principio activo que fue cargado. La mayoria de las investigaciones detalladas, enfatiza en la
posibilidad de encapsulamiento que presentan las NP de quitosano y en la posibilidad de
utilizar agentes modificantes que ayudan a estabilizar a las suspensiones. (Achig, B.2019).
La siguiente ecuacion permite determinar la eficiencia de encapsulamiento del principio
activo.

Ci—Cf

% EE = — x 100

Determinacion del porcentaje de eficiencia de encapsulamiento

Donde:

%EE = Porcentaje de encapsulacion

Ci = Concentracion antes del proceso de encapsulacion

Cf = Concentracion después del proceso de encapsulacién (Moron, G.2018)

El procedimiento utilizado se describe en el Diagrama 3 de porcentaje de encapsulamiento
en donde se obtuvieron resultados del segundo disefio de experimentos donde se sometieron
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las 12 muestras a la prueba, obteniendo las absorbancias que se muestran en la Tabla 11
en donde se determina el contenido GSH en las NP poliméricas de quitosano mediante el
analisis del grupo tiol (- SH) que su estructura presenta mediante el método de Ellman. Este
método se basa en la reaccion de los grupos tioles con el DTNB, el subproducto de esta
reaccion es el dianion amarillo del TNB Figura 16, la absorbancia de este subproducto se
cuantifica por espectrofotometria UV-visible. (Moron, G.2018), ésta es una técnica analitica
gue permite determinar la concentracién de un compuesto en solucion. Se basa en que las
moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz
absorbida depende de forma lineal de la concentracién. Para hacer este tipo de medidas se
emplea un espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz
gue pasa por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma (Diaz, A.2009),
en dicho método se leyeron las muestras a una longitud de onda de 405 nm.

=%

¥~
-
%
..—;l :
.\/
,‘.
53

Figura 16 Reaccién de Ellman

Tabla 11 Absorbancias de porcentaje de encapsulamiento en sistemas inyectables

0.805 0.766 0.624 0.899 0.937 0.851
0.821 0.748 0.902 0.851 0.938 0.860
0.823 0.738 0.879 0.791 0.926 0.899

0.839

0.797

0.768

0.831

0.850

0.833

AT R A

0.754

0.748

0.772

0.781

0.802

0.819

ISRAEL TiNOCO IAGUNAS



RESUTADOS Y ﬂl!ﬂl.'SlS_

Se realiz6 previamente una curva de calibracion la cual establece una ecuacion de la recta
para el calculo de la concentracion del analito, es decir, el GSH. Es una representacion
gréfica de la relacién entre la sefial instrumental y la concentracion de un analito. (Moron,
G.2018)

A partir de los resultados de absorbancia de las distintas formulaciones, se determiné la
concentracion de GSH mediante la curva de calibracion que se desarrolld. Una vez obtenida
la concentracion de GSH se procedio a aplicar la ecuacion para determinar el porcentaje de
encapsulamiento, como se muestra a continuacion:

Ecuacion de la recta y= 0.0012x + 0.0053

253.2 mg GSH(peso real)x1 mol GSH

Sist 1= = 16.4779 1 GSH
istema 0.05 Lx 307.32 mg(Peso molecular GSH mg) fmo
Sustituyendo en la ecuacion de la recta
0.805 —0.0053 666.45 um
X = = = 0.6664 mmol

0.0012 1000
16.4779 mmol — 0.6664 mmmol = 15.8115 mmol

Porcentaje de encapsulamiento

15.8115

= 0
164779 x100 = 95.9557 %

Tabla 12 Porcentajes de encapsulamiento de sistemas inyectables

95.95 96.20 96.84 95.48 95.27 95.67
95.87 96.29 95.43 95.72 95.27 95.62
95.86 96.34 95.54 96.03 95.33 95.42

95.54 95.89 95.91 96.06 95.98 9595 =
95.73 96.00 96.16 95.79 95.78 95.77 E"
96.16 96.25 96.14 96.05 96.02 95.84
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Dado que el quitosano es soluble en soluciones acidas con un pH menor a 6.5, en el
procedimiento el medio utilizado es el DMSO con un pH entre 6-8, el tratamiento de la
muestra coincide en la precipitacion de las NP de GSH y su centrifugacién, para obtener un
sobrenadante donde exista la porcion libre no encapsulada del GSH. Conociendo la cantidad
de GSH libre y el total, se realizan célculos que dan finalmente como resultado el valor de
porcentaje de encapsulacion. (Morén, G.2018)

De acuerdo con lo anteriormente planteado en el disefio de experimentos se obtuvieron
porcentajes de encapsulacion, los cuales se describen en la Tabla 12 cada sistema se evaluo
por triplicado, donde se presentan valores altos, todos superiores al 95%.

Como se puede observar en el diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de
encapsulamiento (Diagrama 5)las variables representan: A al TPP, B el tiempo de agitacion,
C el PF-68,AC es el efecto de la combinacion de TPP-PF-68, BC el efecto de la combinacion
de tiempo de agitacion y PF-68 y AB el efecto de la combinacion de TPP y tiempo de
agitacion, Los signos + y — representan si tienen un efecto positivo o negativo, donde la
mayoria de las variables no son significativas para el porcentaje de encapsulamiento a
diferencia del TPP con un efecto positivo, y la combinaciéon de TPP con PF-68 con un efecto
negativo.

A pesar de que el TPP tiene un buen efecto en la formulacién, la fuerza idnica del medio
puede influir sobre el hinchamiento de las particulas, ya que la presencia de Na en el medio
interactia ibnicamente con los O del TPP (Rodriguez, N.2010), esto pude hacer que el PF-
68 no pueda cumpla su papel como estabilizador en las NP y afectando de esta manera el
encapsulamiento.

N +
N -
AC

BC

AB

0.5 1 15 2 2.5 3
Efecto estandarizado
Diagrama 5 Diagrama de Pareto estandarizado para porcentaje de encapsulamiento

(@3

En la Gréfica 1 se indica que a mayor concentracion de TPP y PF-68 aumenta el porcentaje
de encapsulamiento, el TPP al ser una variable que influye en el porcentaje de
encapsulamiento se puede observar en la grafica que el efecto no es lineal lo que quiere
decir que en algun punto se mantendra en un determinado porcentaje y ya no exista aumento
en dicho parametro, por otro lado la concentracién de Pluronic F-68 y el tiempo de agitaciéon
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si se demuestra que en el aumento de estos parametros aumenta el porcentaje de
encapsulamiento.

o [ ]
2 C ]
.Q = 4
e - 4
s 959 -
> - 4
) L 4
Q.
@ B / -
(&) - 4
& 958 -
ot B i
2 B ]
2 C ]
]
2 95.7 ]
Q
3] B ]
5 B ]
g B ]

95.6 & .

0.025 0.05 30.0 60.0 0.55 1.0
TPP Tiempo PF-68

Grafica 1 Efectos principales para porcentaje de encapsulamiento

7.3 Porcentaje de hemolisis

En la formulacion de inyectables se debe tomar en cuenta que las soluciones sean isotonicas,
ya que como se mencion6 anteriormente puede producir hemdlisis y esto puede llegar a
causar problemas. La inyeccién intravenosa de quitosano excesivo puede causar la muerte
debido a la coagulacién de la sangre. (Ken, T.2010) en esta prueba se debe tomar en cuenta
desde la preformulacién hasta el control de calidad y en este caso hasta la formulacion, con
el fin de elegir los excipientes adecuados.

Para poder estimar la capacidad de hemodlisis provocada por la nanosuspension de
nanoparticulas en estudio, se utilizé el procedimiento descrito en el Diagrama 4
(Procedimiento de porcentaje de hemdlisis), sometiendo las 12 formulaciones del segundo
disefio, asi como también la elaboracién de los controles negativo y positivo Figura 17, en
donde las 12 formulaciones se realizaron por triplicado y se obtuvieron las absorbancias que
se muestran en la Tabla 13. Para determinar el porcentaje de hemdlisis se utiliza la siguiente
ecuacion:

. At — As
% Hembolisis = TXIOO

Donde:
At: Absorbancia del sobrenadante obtenido de la muestra prueba(inyectable)

As: Absorbancia del sobrenadante obtenido de la SSF (-)
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Ac: Absorbancia del sobrenadante obtenida de hemoglobina de la lisis completa de las

células (+)

Tabla 13 Absorbancias obtenidas por triplicado de las 12 formulaciones en estudio
para calcular el porcentaje de hemoélisis en los sistemas inyectables.

0.044 0.043 0.044 0.041 0.041 0.046
0.042 0.042 0.041 0.041 0.040 0.040
0.041 0.043 0.042 0.041 0.040 0.041

0.046 0.041 0.046 0.040 0.041 0.041
0.048 0.041 0.039 0.049 0.040 0.040 ::
0.041 0.042 0.040 0.040 0.040 0.041

et

Como se muestra en el procedimiento, para el control negativo se utiliz6 SSF con un pH
inicial de 7.4, en ese medio los eritrocitos no sufren hemdlisis debido a que las condiciones
en las cuales se encuentran son similares a la sangre.

Por otro lado, en el control positivo se necesita que exista una ruptura total de los eritrocitos
al 100 %, esto debido a que la hemoglobina contenida en las células sea liberada por
completo y se pueda determinar la hemdlisis completa, para esta prueba se utilizé solucién
de tritébn al 1 %, el cual es un tensoactivo no idnico de polioxietileno que se usa con mayor
frecuencia como componente de tampones de lisis celular u otras soluciones destinadas a
extraer y solubilizar proteinas. (Thermo Fisher Scientific Inc.,2020). Esta solucion es similar
al detergente, pero a diferencia de que es menos viscoso, por lo tanto, mas facil de pipetear
y dispensar con precisién. Por su actividad tensoactiva, ésta al producir un cambio en la
tension superficial de la membrana del glébulo rojo produce la ruptura de las membranas y
por consecuencia la liberacién de hemoglobina. (Pifia, S.2008)
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Tabla 14 Absorbancias de control de
porcentaje de hemolisis en sistemas
inyectables

Figura 17 Control
positivo y negativo de
prueba de hemolisis

At—-As %100
Ac

% Hemolisis =

0.044—-0.039

5530 x100 = 0.6024 %

Sistema 1 =

Al utilizar dentro de la formulacion BAc-SSF, se determind en investigaciones que al
contener cloruro de sodio en la formulacion (0.9%) la hemdalisis se obtiene en niveles minimos
permitiendo tener una isotonicidad considerable y por lo tanto porcentajes de hemdlisis bajos.
Un porcentaje de hemodlisis inferior al 2 % es considerado no-hemolitico, considerando el
valor del 100 % para la cantidad total de hemoglobina presente en los eritrocitos afiadidos.
(ENAC.2020). En la Tabla 15 se muestran los porcentajes de hemolisis obtenidos, los cuales
son menores al 2% por lo tanto en ningln sistema se presenta hemoalisis.

Figura 18 Prueba de hemdlisis (Sistemas 1-6)
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Figura 19 Prueba de hemdlisis (Sistemas 7-12)

Tabla 15 Porcentaje de hemdlisis en sistemas inyectables

0.6024 0.4819 0.6024 0.2409 0.2409 0.8433

0.3614 0.3614 0.2409 0.2409 0.1204 0.1204

0.2409 0.4819 0.3614 0.2409 0.1204 0.2409

0.8433 0.2409 0.8433 0.1204 0.2409 0.2409 .

1.0843 0.2409 0 1.2048 0.1204 0.1204 E

0.2409 0.3614 0.1204 0.1204 0.1204 0.2409 E
S

En el Diagrama 6 se observan los efectos estandarizados para porcentaje de hemdlisis las
variables representan: A al TPP, B el tiempo de agitacion, C el PF-68, AB el efecto combinado
de TPP con tiempo de agitacién, AC el efecto combinado de TPP y PF-68, BC el efecto
combinado de tiempo de agitacion y PF-68 y AA. Los signos + y — representan si tiene un
efecto positivo o negativo en el porcentaje de hemdlisis, donde se puede ver que el TPP es
de las variables que mas se acerca al porcentaje permitido, el cual es del 2% pero de igual
forma no es significativa por lo tanto no influye este parametro en el espacio de disefio
establecido.
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Efecto estandarizado

Diagrama 6 Diagrama de Pareto estandarizado para porcentaje de hemolisis

En la Gréfica 2 se indica que a mayor cantidad de TPP aumenta minimamente el porcentaje
de hemdlisis, mientras que el tamafo de particula y la concentracion de PF-68 no se ven en
gran medida afectados, esto se puede observar debido a que su linea es casi horizontal, lo
cual nos indica que el valor de la pendiente se acerca a 0 por lo tanto no influye en el
porcentaje de hemolisis.

0.47
0.43
0.39
0.35
0.31
0.27

Porcentaje de hemodlisis

0.23

0.025 0.05 30.0 60.0 0.55 1.0

TPP Tiempo PF-68

Gréfica 2 Efectos principales para porcentaje de hemdlisis

7.4 Tamafo de particula

Como ya se mencioné anteriormente al desarrollar una nanosuspension se espera que el
tamafio de particula sea menor a 500 nm. Para determinar los tamafios de particula de los
distintos sistemas se utilizo el Zetaziser, el cual utiliza la técnica de dispersién dinamica de
la luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering), sirve para medir el tamafio de particula en
el rango submicrénico. DLS mide la velocidad del movimiento browniano y lo relaciona con
el tamanfo de la particula EI movimiento browniano es un movimiento al azar de las particulas
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debido al “golpeteo” de las moléculas del solvente alrededor de ellas. Entonces, esta
determinacidon puede realizarse sobre particulas en suspension liquida. A mayor tamafo,
menor movimiento. (Morilla, M.2018)

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos de tamafios de particula de los 12
sistemas por triplicado, dando como resultado en la mayoria de los sistemas tamafios
aceptables menores a 500 nm, a excepcién de los sistemas 1, 4y 7, donde se puede atribuir
el incremento del tamafio de particula al procedimiento por parte del formulador ya que si en
los sistemas el goteo se realiz6 a una velocidad mayor puede existir una aglomeracién por
parte de los excipientes, u otro factor por el que se podria influenciar, como se menciond6 en
porcentaje de encapsulamiento, es la fuerza idnica del medio, que puede influir sobre el
hinchamiento de las particulas, ya que la presencia de Na en el medio interactla ibnicamente
con los O del TPP, de igual forma el Cl va a interactuar con la amina protonada del quitosan.
Por lo tanto, estos iones competirian por el TPP y quitosan, debilitando las interacciones
entre el quitosan y el TPP, lo que se traduce en una disminucién del entrecruzamiento y por
lo tanto la apariciébn del hinchamiento, debido a que se produciria un aumento en la
separacion de las cadenas del quitosano. (Rodriguez, N.2010)

Tabla 16 Tamafios de particula en sistemas inyectables

Sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TPP 0.05 0.05 | 0.0375 | 0.0375 | 0.025 | 0.025 | 0.05 0.05 | 0.0375 | 0.0375 | 0.025 | 0.025
PF-68 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 1 1 1 1 1 1
Tiempo(min) | 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

Tamafos de | 657.2 101.1 | 184.9 2055 65.13 | 76.44 | 1272 75.28 | 65.74 126.3 69.92 | 153.6
particula

(nm)

486.85 | 105.5 | 173.15 | 1205.46 | 64.18 | 34.84 | 435,53 | 71.61 | 63.55 | 117.72 | 68.83 | 150.29

Frovpurpigieg

827.54 | 221.3 | 196.64 | 2904.53 | 189.3 | 99.57 | 2108.46 | 78.94 | 67.92 | 134.87 | 71.00 | 156.90

L

En el diagrama de pareto estandarizado para tamafo de particula ( Diagrama 7), las
variables representan A al TPP, B el tiempo de agitacién, C el PF-68, AB la combinacion de
efectos entre TPP y tiempo de agitacion, AC la combinacion de efectos entre TPP y PF-68.
Los signos + y — representan si tiene efecto negativo o positivo en el tamafio de particula,
pero ninguno de los efectos es significativo ya que sus cambios son minimos.
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Diagrama 7 Diagrama de Pareto estandarizado para tamafio de particula

En la Grafica 3 se muestra que el tiempo de agitacion no influye en el tamafio de particula al
permanecer casi constantes a cualquier tiempo mientras que a mayor concentracion de TPP
incrementa el tamafo de particula a diferencia del PF-68 en el cual a mayor concentracion
el tamafio de particula disminuye.

690

590

490

\

390

Tamafio de particula

290

190

0.025 0.05 30.0 60.0 0.55 1.0

TPP Tiempo PF-68
Grafica 3 Efectos principales para tamafio de particula

En la grafica de superficie de respuesta (Gréfica 4)se muestran las variables estudiadas,
donde se mide la optimizacion de los sistemas (disminuir el tamafio de particula, obtener el
méaximo porcentaje de encapsulamiento y el minimo porcentaje de hemdlisis) donde para el
TPP se necesita utilizar la minima concentracion y del PF-68 una concentracion intermedia,
en este caso se determind que la cantidad a utilizar deberia ser 0.775, el tiempo de agitacion
minimo (30 min) ya que este no afecta en gran medida las respuestas, este tipo de graficas
nos permite obtener un panorama de los factores en conjunto y como sus variaciones
influyen en la respuesta. (Herrera, J.2017)
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Pluronic FEB=0.775

Deseabilidad
Lo R
[ -]

Tripolifosfato

45 59 30°

(X0.001)

Tiempo de agitacion

Gréafica 4 Superficie de respuesta estimada

7.5 Optimizacion de sistemas inyectables

Se realizaron dos disefios de experimentos y posteriormente la optimizacion de los mismos,
en el primer disefio se variaron las concentraciones de TPP (0.05, 0.0375 y 0.025), asi como
su tiempo de agitacién (30 y 60 min), donde se obtuvieron buenos resultados de pH, para
verificar si tampoco el PF-68 afectaba en los resultados se realizé el segundo disefio de
experimentos en donde ademas de TPP y tiempo de agitacion también se varid la
concentracion de PF-68 (0.5 y 1), en este disefio ademas de pH se estudiaron las demas
variables a evaluar como son:. porcentaje de encapsulamiento, tamafio de particula y
porcentaje de hemadlisis.

Los valores de los sistemas optimizados se obtuvieron a partir de los resultados de los
disefios anteriores, donde se puede observar que a la minima concentracién de TPP la
formulacién funcionaba adecuadamente, por lo cual se manejo la concentracion de 0.025 en
las primeras 3 formulaciones y en el cuarto una concentracion de 0.05 como concentracion
maxima para poder comparar con los sistemas anteriores, en el caso del PF-68 en el
segundo disefio de experimentos se determin6 que la concentracion conveniente a utilizar
es una intermedia entre las concentraciones proporcionadas, la cual es de 0.075, en cuanto
al tiempo de agitacion se determiné que el mejor tiempo de agitacién son 30 minutos y de
igual forma que con el TPP se determinaron un valor maximo (60 min) y un valor intermedio
(45 min) para poder comparar los resultados de la optimizacion.
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En las pruebas de optimizacion de pH, en las diferentes formulaciones los cuatro sistemas
evaluados quedaron en el rango deseado, (Tabla 14), debido a este parametro cualquiera

de las cuatro formulaciones es aceptable en referencia al pH.

Tabla 17 pH en sistemas inyectables
optimizados

1 7.32
2 7.30
3 7.31 :E
4 7.33 :

Como se observa en la Tabla 18, para las formulaciones optimizadas, de la misma forma se
obtuvieron las absorbancias para determinar su respectivo porcentaje de encapsulamiento.

prerpr e

abla 18 Absorbancias de porcentaje de encapsula S
ectables op ado

1.366 1.339 1.339 1.361

1.355 1.349 1.340 1.345

1.285 1.337 1.331 1.344

¢

Teniendo las condiciones Optimas en referencia al porcentaje de encapsulamiento éste
mejoro en las formulaciones obteniendo valores mayores al 98%. Grafica 5 donde se nota
que las 4 formulaciones realizadas tienen buenos porcentajes de encapsulamiento y no
existe gran diferencia. Aqui se puede ver una mejora en el porcentaje de encapsulacién en
comparacion con el segundo disefio de experimentos. Este aspecto como ya se mencioné
en el porcentaje de encapsulamiento puede deberse al hinchamiento de las particulas en
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este caso al tener las cantidades O6ptimas en la formulacion se obtuvieron mejores
porcentajes de encapsulamiento.

Tabla 19 Porcentaje de encapsulamiento
en sistemas inyectables optimizados

98.8567 | 98.8625 | 98.8589 | 98.8450

98.8658 | 98.8539 | 98.8583 | 98.8585 5

98.9245 | 98.8644 | 98.8657 | 98.859
S

98.94

98.92

98.9

98.88

98.86

Porcentaje de encapsulamiento

98.84

Grafica 5 Dispersién de optimizacion(porcentaje de
encapsulamiento)

2 3

Formulacion

Para la optimizacién de porcentaje de hemodlisis se sometieron los cuatro sistemas a la

prueba, y de la misma forma se obtuvieron de cada sistema por triplicado las absorbancias,

(Tabla 20) tanto de los sistemas como sus respectivos controles negativo y positivo. (Tabla

21)

Tabla 20 Absorbancias de porcentaje de hemalisis en sistemas inyectables
optimizados
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Tabla 21 Absorbancias de control de porcentaje
de hemdlisis optimizados en sistemas
inyectables

0.242 0.043
0.250 0.043
0.260 0.043 :::
X=0.250 X=10.043 :
St

Al realizar el porcentaje de hemdlisis de los sistemas, todos presentaron un porcentaje menor
al 2%, entrando en el rango permitido, (Tabla 22) incluso en la optimizacién teniendo lecturas
sin diferencia de los controles y teniendo un porcentaje nulo de hemodlisis, lo que de igual
forma que en el segundo disefio, ningun sistema presenta hemdlisis, por lo tanto los cuatro
sistemas son funcionales, a diferencia de los primeros tres sistemas el porcentaje del cuarto
sistema es mayor(Grafica 6), esto se puede atribuir a la cantidad mayor de TPP que tiene
las formulacion.

1.2} .
b
abla Porcentaje de hemo s 5 1
£
ema ectables op ado T 0.8f .
3
2 0.6}
E
0 0.4 0 0.8 ° 0.4f . .
: o
0 0 0 12 |: 02r
X (1] 3 » . .
0.4 0.4 0 1.2 1 2 3 4

Grafica 6 Dispersién de optimizacion(porcentaje

de hemdlisis)
Al determinar el tamafio de particula de los 4 sistemas por triplicado (tabla 23) los primeros
tres sistemas presentan buenos tamarfos de particula siendo estos menores a 500 nm, a
pesar que los tres sistemas son efectivos en el tamafio de particula los tamafios del primer
sistema son mas semejantes entre sus respectivas lecturas a comparacion de los sistemas
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2y 3,(Grafica 7) y por otro lado los tamafios de particula del cuarto sistema supera los 500
nm, como se menciond anteriormente en el tamafio de particula a mayor cantidad de TPP
aumenta el tamafio de particula.

Tabla 23 Tamafo de particula de sistemas

optimizados 1000
£ [ .
Sistema 1 2 3 4 -E 800k
E] [ :
[8) L
TPP 0.025 | 0.025 |0.025 | 0.05 F: 600 .
o} L
PF-68 0.775|0.775 | 0.775 |0.775 § 400:— '
e » -
w L
Tiempo(min) | 30 45 60 60 € 200p . .
- L . .
Tamaros de | 132.6 | 184.78 | 433.84 | 563.2 o p > 3 2
particula :
158.9 | 83.22 | 300.5 |741.84: Formulacién
= Gréafica 7 Dispersion de optimizacion
= (tamafio de particula)
106.3 | 286.3 | 303.1 | 920.5
Son®
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CONCIUSIONES

e investigaron las caracteristicas y funciones de los excipientes utilizados en
las formulaciones, asi como efecto al combinarse en las mismas, asi como
los procedimientos y métodos que se deben aplicar a una formulacion
parenteral.

A partir del disefio de experimentos y de optimizacion se desarrollaron diversas
formulaciones, desarrollando NP por el método de gelacién idnica, variando la concentracion
de sus excipientes para medir aspectos como pH, porcentaje de encapsulamiento,
porcentaje de hemdlisis y tamafio de particula, las cuales cumplen con los criterios de
calidad, que deben tener las formulaciones parenterales.

Las concentraciones de las formulaciones fueron obtenidas de los disefios de experimentos
previos, donde se manejaron diferentes valores para llegar a la optimizacion los cuales
fueron: TPP (0.025, 0.0375 y 0.5), PF-68 (0.5, 0.075y 1) y tiempo de agitacion (30, 45y 60
minutos). Como formulacién final se obtuvo una nanosuspension transparente, la cual no
presenta ningun tipo de precipitado o aglomerado, con la siguiente cantidad de excipientes:
0.025 g TPP, 0.775 PF-68, 0.165 g de quitosan y 0.5 g de GSH realizando el sistema de
nanoparticulas a un tiempo de 30 minutos y llevandolo a una dilucion en BAc-SSF 1:50.
Tanto en el segundo disefio como en la optimizacién se obtuvieron valores aceptables de
pH, los cuales entran dentro del rango aceptado (7.3-7.4) para ser una formulacion funcional
al tener un pH similar al fisiolégico.
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Evaluando el porcentaje de encapsulamiento, se obtuvieron porcentajes superiores al 95%
en el segundo disefio experimental, los cuales mejoraron al momento de obtener los valores
optimizados de los excipientes debido a diferentes propiedades de los mismos, obteniendo
porcentajes superiores al 98%.

Como criterio de las formulaciones parenterales, estas deben cumplir con la isotonicidad, en
donde al realizar la prueba de porcentaje de hemdlisis ninguna formulacién presento
porcentajes mayores al permitido, manteniéndose todos menores al 2 %.

Los tamafios de particula en las diferentes formulaciones variaron debido a las condiciones
gue fueron expuestas, determinando como mejores, las formulaciones que presentaron
tamafnos de particula menores a 500 nm ya que estos ayudan en la absorcién al momento
de ser administradas.

Como parte de la optimizacion se eligié la formulacion 1 debido a que ésta presenta valores
aceptables de los parametros evaluados, y a diferencia de las formulaciones 2 y 3 en las
cuales sus valores son muy similares obtiene los resultados en un menor tiempo de agitacién
lo cual es mas conveniente al momento de formular.
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PERSPESTIVAS

ealizar conteo de particulas subvisibles para verificar la ausencia de

estas en la formulacion.

© Llevar a cabo pruebas de estabilidad de la formulacion para evaluar a que condiciones
puede estar expuesto, como temperatura, luz o humedad y que tiempo de vida tiene
la formulacion.

© Realizar la prueba de hemdlisis en sangre animal para verificar si la formulacién puede
servir para uso veterinario.

© Hacer estudios in vivo en un modelo animal para evaluar la eficacia de la formulacion
obteniday asi poder verificar la biodisponibilidad de la misma y/o reacciones adversas.

© Escalar la formulacién para llegar a obtener un registro sanitario de la formulacion.
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