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RESUMEN

Las nanoparticulas poliméricas (NPs) han tenido gran relevancia durante los Gltimos afios en
la innovacion de los sistemas de liberacidn de farmacos, debido a la variedad de ventajas que
estas ofrecen, siendo de interés sobre todo para tratamientos de enfermedades crénicas, tal
es el caso de la diabetes mellitus que se ha convertido en un problema de salud a nivel
mundial. En el presente trabajo se obtuvo y caracteriz6 un nanosistema polimérico
biodegradable cargado de una nueva molécula con accién farmacologica antidiabética
nombrada ATAC, la cual es un andlogo tetrazol del &cido clofibrico, debido a su baja
solubilidad acuosa y pobre biodisponibilidad oral se busca mejorar sus propiedades de
solubilidad y permeabilidad mediante la incorporacion a NPs poliméricas de policaprolactona
(PCL), un polimero biocompatible y biodegradable aprobado por la FDA para aplicaciones
biomédicas y para el uso de liberacion de farmacos de manera prolongada gracias a su lenta
degradacion.

Para comenzar la fabricacidbn de nanoparticulas (NPs) se implementé el método de
nanoprecipitacion y mediante pruebas de solubilidad en diferentes disolventes organicos se
selecciond la acetona para disolver ATAC y el polimero (PCL), mientras que para disolver el
estabilizante alcohol polivinilico (PVA) se utilizé agua, debido a que mostraron ser los mejores
disolventes para estos materiales y Utiles para llevar a cabo el proceso; Posteriormente se
realizé un disefio exploratorio de cribado el cual incluyé 3 factores (X1, X2, X3) que se
consideran afectan las caracteristicas deseadas del nanosistema, con base a la literatura se
eligid; la concentracién del polimero (PCL), del estabilizante (PVA) y la concentracion de

ATAC, explorando 2 niveles en cada factor.

Fueron fabricados 9 lotes de NPs mediante el método de nanoprecipitacion, con las
condiciones de la matriz experimental obtenida por el programa estadistico StatGraphics
Centurion XVI. Estas fueron caracterizadas en tamafo promedio (Y1), potencial Z (Y2) y
eficiencia de encapsulacion (Y3). Los resultados sirvieron para optimizar la formulacion con
los objetivos de la talla mas pequefia posible, el mayor potencial Z y la mejor eficiencia de
encapsulacion (EE%). Las NPs optimizadas se fabricaron por triplicado (L1, L2, L3) asi como
NPs sin carga de ATAC. Se evaluaron nuevamente las variables de respuesta (Y1, Y2, Y3)
para asegurar el modelo del disefio. Las NPs optimizadas se caracterizaron por capacidad de
carga (%CC), indice de polidispersion (PDI), morfologia, asi como el estado cristalino por

Difraccion de Rayos X (DRX), la interaccion de componentes por Calorimetria Diferencial de

VI



Barrido (DSC) e Infrarrojo (IR), asi mismo se implementaron estudios in vitro de liberacién y
de permeabilidad a pH’s fisioldgicos.

Por otro lado, se implementé y modific6 un método cromatografico de cuantificacion para
ATAC por HPLC para los fines deseados en el proyecto. El método analitico implementado
fue lineal (r>= 0.9998), preciso (CV=1.88 %) y exacto (CV= 2.78%) con recobro del 101.43 +
2.82%.

Las NPs optimizadas se formularon bajo las siguientes condiciones; PCL 14.94 mg/mL, PVA
10 mg/mly ATAC 26.49 mg, con rendimiento de 63.67 = 4.16 %. Estas mostraron un tamafio
promedio de 359.63 + 7.27 nm, un potencial Z de -10.23 £ 0.49 mV, un IPD de 0.36 £ 0.15 y
una EE% de 62.60 + 3.48%.

De acuerdo con los resultados de IR se observd que no se generaron interacciones
significativas entre los componentes y que ATAC se encuentra molecularmente disperso en
las NPs ya que se pudo detectar una pequefia sefial caracteristica de este en los sistemas.
Los estudios de DRX y DSC evidenciaron que ATAC se encuentra en estado amorfo al
incorporarse a las NPs, esto debido a que en el difractograma y termograma de NPs con

ATAC no se observan las sefiales caracteristicas de este.

Los perfiles de liberacion muestran que las NPs liberaron mas del 90% de ATAC en
aproximadamente 8 horas considerandose como una liberacidon prolongada, mientras que
ATAC no encapsulado solo libera el 45%. En los estudios de permeabilidad las NPs de ATAC

permearon en mayor porcentaje comparadas con ATAC libre en un 30%.

En conclusioén, se logré desarrollar, caracterizar y evaluar NPs esféricas biodegradables de
PCL, encapsulando ATAC para administrarse por via oral con resultados aceptables y buena
reproducibilidad.



ABSTRACT

Polymeric nanopatrticles (PNs) have had great relevance in recent years in the innovation of
drug delivery systems, due to the variety of advantages they offer, being of interest including
all treatments of chronic diseases, such is the case of diabetes mellitus that has become a
worldwide health problem. In the present work, a biodegradable polymeric nanosystem is
loaded with a new molecule with antidiabetic pharmacological action named ATAC, which is a
tetrazole analog of clofibric acid, was obtained and characterized. Due to its low aqueous
solubility and poor oral bioavailability, it seeks to improve its properties of Solubility and
permeability through incorporation into polymer PNs of Polycaprolactone (PCL), a
biocompatible and biodegradable polymer approved by the FDA for biomedical applications
and use of drug release in a prolonged manner thanks to its slow degradation. To begin the
manufacture of nanoparticles (PNs), the nanoprecipitation method was implemented and, by
means of solubility tests in different organic solvents, acetone was selected to dissolve ATAC
and the polymer (PCL), while to dissolve the stabilizer polyvinyl alcohol (PVA), it used water,
because they proved to be the best solvents for these materials and useful for carrying out the
process; Subsequently, an exploratory screening design was carried out, which included 3
factors (X1, X2, X3) that are considered to affect the desired characteristics of the nanosystem.
Based on the literature, it was chosen; the concentration of the polymer (PCL), the stabilizer

(PVA) and the concentration of ATAC, exploring 2 levels in each factor.

9 batches of NPs were manufactured using the nanoprecipitation method, with the conditions
of the experimental matrix obtained by the StatGraphics Centurion XVI statistical program.
These were characterized in average size (Y1), Z potential (Y2) and encapsulation efficiency
(Y3). The results served to optimize the formulation with the objectives of the smallest possible
size, the highest Z potential and the best encapsulation efficiency (EE%). The optimized PNs
were manufactured in triplicate (L1, L2, L3) as well as PNs without ATAC loading. Response
variables (Y1, Y2, Y3) were re-evaluated to ensure the design model. The optimized PNs were
characterized by load capacity (% CC), polydispersity index (PID), morphology, as well as the
crystalline state by X-ray Diffraction (XRD), the interaction of components by Differential
Scanning Calorimetry (DSC) and Infrared (IR), likewise in vitro studies of release and

permeability at physiological pHs were implemented.

On the other hand, a quantification chromatographic method for ATAC by HPLC was
implemented and modified for the desired purposes in the project. The analytical method
implemented was linear (r2 = 0.9998), precise (CV = 1.88%) and exact (CV = 2.78%) with
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recovery of 101.43 + 2.82%. The optimized NPs were formulated under the following
conditions; PCL 14.94 mg / mL, PVA 10 mg / ml and ATAC 26.49 mg, with a yield of 63.67 +
4.16%. These showed an average size of 359.63 = 7.27 nm, a Z potential of -10.23 + 0.49 mV,
an IPD of 0.36 + 0.15 and an EE% of 62.60 + 3.48%.

According to the IR results, it was observed that no significant interactions were generated
between the components and that ATAC is molecularly dispersed in the PNs since a small
characteristic signal of this could be detected in the systems. The XDR and DSC studies
showed that ATAC is in an amorphous state when incorporated into PNs, this because in the
diffractogram and thermogram of PNs with ATAC, the characteristic signals of this are not

observed.

The release profiles show that the PNs released more than 90% of ATAC in approximately 8
hours, being considered as a prolonged release, while non-encapsulated ATAC releases only
45%. In the permeability studies, the PNs of ATAC permeated in a higher percentage
compared to free ATAC in 30%.

In conclusion, it was possible to develop, characterize and evaluate biodegradable spherical
PNs of PCL, encapsulating ATAC to be administered orally with acceptable results and good
reproducibility.

XI



1. INTRODUCCION

Una de las enfermedades crénico-degenerativas mas importantes en la actualidad es la
Diabetes Mellitus (DM). Esta enfermedad es un problema de salud publica a nivel mundial,
tan solo en México, la DM es la tercera causa de defuncién. (1) En 2016, ENSANUT publicé
que existe una prevalencia del 10.3% de la poblacién femenina y 8.4% de la poblacién
masculina que padece diabetes. (2)

Actualmente, existe un gran numero de agentes antidiabéticos en el mercado para el
tratamiento de esta afeccion, sin embargo se han observado una gran variedad de efectos
adversos provocados por estos, por tal motivo existe la necesidad de encontrar nuevas

moléculas con accion terapéutica antidiabética que disminuyan estos efectos.(3)

Navarrete y colaboradores sintetizaron una serie de nuevas moléculas bioactivas
antidiabéticas, en el presente trabajo se trabajo con una de ellas, debido a que mostré una
interesante actividad farmacolégica y se cuentan con estudios in vitro e in vivo de
farmacocinética, farmacodinamia, asi como caracterizacién quimica donde se observé que

este nuevo compuesto, podria ser un buen candidato a farmaco. (4,5,6)

ATAC, es un Andlogo tetrazol del acido clofibrico el cual corresponde a una amida
azaheterociclica, se ha probado su actividad antidiabética en un modelo in vivo de DM no
insulino dependiente; los resultados del estudio mostraron que el nuevo compuesto fue mas
efectivo para disminuir el porcentaje de glicemia con respecto a la glibenclamida.(7) ademas

de mostrar una disminucién en los niveles de lipidos en sangre.

Sin embargo, la eficacia del farmaco depende, en gran medida, de su forma de dosificacion.
Actualmente, se acepta de forma general, que la actividad farmacoldgica de un compuesto no
es suficiente para asegurar una buena terapia, sino que depende del desarrollo de sistemas
de dosificacion adecuados, del tipo de formulacion y de la seleccion de un sistema de
liberacion especifico para el farmaco para conseguir un efecto terapéutico 6ptimo.(8) Por ello
se plantea el desarrollo de un nanosistema polimérico biodegradable cargado con ATAC, para
su posterior incorporacibn a una forma farmacéutica con mejores propiedades
biofarmacéuticas, pretendiendo la obtencidn de nanoparticulas (NPs) poliméricas, que por su
pequefio tamafio, tienen como ventaja el poder cruzar barreras fisioldgicas, siendo mejor
captadas por las células que las micromoléculas, y por tanto son un mejor transporte efectivo
para la liberacion del farmaco disminuyendo los efectos adversos, ademas de que tienen la
posibilidad de encapsular farmacos poco solubles y permeables, con una alta semivida

biol6gica y ayudan a una liberacion controlada del farmaco.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Diabetes

La OMS define a la diabetes como una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas
no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que
produce. La insulina es una hormona que regula el azlcar en la sangre. El efecto de la
diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento del azlicar en la sangre), que con el
tiempo dafia gravemente muchos 6rganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos

sanguineos. (9)

La diabetes de tipo 1 (DM1) (anteriormente denominada diabetes insulinodependiente o

juvenil) se caracteriza por la ausencia de sintesis de insulina.

La diabetes de tipo 2 (DM2) (llamada anteriormente diabetes no insulinodependiente o del
adulto) tiene su origen en la incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, lo

que a menudo es consecuencia del exceso de peso o la inactividad fisica. (10)

La diabetes tipo 2 (DM2) es la que se observa mas cominmente en adultos mayores, pero se
observa cada vez méas en nifios, adolescentes y adultos jévenes por el incremento en los
niveles de obesidad, sedentarismo y una dieta inadecuada. (11) Tanto en la DM1 y la DM2,
diversos factores ambientales y genéticos pueden resultar en la pérdida progresiva de la
funcién y/o la masa de células beta que se manifiesta clinicamente como hiperglucemia. Una
vez que la hiperglucemia aparece, los pacientes con cualquier forma de diabetes se
encuentran en riesgo de desarrollar las mismas complicaciones crénicas, aunque las tazas de

progresion pueden diferir. (12)

La hiperglucemia, a largo plazo, puede provocar un gran dafio en diversos érganos del cuerpo,
llevando al desarrollo de varias complicaciones que ponen en peligro la vida, como
enfermedades cardiovasculares, neuropatia, nefropatia, y enfermedades en los ojos, que
llevan a retinopatia y ceguera. Por el contrario, si se logra un manejo adecuado de la diabetes,

estas complicaciones se pueden retrasar o prevenir. (12,13)

La DM2 representa el 90-95% de todos los casos de Diabetes. Esta forma engloba a los
individuos que tienen una deficiencia de insulina relativa y que presentan resistencia periférica
a la insulina. Estos individuos, al menos de inicio, y muy comunmente durante el resto de su

vida, no necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir. (11)

La mayoria de estos pacientes presentan sobrepeso u obesidad. El exceso de peso causa
por si mismo un grado de resistencia a la insulina. Los pacientes con Diabetes que no tienen

sobrepeso u obesidad pueden tener un incremento en el porcentaje de grasa corporal
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distribuida predominantemente en la regién abdominal. Se han descrito multiples factores de
riesgo. Dentro de los mas importantes estan: la presencia de DM2 en familiares de primer
grado, tener hipertension arterial, sedentarismo, un indice de masa corporal mayor de 25, y
una circunferencia de cintura de mas de 102 cm en hombres y 88 en mujeres. (12) El padecer
esta enfermedad aumenta el riesgo de presentar complicaciones como: cardiopatia y
accidente vascular cerebral en un 50%, la neuropatia que, combinada con la reduccién de los
flujos sanguineos, incrementa el riesgo de Ulceras en los pies, y amputacion en sus dltimas
instancias, afectando a un 50% de los pacientes; la retinopatia diabética afecta en un periodo
de 15 afios al 2% de los pacientes, ocasionando ceguera, y un 10% sufre solo deterioro visual,

mientras que la insuficiencia renal afecta de un 10 al 20% de los pacientes. (12,13)

Actualmente, no existe cura para la diabetes, pero los diferentes recursos que existen
(medicamentos, equipo para deteccién, técnicas de educacion y mejores procedimientos)

ayudaran a lograr el cambio. (13)
2.1.1 Prevalencia en México

La DM2 se encuentra entre las primeras 10 causas de muerte a nivel mundial y es reconocida
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una amenaza mundial.(9) La Federacion
Internacional de Diabetes (FID) refiere que México esta en quinto lugar con mayor nimero de
personas con diabetes a nivel mundial y se estima que para el afio 2030 se incrementara 439
millones que representara el 7.7% de la poblacion adulta del mundo. (10) En este contexto la
prevalencia de DM2 es de 9.4% [10.3% mujeres y 8.4% hombres], segun los datos de la
Encuesta de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2016. (2)

Expertos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y de la OMS, sefialan que la
carga de esta enfermedad crecera sustancialmente en las préximas dos décadas.(14) En
México en 2017 el Instituto de Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) report6 a la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) como la segunda causa de muerte.(15)

La diabetes ocupa los primeros lugares en nimero de defunciones por afio, tanto en hombres
como en mujeres y las tasas de mortalidad muestran una tendencia ascendente; de 98 mil
500 en 2015 a 105 mil 500 muertes en 2016 segun la Secretaria de Salud, asimismo, el
namero de casos se incrementa anualmente. El Sistema Nacional de Vigilancia Epidémica
destaca que en 2017 los casos de diabetes en el pais pasaron de 307 mil 247 a 335 mil 134.
(16)

Segun el informe “Panorama de la Salud 2017, presentado por la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE), casi el 16 por ciento de la poblacion padece

este problema, superando a naciones como Turquia, la més alta después de México, por casi

3
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tres puntos porcentuales. México ocupa el primer lugar a nivel mundial de prevalencia de
casos de diabetes, entre los paises miembros de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos. (14)

De acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) se
encontré que la prevalencia de diabetes en el pais pasé de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016.(2)

2.1.2 Tratamiento de la diabetes

La diabetes debe recibir un tratamiento integral, adecuado, seguro y en forma, ya que se trata
de un padecimiento que afecta varias funciones del organismo y puede generar
consecuencias negativas para la salud de quien la padece. Es necesario valorar y garantizar
el tratamiento médico, y complementarlo con una valoracién nutricional, asi como revisiones
médicas frecuentes con diferentes especialistas a fin de llevar un control adecuado, aliviar los
sintomas, mantener el control metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y cronicas,
mejorar la calidad de vida y reducir la mortalidad por esta enfermedad o por sus

complicaciones. (17)
El control de la DM2 incluye:
e Alimentacion saludable
e Actividad fisica regular
e Tratamiento farmacoldgico

Una dieta bien equilibrada y nutritiva permanece como un elemento fundamental de la
terapéutica. Sin embargo, en mas de la mitad de los casos, los pacientes diabéticos no logran
seguir su dieta. En los pacientes obesos con hiperglucemia leve el objetivo de la terapéutica

dietética radica en la reduccién de peso mediante la restriccion calérica. (17)

La mayoria de los estudios sugieren el ejercicio en pacientes con tolerancia a la glucosa o
que mantengan cifras de glucosa menor de 200 mg / dl por tal motivo se recomienda el
ejercicio fisico programado al aire libre pues mejora la tolerancia a la glucosa, potencia la

accion a la insulina y reduce sus requerimientos. (18)

La actividad fisica ayuda a los diabéticos a lograr metas metabélicas y se puede utilizar como
una estrategia para un estilo de vida mejor, los pardmetros metabdlicos deben ser
supervisados como la glucosa en sangre, hemoglobina, triglicéridos, la presién se sangre y

peso corporal. (19)

Algunas personas que tienen DM2 pueden alcanzar sus niveles objetivos de azlUcar en sangre

Gnicamente con dieta y ejercicios; no obstante, muchos necesitan también medicamentos
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para la diabetes o tratamiento con insulina. Decidir cual es el medicamento mas adecuado
depende de numerosos factores como el nivel de azlicar en sangre y otros problemas de salud
que se tengan, incluso, el médico puede combinar medicamentos de distintas clases para

ayudar a controlar el nivel de azUcar en sangre de varias maneras.
Factores a considerar al elegir un farmaco en el tratamiento de la DM2

+ Efectividad para disminuir la glucosa

« Efecto extraglucémico que pueda reducir las complicaciones a largo plazo
* Seguridad

* Tolerabilidad

* Costo-efecto sobre el peso corporal

Los farmacos utilizados en el tratamiento de la DM2 van dirigidos a corregir una o mas de las
alteraciones metabdlicas subyacentes. En la actualidad, existen distintos tipos de farmacos
hipoglucemiantes orales; sulfonilureas, meglitinidas, biguanidas, tiazolidindionas, inhibidores
de las alfaglucosidasas. (17,18,19) En la tabla 1,2 se presentan algunos de los farmacos mas
usuales en el tratamiento de la DM2 del cuadro basico de insumos del sector salud, en donde
se presentan el grupo al que pertenecen segun su mecanismo de accion, las diferentes dosis
que se utilizan y los efectos adversos que pueden generar, analizando estos esquemas
podemos observar que no hay un medicamento perfecto y Unico para todos los pacientes con
DM2, por ello la necesidad de crear alternativas novedosas en los tratamientos farmacolégicos
y la busqueda de nuevos farmacos, asi como formas farmacéuticas innovadoras que brinden
a los pacientes la facilidad de controlar y tratar la diabetes cuyas complicaciones constituyen
uno de los mayores desafios de salud publica en México. En la tabla 3 se encuentran las
principales ventajas y desventajas de las formas farmacéuticas en las que se encuentran los
medicamentos para la diabetes en donde cabe resaltar que la via oral es la forma mas comun
de administracién debido a su simplicidad y facilidad de administracion. Alrededor del 80% de
las formas de dosificacion en el mercado mundial se administran por via oral. Desde la
perspectiva industrial, las formas soélidas también ofrecen las ventajas de una buena
estabilidad y costos de produccion generalmente moderados. Por estas razones, la mayoria
de las nuevas entidades quimicas en desarrollo estdn destinadas a comercializarse como

formas farmacéuticas soélidas para administracion oral. (12,20)
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Tabla 1.FArmacos mas usuales en el tratamiento de la DM2 del cuadro basico y catdlogos de

insumos del sector salud

Presentacién farmacéutica: tabletas, Capsulas orales

Farmacos Ejemplos Mecanismo de accion Dosis diaria Efectos Adversos
(mg)
Estimulan la secrecién de insulina, | 100-500 Hipoglucemia
Clorpropamida | mediante la estimulacién de las células | 500-3000 Incremento de peso
Tolbutamida beta de los islotes de Langerhans, del | 1.5-20 de alrededor de 2
Sulfonilureas Glibenclamida | pancreas, a través de la inhibicion de la | 2.5-30 kg, urticaria, fatiga,
Glipizida bomba adenosintrifosfatasa (ATPasa). 1-8 debilidad, cefalea,
Glimepirida 160-240 nauseas,diarrea,
Glicacida hepatitis  reactiva,
anemia hemolitica e
hipoplasia medular
Estimulan la secrecién de insulina al | Se toman | Hipoglucemia,
Repaglinida inhibir la bomba ATPasa de forma | antes de las | Incremento de peso
Meglitinidas Nateglinida distinta a sulfonilureas, y de maneramas | tres comidas
rapida y corta. Reduce la | principales.
HbA1c alrededor de 1.5%. 2-4 veces al
dia
0.5-12
60-180
Gastrointestinales
Disminuyen la produccion de glucosa | 2-3 veces al | (diarrea, nauseas,
hepética, asi como la resistencia a la | dia estdmago revuelto),
Biguanidas Metformina insulina, con lo que reduce la glucemia | 500-2250 sabor metalico,
en ayunas. Bajan la HbAic alrededor de acidosis lactica,
1.5%. mala absorciéon de
la vitamina Buio)
Pérdida de peso,
esta contraindicada
en insuficiencia
renal, hepética,
respiratoria y
cardiaca.
Incremento de captacion de glucosa en Anemia, retencion
Sitagliptina el muasculo estriadoActian a nivel | 1 0 2 veces al | de liquidos
Tiazolidinedionas | Vildagliptina muscular y hepético al disminuir la | dia aumento de peso,
resistencia a la insulina, y en menor | 50-100 problema del
medida, reduce de la glucosa hepética. higado, aumentan
Reduce la HbA:c entre 0.5y 1.4%. el riesgo de
insuficiencia
cardiaca.
Disminuye el indice de digestion de | Tomar con el | Flatulencias, dolor
Inhibidores de la | Acarbosa polisacaridos en el intestino delgado | primer bocado | abdominal, diarrea,
alfa glucosidasa proximal reduciendo la glucemia | de una | alergias,
intestinal postprandial. Siempre y cuando la dieta | comida. hipoglucemia y
sea rica en carbohidratos complejos. | 3 veces al dia | sindrome de

Reduce la HbA1c entre 0.5 y 0.8%.

50-300

absorcion intestinal
deficiente, malestar
instestinal.

(Diagnéstico y Tratamiento Farmacoldgico de la diabetes mellitus tipo 2 en el primer nivel de atencion
IMSS, actualizacién 2018)
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Tabla 2.Farmacos mas usuales en el tratamiento de la DM

Presentacidn farmacéutica: Inyeccion SC,IV,IM

Farmaco Ejemplos Mecanismo de accion Dosis Efectos
secundarios
0.3-0.6 Hipoglucemia,
Insulina humana Se une a los receptores de insulina en | Ul/kg/dia lipodistrofia,
Anélogos de insulina | células musculares y adiposas, facilitando | Se toma en | angioedema,
Insulina Insulinas la absorcion de la glucosa e inhibiendo, | cuenta la | reaccion anafilactica,
premezcladas simultdneamente, la produccion hepatica | duracién del | urticaria. Formacion
de glucosa. efecto, de anticuerpos
dependiendo | antiinsulina.
del tipo de
insulina.
Tabla 3. Formas farmacéuticas de medicamentos para diabetes: ventajas y desventajas
Formas Via de Ventajas Desventajas
farmacéuticas administracion
Estabilidad fisica, quimica y | No se puede utilizar en pacientes con
Tabletas biolégica. dificultad para deglutir, con vémitos o si estan
Cépsulas Oral Exactitud en la dosificacion. inconscientes.  Algunos  medicamentos
Comprimidos Modo de administracién sencillo y | pueden tener sabor desagradable y/o
practico. producir irritacion gastrica.
Posibilidades de controlar la
liberacion del farmaco.
Bajo costo de fabricacién.
Es una técnica poco agresiva. Irritacion local.
Subcutdnea | Uso de agujas de pequefio calibre. | EI paciente debe ser entrenado en la
Solucién Intravenosa Util para pacientes con incapacidad | preparacién exacta de la dosis y en la forma
inyectable Intramuscular | para la deglucion o disminucién de | de aplicacién. Debe estar informado de todos

nivel de conciencia, obstruccion
intestinal pacientes con nduseas y
vomitos.

los sitios en los cuales se puede administrar.

Almacenar en un lugar frio, de preferencia en
un refrigerador, pero nunca en el congelador.
Conservar en un lugar alejado del calor y la
luz.

Las dosis deben ser ajustadas para cada
paciente.

El cambiar el tipo de insulina requiere de
modificaciones en las dosis.

La inyeccion subcutdnea debe llevarse a
cabo 15-20 minutos antes de las comidas.

En altas concentraciones, la insulina humana
y animal también se aglutina. Esta
aglutinacion provoca una absorcion lenta e
impredecible desde el tejido subcutaneo y
una duracion de la accion dependiente de la
dosis.
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2.2 Antecedentes y propiedades de ATAC (Analogo tetrazol del acido clofibrico)

ATAC es un tipo amida azaheterociclica derivada del 4cido clofibrico, esta resulté tener una
posible actividad terapéutica como agonista sobre PPAR-a ademas de inhibir la enzima 11f3-
HSD1 confirmada de forma experimental. Dicha molécula lleva por nombre 2-(4-clorofenoxi)-
2-metil-N-(1H-tetrazol-5-il) propanamida, esta se muestra en la figura 1.(4)

@) —N
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Figura 1.Estructura quimica del Analogo tetrazol del acido clofibrico, nombre IUPAC:2-(4-

Cl

cloronenoxi)-2-metil-N-(1H-tetrazol-5-il) propanamida.

ATAC presentd actividad antidiabética probada en modelo in vivo de DM2 no insulino
dependiente; los resultados del estudio mostraron que el nuevo compuesto fue mas efectivo

para disminuir el porcentaje de glicemia respecto a la glibenclamida.

En un estudio in vitro en una linea celular HEK 293 (células que derivan de rifibn de embrion
humano) se observé la inhibiciéon de la enzima 11B-HSD1, la cual se encuentra involucrada
en la activacion de la glucogendlisis hepatica. EI ATAC presenté mayor porcentaje de
inhibicién contra la enzima que el mostrado por el clofibrato y el acido clofibrico. Por lo tanto,
estos resultados experimentales aportaron evidencia de que el ATAC es un compuesto que
probablemente pueda ser utilizado para el tratamiento de la DM2, asi como en complicaciones
asociadas a dicha enfermedad, tal es el caso de la dislipidemia. Es importante mencionar, que
con base a lo anterior ATAC tiene una ventaja respecto al clofibrato, ya que puede tener una
actividad dual sobre 2 blancos terapéuticos generando una disminucién de la hiperglicémia
asi mismo como la disminucién de lipidos en sangre y ayudar a la disminucion de la
polifarmacia. (7) Sin embargo, a pesar de haber mostrado una interesante actividad
farmacoldgica en estudios in vitro e in vivo que muestra que este nuevo compuesto, podria
ser buen candidato a farmaco, sus propiedades biofarmacéuticas tiene algunos
inconvenientes como la baja absorcién, lo cual resultaria en una baja biodisponibilidad,

algunas de sus propiedades fisicoquimicas se muestran en la tabla 4 (4,5,6,7)
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Tabla 4.Propiedades fisicoquimicas del analogo tetrazol del acido clofibrico (ATAC)

Caracteristicas fisicoquimicas de la molécula ATAC

Nombre IUPAC 2-(4-cloronenoxi)-2-metil-N-(1H-tetrazol-5-il)
propanamida

Formula quimica C11H1202NsCl

Peso molecular 280.71 g/mol

Apariencia polvo blanco cristalino

Punto de fusion 199.6 - 202.3 °C

pKai 443

pkas 6.08

Log D 1.7

Solubilidad acuosa | 0.033 mg/mL

Solubilidad en | Metanol, acetona, diclorometano, dimetilsulféxido

otros disolventes

2.3 Nanotecnologia farmacéutica

Actualmente, la industria farmacéutica ha apostado por el desarrollo de nuevas formas
farmacéuticas innovadoras que ofrecen ciertas ventajas a los pacientes, estas son

desarrolladas con ayuda de ciencias emergentes como la nanotecnologia.

La nanotecnologia estudia el control de la materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1
a 1000 nanémetros, en esta escala se muestran caracteristicas y aplicaciones nuevas a las
tradicionales o conocidas, se orienta al estudio y desarrollo de mejores materiales, dispositivos
y de sistemas que explotan las nuevas propiedades a niveles fisicos, quimicos y
bioldgicos.(21)

El estudio de la nanotecnologia puede ser aplicable a diversas areas, una de ellas es la

farmacéutica, clasificAndola como nanofarmacia o nanotecnologia farmacéutica.

La encapsulacion de farmacos por medio de nanoparticulas sélidas ha sido en los ultimos
aflos un avance importante entre las nanoformulaciones. El impacto de la nanotecnologia en
las ciencias de la salud radica en la necesidad de mejorar los tratamientos existentes para las

enfermedades actuales y asi la calidad de vida del paciente.

=
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2.3.1 Ventajas del uso de nanoformulaciones

Dentro de los objetivos que se pueden alcanzar empleando nanoparticulas cargadas con

farmacos destacan:

e Poseer la capacidad de atravesar membranas biolégicas, en particular las del epitelio
intestinal por lo que pueden favorecer el proceso de absorcion de algunas
moléculas.(21)

e Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los farmacos encapsulados, se adaptan
facilmente a los procesos industriales de fabricacion y se puede controlar su tamafio
por sintesis modificando sus propiedades seleccionando el polimero, surfactante y
disolvente organico adecuado y la modificaciébn de su superficie para modular sus
propiedades.

e Actuar como sistemas de liberaciobn controlada, reduciendo fluctuaciones de
concentracion de farmacos en sangre, ya que ayudan a la disminucién de la dosis y la
frecuencia de administracion y por lo tanto a los efectos no deseados.

e Alcanzar tejidos/barreras especificas y penetran células inalcanzables por principios
activos convencionales gracias a su pequefio diametro.

e Disminuir los efectos adversos y toxicidad asociada a la administracion de farmaco
libre gracias a su biocompatibilidad con los tejidos y las células.

e Presentar una liberacion controlada, dependiendo del polimero empleado para su
formulacion.

¢ Ayudar a enmascarar propiedades organolépticas.

e Otorgan proteccién de la molécula encapsulada, por ejemplo, contra la degradacion
enzimatica, quimica o inmunolégica. (22,23,24)

2.3.2 Limitaciones del empleo de nanosistemas

A pesar de las ventajas, las nanoparticulas tienen limitaciones como:

e Alteran las propiedades fisicas que conducen a agregacion de particulas, haciendo la
manipulacion fisica de nanoparticulas dificil en formas liquidas y secas debido al
menor tamafio y mayor superficie.

e Las particulas son muy pequefias lo que las hace muy reactivas en el entorno celular.
e Eltamafio de particula muy pequefia limita la carga de farmaco.

e El depdsito de restos de polimero en 6rganos puede provocar graves reacciones
biol6gicas adversas. (22,23,24)
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2.4 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas (NPs) poliméricas son estructuras soélidas, coloidales con tamarfios entre
10 a 1000 nm, que se utilizan como agentes de dosificacion de farmacos, son objetos esféricos
fabricados con materiales biodegradables, como proteinas (por ejemplo, albumina o
colageno), grasas, o polimeros. El término nanoparticula engloba las nanoesferas y

nanocapsulas. La figura 2 muestra la estructura de una nanocépsula y una nanoesfera. (25)

Matriz

Membrana

Particulas
de
farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 2. Estructuras de nanoparticulas poliméricas

Las nanoesferas son sistemas matriciales, en donde el farmaco esta disperso en una matriz
polimérica. En el caso del empleo de polimeros biodegradables, la liberacion del farmaco se
produce ya sea por difusion a través de los poros de la matriz, por degradacién o erosion del
polimero, o bien por una combinacion de ambos mecanismos. Cuando se emplean polimeros
no biodegradables, la liberacién se produce por un proceso de difusion lenta a través de la
matriz.(26)

Las nanocapsulas por su parte, son sistemas de tipo reservorio, en donde el farmaco se
encuentra en una cavidad central cubierta por una membrana polimérica que controla la

cinética de liberacion dependiendo de su naturaleza quimica.

Al igual que otras formulaciones, las nanoparticulas pueden ser administradas por diferentes
vias como la parenteral, oral, dérmica, ocular, pulmonar y rectal. En funcién del farmaco a
incorporar y su via de administracion, estas nanoparticulas pueden ser sintetizadas por
diversas técnicas, que incluyen la homogeneizacion alta presién, nanoprecipitacion,
microemulsion, emulsificacion y evaporacion del disolvente o por difusion, el método de doble

emulsion, agitacion a gran velocidad y por ultrasonido.(27,28)
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2.4.1 Composicion de las nanoparticulas

Existen diversos materiales a emplear para la fabricacion de la matriz que formara las
nanoparticulas encapsulantes de las moléculas terapéuticas generalmente se busca que
estos sean biodegradables, ya sean naturales (dextrano, quitosano), semisintéticos
(derivados de celulosa) o sintéticos como los poli-acrilatos, poli-anhidridos, poli-acrilamidas y
poli-ésteres. (29,30)

Los polimeros biodegradables son muy utilizados ya que estos se convierten en
compuestos que el cuerpo elimina facilmente sin causar efectos secundarios. Un polimero
se define como grandes moléculas que estdn compuestas en general de moléculas mas
pequefias, subunidades llamadas monémeros que se unen entre si en un proceso que se

conoce como polimerizacion. (31)

Es importante considerar que la estructura quimica del polimero determinara el
comportamiento de las nanoparticulas en términos de encapsulacion, degradacion y liberacion
del farmaco. Por ejemplo, el efecto positivo del quitosano sobre la liberacion de farmacos a
través de los epitelios se debe a una combinacion entre sus propiedades mucoadhesivas y su
capacidad para abrir las uniones estrechas entre células epiteliales, facilitando asi el

transporte de farmacos, sobre todo farmacos macromoleculares, a través del epitelio. (32)

Uno de los parametros mas importantes en la seleccién de un polimero es su coeficiente de
difusién. Para que una sustancia activa pueda ser liberada de una matriz, es necesario que
ésta pueda difundirse a través de ella para ello, las cadenas del polimero que conforman el
dispositivo deberan moverse cooperativamente para permitir el transporte de la sustancia. Por
lo general, mientras mayor es el coeficiente de difusibn menores son las fuerzas
intermoleculares, la masa molecular, la cristalinidad y el grado de reticulacién del polimero.
Sin embargo, la difusividad puede ser ajustada mediante aditivos como plastificantes y
solventes que provocan el aumento de la movilidad de las cadenas o agentes de relleno que

reducen la movilidad. (33)
2.4.2 Polimeros de uso farmacéutico

El uso de polimeros ayuda a desarrollar sistemas de liberacion de farmacos més eficaces y
confiables, mejorando la calidad de la formulacion, ayudando a la proteccion del principio
activo, a la estabilizacion fisica y quimica, asi como a la solubilidad y participando en el efecto
de liberacion sostenida y la creacién de sistemas de farmacos de entrega especifica utilizando

recubrimientos de alto rendimiento.
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Los polimeros usados generalmente para estas formulaciones son biodegradables, es decir
son materiales que permanece de forma temporal en el organismo, estos pueden degradarse
parcialmente por alteracion de su estructura quimica y no se acumulan en el cuerpo y por lo
tanto evitan riesgos de reacciones adversas (34) ademas de ser biocompatibles es decir que

no desencadene una respuesta inmunoldgica en el organismo.

La seleccion del material de la matriz inerte depende de muchos factores como: (a) el tamafio
final de nanoparticulas; (b)propiedades de solubilidad acuosa y estabilidad del farmaco; (c) la
carga superficial y permeabilidad; (d) el grado de biocompatibilidad, biodegradabilidad y

toxicidad; (e) la liberacion de farmaco deseado; y f) la antigenicidad del producto final. (35)

Entre los polimeros mas empleados en la fabricacion de nanoparticulas estan: &cido
polilactico (PLA), acido poliglicdlico (PGA), colageno, polihidroxibutirato (PHB),
policaprolactona (PCL), polidioxanona (PDO), derivados de la quitina, quitosan, polietilenglicol
(PEG), alcohol polivinilico (PVA), copolimeros de poli (oxido de etileno) y polibutilentereftalato
(PEO/PBT). (36)

2.4.2.1 Policaprolactona

La policaprolactona es un polimero semicristalino biodegradable y biocompatible que presenta
bajo punto de fusion (59 a 64°C) y una baja temperatura de transicion vitrea (-60°C), por esta
razon, en condiciones normales siempre se encuentra en estado gomoso. Esta naturaleza
fisica contribuye a una elevada permeabilidad a un gran nimero de principios activos, y
confiere también una alta resistencia y flexibilidad. Es térmicamente estable y compatible con
otros polimeros. Es insoluble en agua, medio en el cual colapsa pudiendo ser asi util para
atrapar entre sus cadenas a sustancias insolubles en disolventes acuosos. Es soluble en
disolventes organicos como diclorometano, benceno, clofoformo, &cido acético, acetona,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, entre otros. La PCL forma parte de la familia de poliésteres
alifaticos los cuales, debido a su reputacion como materiales seguros y no téxicos, se usan
como portadores en muchos tipos de sistemas de administracién de uso humano y veterinario
(implantes, inyectables, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas entre otros). Sus
productos de biodegradacion no son téxicos y este no es carcindgeno por ello cuenta con la
aprobacion de la FDA. (37,38,39)

La policaprolactona tiene propiedades de degradacion lenta in vivo que lo hace un polimero
adecuado para el disefio de dispositivos para entrega de farmacos de liberacién prolongada,
se degrada facilmente por hidrolisis de sus enlaces éster. La velocidad de este proceso
depende de los aditivos, de la forma y del tamafio del dispositivo final. El principal producto
de biodegradacion de PCL es el acido 6-hidroxicapréico que es removido por el metabolismo.
(40)
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La degradacion de la PCL tiene lugar por la enzima gluconolactonasa que la cataboliza
transformandola en 6-hidroxihexanoato. Esta enzima se encuentra presente en distintos tipos
de bacterias como en Xanthomonas campestris (bacteria patégena de plantas) o Brucella
melitensis (bacteria patdgena intracelular que produce la fiebre de Malta en humanos)
formando parte de la via de las Pentosas Fosfato. La ruta metabdlica continta con la
formacion de semialdehido adipico, adipato, y finalmente en CO;

ya que van a ser eliminados por el organismo a través de la formacién de productos de
degradacion biocompatibles que se transforman en CO2 y H20 por las vias metabdlicas

usuales.

La policaprolactona se degrada a través de escision hidrolitica de grupos éster en condiciones
fisiol6gicas, la policaprolactona se somete a dos etapas de degradacion, (i) hidrdlisis no
enzimatica de enlaces éster, que se atribuyen a la escision de la cadena aleatoria a causa de
la disminucién en el peso molecular; (i) degradacion intracelular cuando la policaprolactona

tiene un bajo peso molecular (menos de 3000) y es altamente cristalina. (41,42)
2.5 Procesos de elaboracion de nanoparticulas

Los métodos de preparacion de nanoparticulas son actualmente numerosos, estos métodos
pueden ser clasificados en dos categorias. Los de elaboracion directa y aquellos a base de
polimeros preformados. La eleccion de la técnica de preparacion depende de las propiedades

fisicoguimicas del polimero y de las caracteristicas del farmaco. (43)

Entre los métodos de elaboracion directa se puede mencionar la polimerizacion de una
emulsion (que permite crear nanoesferas) y la polimerizacion interfacial a partir de monémeros

(para formar nanocapsulas). (44)

Dentro de los métodos que emplean polimeros preformados destacan la emulsion
evaporacion de disolvente (simple o doble) que permite obtener nanoesferas y nanocapsulas,

respectivamente y la nanoprecipitacion por inyeccion.(44,45)
2.5.1 Método de nanoprecipitacidén por inyeccion

El método de nanoprecipitacion también llamado desplazamiento de disolvente o deposicion

interfacial se desarrollé por primera vez por Fessi et al. en 1998.

Este método requiere el empleo de dos disolventes miscibles entre si. Su principio se
fundamenta en la interdifusion de estos al estar en contacto. Tanto el polimero como el
farmaco deben ser disueltos en un disolvente orgénico. El segundo disolvente debe ser
elegido con base en su miscibilidad con el primero, pero el polimero no debe ser soluble en

este Ultimo. Normalmente es una solucibn acuosa de un tensoactivo que permita la
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estabilizacién de las particulas obtenidas por precipitacién de la gota al entrar en contacto con
el agua. La incorporacion de la fase polimérica debe ser efectuada gota a gota bajo constante
agitacion. La utilizacion de soluciones diluidas permite la precipitacion del polimero en la
escala nanométrica la figura 3 muestra el esquema general de esta técnica. Este método
permite la produccién de particulas con alta reproducibilidad en el rango de nanoescala
utilizando ingredientes de baja toxicidad (tensioactivos o solventes organicos). La principal
ventaja de este método radica en que se pueden obtener nanoparticulas de tamafio inferior a
aguellas obtenidas por el método de emulsion evaporacion de disolvente, lo cual ayuda a la
estabilidad del sistema. Por lo tanto, representa un buen enfoque para disefiar particulas
basadas en polimeros. A pesar de estas ventajas, la técnica de nanoprecipitacion tiene
algunos inconvenientes que son atribuidos a las propiedades de solubilidad de la molécula
activa necesarias para encapsulacion eficiente y la baja encapsulacién de activos con

respecto al método de emulsién evaporaciéon de disolvente.(46,47)

Organic phase
(Polymer + water miscible solvent)
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Figura 3. Elaboracién de NPs por nanoprecipitacion

2.6 Caracterizacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas son generalmente caracterizadas por su tamafo, morfologia y la carga
superficial, utilizando técnicas de microscopia avanzada tales como microscopia electronica
de barrido (SEM), microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia de fuerza
atomica (AFM). El didmetro medio de particulas, su tamafio y distribucion de carga afectan la
estabilidad fisica y la distribucion in vivo de las nanoparticulas. Las técnicas de microscopia

electronica son muy Utiles para determinar la forma general de nanoparticulas poliméricas,
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que pueden determinar su toxicidad. La carga de la superficie de las nanoparticulas afecta la
estabilidad fisica y redispersibilidad del polimero, asi como su rendimiento in vivo. (48,49)

2.6.1 Tamano de particula

La distribucién del tamafio de las particulas y la morfologia son los parametros mas
importantes de la caracterizacion de nanoparticulas. Se ha encontrado que el tamafio de las
particulas afecta la liberacion de farmacos esto debido a que las particulas méas pequefias
ofrecen mayor superficie por lo tanto estaran expuestas a la superficie lo que conducen a una
rapida liberacién, por el contrario, en particulas de mayor tamafio el farmaco difunde
lentamente. Como desventaja, las particulas mas pequefias tienden a agregar durante el
almacenamiento y transporte, por lo tanto, existe un compromiso entre un tamafo pequefio y

la maxima estabilidad de nanoparticulas. (50)

Existen varias herramientas para determinar el tamafio de la nanoparticula entre ellas:
2.6.1.1 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM) da un examen morfolégico con visualizacion
directa. Las técnicas basadas en microscopia electronica ofrecen varias ventajas en
caracteres morfolégicos, el dimensionamiento y andlisis; sin embargo, proporcionan

informacién limitada acerca de la distribucion de tallas y cierto promedio de poblacion. (51)
2.6.1.2 Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de fuerza atémica (AFM) ofrece ultra-alta resolucion en la medicion del tamafio
de particula y se basa en un andlisis fisico de muestras a nivel de sub-micrén utilizando una
punta de sonda de escala atomica, el instrumento proporciona un mapa topografico de la
muestra basada en las fuerzas entre la punta y la superficie de la muestra lo cual genera un
escaneo. La principal ventaja de la AFM es su capacidad para crear la imagen sin ningan tipo

de tratamiento especifico. (52)
2.6.2 Carga superficial

La naturaleza y la intensidad de la carga de la superficie de las nanoparticulas es muy
importante, ya que determina su interaccion con el medio ambiente biol6gico, asi como su
interaccion electrostética con compuestos bioactivos. La estabilidad coloidal es analizada a
través de potencial zeta de nanoparticulas, este potencial es una medida indirecta de la carga
en la superficie y corresponde a la diferencia de potencial entre el exterior y la superficie del
plano de Helmholtz de distorsion. La medicién del potencial zeta permite el almacenamiento

para las predicciones sobre la estabilidad coloidal de dispersion. Altos valores de potencial
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zeta, positiva o negativa, debe lograrse a fin de asegurar la estabilidad y evitar la agregacion
de las particulas. La medida de la hidrofobicidad de la superficie puede ser predicha por los
valores de potencial zeta. El potencial zeta también puede proporcionar informacién acerca
de la naturaleza del material encapsulado dentro de las nanocapsulas o recubiertos en la
superficie. (53)

2.6.3 Capacidad de carga del farmaco

Idealmente, un exitoso sistema nanoparticulado debe tener una alta capacidad de carga, con
lo cual se reduce la cantidad de materiales de matriz en la administracion, la carga de farmaco
y la eficiencia de atrapamiento depende en gran medida de la solubilidad del farmaco, del
estado sélido del polimero, asi como de su composicién, peso molecular del farmaco y de la

interaccion.

La carga de las nanoparticulas generalmente se define como la cantidad de farmaco vinculado
por masa de polimero (usualmente mg de farmaco por mg de polimero); también podria darse
como porcentaje en relacién con el polimero. La técnica utilizada para este analisis pueden
ser métodos analiticos como la espectroscopia UV o cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) después de ultrafiltracion, ultracentrifugacion o filtracion en gel.(54)
2.6.4 Liberacion de Farmacos desde nanoparticulas

Mejorar la liberacién del farmaco mediante la nanotecnologia es una de las razones
fundamentales para el desarrollo de mejores formulaciones por ello es importante conocer y
comprender la forma y la medida en que las moléculas de farmaco son liberados de este tipo

de sistemas.

Existen varios métodos que pueden utilizarse para el estudio in vitro de la liberacién del

farmaco de las nanoparticulas algunos de ellos son:(55)
e Side-by-side de difusion con células artificiales 0 membranas biolégicas.
e Técnica de difusion en bolsa de didlisis.
e Retroceso de la técnica de bolsa de didlisis.
e Agitacion seguida por ultracentrifugacion/ centrifugacion.

e Técnicas de ultrafiltracion
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2.6.4.1 Mecanismos de liberacion de farmacos desde nanoparticulas

Hay diferentes mecanismos de liberacion de farmacos:

(a) Liberacion controlada por difusion (difusion de las nanoparticulas a través de la matriz,
difusion a través de la pared de la nanocapsula del polimero)

(b) Liberacion controlada por la degradacion del polimero (erosion de la matriz de las

nanoparticulas)
(c) Liberacion controlada por estimulos son algunos ejemplos mas comunes.
a) Liberacion controlada por difusién

La liberacion de farmaco controlada por difusién se presenta en un sistema de depdsito de
tipo cépsula, en el cual el farmaco se disuelve o dispersa en un nucleo rodeado por una
membrana polimérica. La difusion es dada por la diferencia en su concentracion a través de
la membrana, este sistema suele mostrar alta liberacion inicial, seguido de una velocidad de
liberacion decreciente, con una difusion creciente para moléculas de farmaco situadas en el

interior del vehiculo portador.(57,58)
b) Liberaciéon controlada por degradacion

Muchos de los vehiculos poliméricos usados en la industria farmacéutica tales como
poliésteres, poliamidas y polisacéaridos liberan farmacos por degradacion hidrolitica y/o
enzimatica de enlaces éster, amida e hidrazona en su esqueleto. Las matrices de polimeros
como el PLGA, el acido polilactico y la policaprolactona experimentan degradacion en
masa, lo cual da una degradacién simultdnea de la matriz. Por otra parte, los
polianhidridos y poliésteres se erosionan desde la superficie hasta el ndcleo una
degradacion superficial. La cinética de liberacion del farmaco se determina por la
velocidad de degradacion de los polimeros, que dependen de su peso molecular, grupos

funcionales, su composicion monomérica y su cristalinidad. (57,58)
c) Liberacion controlada por estimulacién

La liberacion de farmacos a partir de acarreadores sensibles a estimulos es controlada
mediante estimulos internos o externos como son la temperatura, pH, fuerza iénica, sonido y

campos eléctricos 0 magnéticos. Estos son especificos y la liberacion es causada de acuerdo

con el desarrollo para el cual estén destinados.(57,58)
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2.6.4.2 Sistemas de liberacion controlada

El disefio de los sistemas de dosificacion controlada y de direccion localizada es uno de los
aspectos de mayor relevancia en el desarrollo de nuevas formas de medicacioén. Los sistemas
de liberacion controlada se basan en la idea de proveer la cantidad 6ptima del agente activo,
en el momento preciso y en el lugar adecuado, buscando una liberacibn mas lenta del
farmaco. Esto disminuye el intervalo de dosificaciones lo cual es mas comodo para los
pacientes, ademas que contribuye a una concentracion de farmaco uniforme reduciendo el
riesgo de una sobredosis o una dosis insuficiente, ayudando también a la optimizacion del uso

de la sustancia activa. (57,58)

Para formar los sistemas de liberacién controlada, es necesario que una sustancia activa
(farmaco) pueda ser encapsulada, adjuntada, incorporada o mezclada con una sustancia
transportadora. El farmaco es por tanto liberado sistematicamente de forma continua y a
concentraciones terapéuticas, pudiendo establecerse un patron de liberacién durante
determinados periodos de tiempo. Esto permite que los efectos no deseados y toxicos

producidos por la administracion convencional de algunos farmacos sean reducidos. (59)
2.7 Biodisponibilidad Oral

La biodisponibilidad sistémica de un farmaco depende de la fraccion absorbida y del
metabolismo intestinal o hepatico que pueda darse. Esta fraccion absorbida corresponde a la
cantidad de farmaco que pasa del lumen intestinal al torrente sanguineo y puede ser obtenida
a partir de las concentraciones plasmaticas estimadas a partir de valores de permeabilidad
(60). Este paso del farmaco del sitio de administracién a la sangre involucra su absorcién,
definida a su vez por los procesos de disolucion y permeacion del mismo. Existen muchos
factores del TGI que limitan tanto la velocidad de disolucién de un farmaco como su velocidad
de permeacioén. Esto es especialmente critico para farmacos poco solubles en agua, para los
cuales la solubilidad puede verse influida por variables como el volumen de los fluidos
gastrointestinales, el pHy la presencia de sales biliares y alimentos. Incluso el vaciado gastrico
y el transito gastrointestinal son aspectos importantes que se han de considerar al hablar de

la absorcion de farmacos (61).
2.8 Permeabilidad intestinal de Nps

La permeabilidad intestinal es el fendmeno por el cual la membrana intestinal actia como
barrera selectiva para la absorcidén de nutrientes y xenobidticos, el intestino proporciona una
superficie de alrededor de 300 a 400 m? para la absorcién. Las NPs tienen la capacidad de

atravesar la mucosa intestinal mediante diferentes vias, estas incluyen:
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Transporte transcelular representa el principal tipo de transporte de los compuestos
hidrofébicos este tipo de transporte ocurre a través de la membrana celular en donde las NPs
pueden ser captadas por los enterocitos o por las células M de los parches de Peyer
difundiendo sistémicamente por transporte activo hacia el sistema linfatico en el tejido linfoide
asociado al intestino superando el metabolismo hepético presistémico lo cual aumenta la
biodisponibilidad de los farmacos. (62,63,64)

Transporte paracelular este tipo de transporte ocurre entre células adyacentes (uniones
estrechas), las NPs utilizan potenciadores catidnicos y anidnicos para abrir el espacio entre
las células, los factores que intervienen son el gradiente de potencial electroquimico (derivado
de la diferencia en gradientes de concentracion), el potencial eléctrico y la presién hidrostatica,
€S un proceso pasivo que se rige por la Ley de Fick, donde las moléculas hidrofilicas en su
mayoria de bajo peso molecular (200 Da) pueden permear mediante este mecanismo, el cual
cabe mencionar, tiene una tasa de transporte reducida; sin embargo, existe evidencia de que
el diametro de las uniones estrechas puede incrementarse mediante un proceso regulatorio
celular.(65)

Se ha demostrado que el efecto de administrar el medicamento en forma de nanoparticulas
ha tenido gran impacto sobre la biodisponibilidad debido al tamafio nanométrico de las
particulas que aumenta el area de superficie de contacto con la membrana intestinal dando
como resultado un aumento en el &rea de superficie de adhesion entre las células epiteliales

intestinales y las nanoparticulas.

La figura 4 muestra ejemplos de los mecanismos implicados en la captacién celular y
permeacion de nanoformulaciones en donde se observa que el material utilizado para su
manufactura determina la captacion por las células. Por ejemplo, se ha observado que las
nanoparticulas fabricadas con policaprolactona (PCL) son reconocidas mas facilmente por los
macrofagos en comparacion con aquellas que estan hechas de 4cido polilactico-co-glicdlico
(PLGA) debido a las diferencias de hidrofobicidad en ambos materiales. (25) y que las
nanoparticulas de quitosan tienen propiedades mucoadhesivas y actian como potenciadores
de la absorcién por su capacidad de producir la apertura irreversible de la unién estrecha
epitelial, ayudando a mejorar el transporte paracelular del farmaco contenida en las

nanoparticulas. (66,67)
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Figura 4 .Mecanismos implicados en la captacion celular y la permeacion de diferentes tipos de

nanoformulaciones.

El tamafio y la carga superficial de las nanoparticulas son cruciales para su absorcion, los
pequefios capilares en el cuerpo tienen 5-6 um de diametro. El tamafio de las particulas que
se distribuyen en la circulacién sanguinea debe ser significativamente menor a 5 ym, sin la

formacion de agregados, para garantizar que las particulas no produzcan una embolia. (68)

2.8.1 Evaluacion de la Permeabilidad in vitro

Existen diferentes tipos de modelos in vitro y ex vivo que imitan epitelios del intestino delgado
para la evaluaciéon de la permeabilidad de moléculas. Uno de los modelos ex vivo utilizados
para la investigacion de la permeabilidad es el uso de las celdas de Franz, estas consisten en
un compartimento donante y uno receptor. Entre estos compartimentos se inserta la mucosa
del cerdo y se fija con un retenedor clip de tal manera que el epitelio se enfrenta al donante y
la region del tejido conectivo mira hacia el compartimiento receptor. El uso de mucosa porcina
es debido a que es méas similar a la del humano en estructura y actividad enziméatica.

(69,70,71)
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3. JUSTIFICACION

Actualmente, se acepta de forma general, que la actividad farmacolégica de un compuesto se
ve beneficiada con el uso de formulaciones que conllevan a la seleccién de un sistema de
liberacion especifico para el farmaco el cual debe ser capaz de liberar en tiempo y forma
conveniente para asi conseguir un efecto terapéutico éptimo, por lo cual surge la necesidad
de la busqueda de nuevos sistemas de liberacion, siendo las nanoparticulas un sistema que
ha generado gran interés y relevancia en los ultimos afios en el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacion especialmente para patologias crénicas como la diabetes, gracias a las ventajas
que incluyen: mejoras en la solubilidad, prolongacion del tiempo de vida del farmaco en
circulacion sistémica, liberacion controlada, reduccién de los efectos adversos entre otros, los
cuales ayudan a la modificacion de la farmacocinética del farmaco y cuyos resultados finales

se traducen en mayor biodisponibilidad y por lo tanto un aumento de los efectos terapéuticos.

Debido a la gran problematica existente en la sociedad generada a partir de la prevalencia de
la DM2, resulta de gran interés estudiar la liberacion y permeabilidad de ATAC que tiene
actividad farmacoldgica antiglucémica, desarrollando y caracterizando un nanosistema
polimérico biodegradable buscando mejorar sus propiedades de solubilidad y permeabilidad

para futuros estudios de formulacion.
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HIPOTESIS

4. HIPOTESIS

El sistema de nanoparticulas poliméricas que se desarrollar4 permitird encapsular el nuevo
compuesto con actividad antidiabética ATAC, lograndose obtener una liberacién modificada y

al mismo tiempo mejorar la permeacion intestinal.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema de liberacion modificada basado en un nanosistema polimérico

biodegradable para la administracién de ATAC.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar, adecuar y optimizar el método analitico por cromatografia, para la
cuantificacion del principio activo (ATAC).

2. Mediante pruebas de solubilidad seleccionar los materiales para el desarrollo de la
formulacion del nanosistema (polimero, estabilizante y disolventes).

3. Desarrollar un disefio experimental para optimizar la preparacion de nanoparticulas.

4. Obtener las nanoparticulas poliméricas biodegradables optimizadas, cargadas con la
nueva molécula farmacoldgicamente activa ATAC.

5. Caracterizar fisicamente las nanoparticulas poliméricas obtenidas por distribucion del
tamafio de particula, potencial Z, morfologia, indice de polidispersion y eficiencia de
encapsulacion.

6. Realizar estudios de eficacia in vitro; cinéticas de liberacion y permeabilidad.
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6. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Tabla 5.Reactivos

Reactivos Marca

ATAC Sin marca
Alcohol polivinilico Aldrich mw~31 000
Agua destilada y Hycel
tridestilada

Acetona Fermont
Metanol Fermont
Policaprolactona Aldrich~14 00
Fosfato de sodio dibasico | Fermont
Fosfato de potasio JT. Baker
monobasico

Cloruro de sodio JT. Baker
Acido fosforico Meyer

Acido clorhidrico Meyer
Alcohol etilico Hycel

Tabla 6. Equipos

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica OHAUS PA214 pioner
Bomba de vacio MILLIPORE
Centrifuga EPPENDORF AG 22331 Hamburg
Cromatdégrafo de Liquidos de Alta WATERS 717
Resolucion
Potenciometro OAKTON pH700
Sistema de filtracién MILLIPORE 16309
Sonicador COLE — PARMER 8890
Vortex COLE-PARMER VORTEX MIXER
Parrilla de agitacion MULTI-MAGNESTIR EQ-002
Zeta- sizer MALVERN Nano Series Nano-

2590

Rota evaporador IKA RV 10 digital
Ultracentrifuga BECKMAN L80
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7. METODOLOGIAS
7.1 Preparacion de soluciones
Solucion stock de ATAC (Concentracion: 1000 pg/mL)

Se pes6 aproximadamente 10 mg de ATAC, posteriormente se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 10 mL se disolvié con 5 mL de metanol, se sonicé por 3 minutos, y se llevo al

aforo con metanol grado HPLC.
Solucion de trabajo de ATAC (Concentracion: 100 pg/mL)

Con micropipeta se tomé una alicuota de 1mL de la solucién stock y se diluyé a 10 mL con

fase mavil posteriormente se sonic6 por 3 minutos.
Solucién amortiguadora 0.05 M de NaH2PO4 con 6% de etanol pH 3.5

Se peso6 6.9 g de NaH:PO., se disolvid con aproximadamente 200 mL de agua tridestilada,
después se agregaron 600 pL de alcohol etilico y se ajustd el pH a 3.5 con acido fosférico
finalmente se afor6 a 1 L

7.1.1 Curva de cuantificacién
Se prepard una curva de cuantificacion, como se muestra en la tabla 7

Tabla 7. Preparacion de la curva de calibraciéon de ATAC

Puntos de la Concentracion Vol. del sol. Trabajo | Vol. sol aforo Vol. Final
curva de (ng/mL) de ATAC 100 (ug/mL) (pL) (mL)

calibracion (pL) MeOH
1* 0.5 100 1900 2
2* 1 200 1800 2
3* 2 400 1600 2
4% 4 800 1200 2
5 8 160 1840 2
6 15 300 1700 2
7 30 600 1400 2
8 50 1000 1000 2

*Concentraciones preparadas con solucién de trabajo de concentracion 10 pg/mL

Las condiciones cromatograficas con las que se cuantifico ATAC estan en la tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones Cromatograficas para cuantificar ATAC

Columna Zorbax CN de 4.6 x 250 mm

Fase movil Solucién amortiguadora 0.05 M de NaH,PO, con 0.06% de
etanol pH= 3.5 /metanol (50:50)

Volumen de inyeccidn 20 uL

Longitud de onda 223 nm

Temperatura Ambiente

Intervalo de cuantificacidn 0.5-50 pg/ml

La figura 5 muestra el esquema general para el desarrollo de NPs

Definir las

caracteristicas

del nanosistema

formular

Evaluar las caracteristicas de
las nanoparticulas obtenidas

Optimizar la formulacion
mediante las variables de
respuesta obtenidas

Seleccionar los materiales
para el desarrollo de los
nanosistemas

Obtenery preparar las
nanoparticulas
biodegradables

Hacer la formulacion
optimizada de nanoparticulas

Conocer vy elegir los factores
mas relevantes que afectan
las caracteristicas deseadas

con base a la literatura y

experiencia

Hacer un disefio

diferentes niveles a evaluar

experimental con los factores
mas relevantes y los

criterios establecidos.

Evaluar las caracteristicas y
asegurar que cumple con los

<

/ Caracterizacion de los nanosistemas \

-

optimizados obtenidos:

Talla promedio y dispersién (indice de
Polidispersion)

Potencial Z

Morfologia

Identidad del Compuesto Activo
Interaccion entre los componentes
Eficiencia de encapsulacion

Estudios de liberacion in vitro
Estudios de permeabilidad in vitro

Figura 5. Esquema del desarrollo de Nps
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7.3 Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion de ATAC

Para determinar la identidad del ATAC se obtuvieron los espectros de absorcién de ATAC con
un barrido en la luz UV y Visible, en un rango de 200 a 800 nm con la finalidad de obtener los
méaximos de absorcién y comparar los espectros con las referencias existentes. Para ello se

prepararon varias soluciones de ATAC con diferentes concentraciones (0.5, 2, 10, 25, y 50
Hg/mL)

7.4 Seleccion de materiales

Los disolventes utilizados se eligieron a través de pruebas de solubilidad de la molécula ATAC
y el polimero en diferentes disolventes organicos (etanol, acetona, acetato de etilo y agua).
La solubilidad se determin6é con el método de adicion de volimenes de disolvente hasta
obtener la saturacion del soluto.

7.4.1 Prueba de solubilidad

Se pesaron 10 mg de cada compuesto (ATAC, PCL Y PVA) cada uno se colocé en un tubo
de ensayo y se agregaron los disolventes a evaluar en cantidades de 100 pL (etanol, metanol,
agua, acetona, acetato de etilo, buffer pH 6.8) posteriormente se agito por 3 minutos en el
vortex, repitiendo el procedimiento de adicion de disolvente hasta que el compuesto estuviera
disuelto. Se registré la cantidad de microlitros agregados de cada disolvente evaluado.

7.5 Diseino experimental

para la preparacion de NPs
El disefio experimental se obtuvo mediante el Software StatGraphics Centurion XVI, este fue
un disefio de cribado, en la tabla 9 se muestran los factores y los niveles utilizados, asi como

las variables de respuesta a evaluar. La matriz experimental obtenida se encuentra en la tabla

10 en la que se muestran los nueve experimentos que se realizaron.
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Tabla 9. Factores, niveles y variables de respuesta del disefio experimental

Factores Niveles Variables de respuesta
1. Concentracion de polimero 4y 16 mg/ml e Talla promedio
2. Concentracién de estabilizante 2.5y 10 mg/ml e Potencial Z

3.Dosis del farmaco 10y 30 mg

e Eficiencia de encapsulacion

Tabla 10. Matriz de disefio experimental

Experimento ‘ PCL (Xa1) PVA (X3) ‘ Farmaco (Xs)
1 4 2.5 10
2 16 2.5 30
3 16 10 10
4 10 5 20
5 4 2.5 30
6 16 10 30
7 4 10 30
8 4 10 10
9 16 2.5 10

Unidades: X1 (ug/ml), X2 (ug/ml), X3 (mg)

7.6 Preparacion de nanoparticulas de PCL por el método de nanoprecipitacion

Se peso la cantidad de PCL y ATAC segun la formulacion a realizar de acuerdo a los niveles
de cada factor en el disefio experimental estas cantidades fueron disueltas en 25 mL de
acetona (Solucién A).

Se peso el estabilizador (PVA) a la concentracién requerida para cada experimento y fue

disuelto en 50 mL de agua destilada (solucion B).

La solucién A se carg6 en una jeringa de 20 mL, en este caso se hizo la adaptacion de un
equipo Karl Fisher para tener un mejor control del volumen y agitacion constante utilizados.
Posteriormente desde este dispositivo se adicioné gota a gota la soluciéon A (a una velocidad
constante de 60 gotas/ min aproximadamente) sobre el vaso de la solucion B que se
encontraba en agitacion. Al término de la adicién de la solucion A se dej6 en agitacion por 5
minutos mas, obteniendo una suspension A, la cual se someti6 a la evaporacion del disolvente

en agitacion contante en una parrilla manteniéndose en agitacibn constante por
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aproximadamente 3 horas ( hasta que el volumen utilizado de acetona se evaporara de la
suspension y el olor ya no estuviera presente) con una temperatura de aproximadamente 50°C

y el cual no debia sobrepasar los 56 °C ya que el punto de fusién de la PCL es de 60°C.

En tubos para centrifuga de 50 mL se coloco la suspension A obtenida, se centrifugd durante
1.5 horas a 11 000 rpm a 4°C en una ultracentrifuga. Se recupero el pellet (estas son las NPs)
y se resuspendi6 con agua destilada 5 mL aproximadamente, por cada 10 mL de
nanoparticulas resuspendidas se agregarén 100 mg de D-manitol para almacenarlas a -70°C
para su posterior liofilizacion. Se tomé una alicuota de 1.5 mL para medir el potencial Z y el

tamafio de particula.

El sobrenadante que quedd después de centrifugar se guard6 para cuantificacion de ATAC

libre.La liofilizacién se llevé a cabo por aproximadamente 24 horas a una temperatura de 40°C.
7.7 Optimizacion de las NPs

La optimizacién se hizo para conocer cuales son los niveles adecuados a utilizar de los
factores (X1, X2, X3) para obtener las mejores variables de respuesta (Y1, Yz, Y3) segun los
niveles explorados. Buscando la obtencién de NPs con la talla mas pequefia posible, el mayor

potencial Z y la mejor EE %.

Para obtener la formulacién optimizada se utiliz6 el método de superficie de respuesta de la
matriz exploratoria en el software Statgraphics Centurion XVI, la produccion de estas NPs fue

por triplicado con la metodologia de nanoprecipitacion.

7.8 Caracterizacion

7.8.1 Tamaiio de particula por dispersion de luz dinamica

Se colocé 1 mL de la suspension de NPs en una celda de plastico de 1 cm de grosor y se
leyeron en un equipo Zetasizer nano ZS90, a un angulo de deteccion de 90°, con 3
repeticiones (de 11 lecturas cada una) para cada muestra y un tiempo de equilibro de 30 s a

una temperatura de 25°C.
7.8.2 Determinacion de potencial Z

Se colocé la cantidad suficiente de la suspension de NPs en una celda especial para
determinacién del potencial Z para cada muestra, estas se leyeron en el equipo Zetasizer
nano ZS90, con 3 repeticiones (11 lecturas para cada una) y un tiempo de equilibrio de 30 s

a una temperatura de 25°C.
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7.8.3 Determinacion del rendimiento

Una vez obtenidas las particulas liofilizadas se pesaron para determinar el rendimiento

porcentual con la siguiente formula:

L. Peso de las NPs liofilizadas
Rendimiento (%) = Peso tedrico de sélidos x100

En donde el peso tedrico de sélidos en la formulacién corresponde a la suma de los pesos de

cada componente empleado para la fabricacion de las NPs (ATAC, PCL).
7.8.4 Evaluacion de la eficiencia de carga

La eficiencia de la carga de NPs se realizé pesando 10 mg de NPs los cuales fueron colocadas
en tubos Corning con 5 mL de acetona y se pusieron en agitaciéon durante 8 horas en un
vortex. Posteriormente se colocaron 30 minutos en sonicacion y se centrifugaron a 11000 rpm
en una centrifuga durante 30 minutos, se tomaron 200 pL del sobrenadante y se llevo a
volumen de 1 mL con acetona, esta Ultima fue inyectada en el HPLC para cuantificar la

concentracion de ATAC disponible.

Con la siguiente férmula se calcul6 la eficiencia de carga, la evaluacién se realiz6 por cada
lote.

Cantidad total de ATAC encapsulado

EC (%) =
(%) Peso inicial de ATAC

7.8.5 Morfologia de las NPs por Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se resuspendieron aproximadamente 0.5 mg de NPs liofilizadas (NPs con ATAC y NPs sin
ATAC) en agua destilada, de la cual se tomaron aproximadamente 50 uL y se colocaron en
un portaobjetos, expandiendo la muestra por toda la superficie de este, se dejé secar y al dia
siguiente las muestras fueron recubiertas con oro con un espesor aproximado de 10 nm, en
una maquina de pulverizacion catédica marca JEOL, modelo JFC-1100, durante 3 minutos
para otorgar conductividad, después fueron observadas en el microscopio electronico de
barrido marca JEOL, modelo JSM-7600F, del Instituto de Investigaciones en Materiales de la
UNAM.
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7.8.6 Espectroscopia Inflarroja (IR)

Para corroborar la identidad y obtener el patrén de referencia de cada compuesto a utilizar,
asi como la mezcla de estos. Se prepararon pequefias cantidades de cada materia prima
utilizadas para preparacion de NPs (ATAC, PCL Y PVA) asi como la Mezcla fisica y las NPs
con y sin ATAC para obtener el espectro IR, cada muestra se colocé sobre un cristal ATR en
un espectrometro de infrarrojo, con las condiciones de 500-4000 cm™ y 150 escaneos para

cada muestra.
7.8.7 Difraccion de Rayos X de Polvos (DRXP)

Igual que para IR se prepararon pequefias cantidades de cada materia prima utilizadas para
la preparacion de NPs (ATAC, PCL Y PVA) asi como la Mezcla fisica y las NPs con y sin
ATAC, cada muestra se colocé en la platina del difractdmetro rayos X para polvos con

condiciones de 5 a 45° (20) durante 20 minutos.
7.8.8 Calorimetria diferencial de barrido

Se pesaron crisoles herméticos de aluminio de baja masa cada uno con su respectiva tapa la
cual fue perforada antes de ser pesada, posteriormente se pesaron aproximadamente 5 mg
de cada muestra (materias primas, mezcla fisica, NPs con y sin ATAC), y con ayuda de una
prensa los crisoles con su respectiva tapa fueron sellados, estos se colocaron en un
calorimetro marca Mettler Toledo junto a un crisol de referencia. Las muestras se analizaron
a una velocidad de 20°C/min, con un rango de temperatura de 30 a 250 °C, con un flujo de

nitrégeno de 50 mL/min. Como referencia se us6 indio para calibrar el equipo.
7.9 Estudio de liberacion in vitro

El estudio de liberacion se realiz6 por triplicado utilizando las NPs optimizadas de tres
diferentes lotes, el compuesto ATAC en suspensién y un blanco de NPs sin ATAC. Se pesaron
aproximadamente 10 mg de NPs de cada lote y 0.5 mg del compuesto ATAC, se colocaron
en bolsas de didlisis (12 000 kDa) de 8 cm, resuspendiendo con 2 mL de buffer pH1.2 (figura
6 A). La liberacion se hizo en buffer pH 1.2 las primeras 2 horas y enseguida la misma bolsa
de dialisis fue colocada en el pH 6.8 con un volumen de 200 mL para cada vaso, al cual se le
colocé un agitador magnético, enseguida se colocaron dentro de un sistema parecido a un
equipo de disolucion con una temperatura del bafio de 37°C (figura 6 B), las bolsas de didlisis
se adaptaron para ser sumergidas en los vasos de precipitado (figura 6 C) y se procedio a
encender el equipo a una agitaciébn aproximada de 100 rpm. Se tomaron muestras a los
siguientes tiempos: 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 20, 24, 30, 36, y 48 horas, las cuales se midieron

por medio de HPLC. Es importante mencionar que la muestra tomada a cada tiempo (1mL)
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fue remplazada con la misma cantidad de buffer correspondiente para mantener el volumen
constante y condiciones Sink. Se reporta el perfil de liberaciébn en graficos de porcentaje
liberado vs tiempo.

Figura 6. A) Bolsas de dialisis con Nps en suspension, B) Bolsas de dialisis colocadas en el medio de

liberacidn a agitacién constante, C) Equipo utilizado para el estudio de liberacidn de las NPs.

7.10 Estudio de permeabilidad /in vitro

El estudio de permeacion se realizé en celdas de difusion de Franz la figura 7 muestra un
esquema representativo del tipo de celda utilizada. El area de difusion fue de 12.56 cm? la
cual fue recortada segun el diametro de las camaras de la celda (figura 8 A). En cada camara
receptora se coloco un agitador magnético pequefio y después la camara receptora se llen6
con 11 mL de buffer pH 6.8, se puso la membrana cuidadosamente del lado correcto segun
cada camara (figura 8 B). La membrana utilizada fue intestino de cerdo especificamente el
duodeno, este se consiguié en un rastro el cual fue entregado lavado y colocado en solucién

salina.

En el compartimento donador se adicionaron 2 mL de una suspension de NPs la cual se
prepar6 de la siguiente manera; Se pesaron aproximadamente 10 mg de cada uno de los 3
lotes de NPs y 1 mg del compuesto ATAC por triplicado en tubos ependorf se resuspendieron
y con ayuda de una micropipeta de 1mL se adicionaron a la cAmara donadora de las celdas,
se taparon y se colocaron en el bafio del equipo a 37°C a 100 rpm durante 48 horas (figura 8
C). Los tiempos de muestreo fueron los mismos que en el estudio de liberacién tomando una

alicuota de 200 pL y con reposicion del medio.
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Memggana ! g l/ Compartimiento donador

ompartimiento receptor

gitador magnético

Figura 7. Esquema de una celda de Franz vertical

Figura 8. Preparacion del estudio de Permeabilidad A) Corte de intestino de cerdo, B)Colocacion de
un area determinada de intestino en la parte receptora de la celda de Franz, C) Equipo para la

prueba de permeabilidad.

34



RESULTADOS Y DISCUSION

8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de la longitud de onda de maxima absorcion

En la figura 9 se muestra el espectro de absorcion de ATAC, en un rango de 200 a 400 nm.

La longitud de méxima absorcion de ATAC es de 223 nm.

223 nm
2.5 '
50 pg/mL
—| 25 pg/mL
2.0 —| 10 pg/mL
——| 20 pg/mL
—r| 0.5 pg/mL

AU

A (nm)

Figura 9 . Espectros de absorcidon en UV de ATAC en la region de 200 nm a 400 nm a distintas

concentraciones

8.2 Pruebas de solubilidad

Se realizo la solubilidad de los materiales a utilizar en varios disolventes. La tabla 11 muestra
los resultados de solubilidad obtenidos, con base a los resultados se decididé usar acetona
como disolvente para obtener las NPs, ya que tanto el polimero (PCL) como el compuesto
ATAC fueron solubles en este, siendo ademas un disolvente que es miscible en agua y volatil
para evaporar, caracteristicas que son deseables para llevar a cabo la formacion de NPs por

el método de nanoprecipitacion.
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Tabla 11. Pruebas de solubilidad de los compuestos a utilizar

Volumen de disolvente (pL)

ComPUESto Alcohol | Diclorome- | Acetato 203y Agua EOEr O P
(5 mg) etilico tano de etilo Acetona Metanol | fosfatos desfilada fosfatos fosfatos
pH 7 pH1.2 pH6.8
ATAC 800 NS 1200 500 400 5000 NS NS 5000
el NS 700 400 200 NS NS NS NS NS
CAPROLACTONA
PVA NS NS NS NS NS 300 300 500 300
NS: No soluble

Otra de las pruebas de solubilidad importantes fue la de las materias primas en los Buffers a
utilizar para llevar a cabo los estudios de liberacion y permeabilidad (Buffers de fosfatos pH1.2
y pH 6.8) en donde se observé que la solubilidad de ATAC es mejor en pH 6.8 debido a su
naturaleza acida lo cual sugiere tendrA mejor disolucibn en pH 6.8, en cuanto a
policaprolactona esta no es soluble en ninguno de los dos buffers sin embargo existen
diversos estudios en donde se usa como portador en muchos tipos de sistemas de

administracion de farmacos de uso humano y veterinario dando buenos resultados.

8.3 Linealidad del método cromatografico

La figura 10 y la tabla 12 muestran los parametros de desempefio del método analitico para
la cuantificacion de ATAC, en donde se observa que el método cumple con los criterios
establecidos de linealidad, precision y exactitud, bajo los rangos especificados tomando como
guia la NOM 177-SSA1-2013 asegurando resultados confiables.
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Figura 10. Curva de cuantificacion de ATAC

Tabla 12.Parametros de desempeiio del método analitico

PARAMETRO CRITERIO RESULTADO
Coeficiente de 0.99 0.9999
correlacion (r)

Coeficiente de 0.98 0.9998
determinacion

(r2)
Precision <2 1.88
Exactitud <3 2.78
IC SUP INF

IC (m) | 1979.42 | 81243.07  77284.23
IC(b) | 10647.45 | 263429 | -18660.60

Para asegurar que el método es selectivo para la cuantificacion de ATAC se inyectaron
muestras blanco de los diferentes estudios, la figura 11 muestra una serie de los
cromatogramas mas importantes de las diferentes muestras procesadas donde se observa
gue no hay interferencia de algun otro analito para la cuantificacion de ATAC el cual tuvo un

tiempo de retencion de 7 + 0.5 minutos.
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Figura 11. Cromatogramas; (A) Blanco, (B) Estandar de ATAC, (C) NPs sin ATAC,
(D) NPs con ATAC, (E) Muestra de liberacidn, (F) muestra de permeabilidad in

vitro.
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8.4 Caracteristicas del sistema nanoparticulado a desarrollar

La tabla 13 y 14 especifica las caracteristicas planteadas en un inicio del tipo de nanositema
gue se queria formular tomando en cuenta la via de administracion, los materiales disponibles,
el método de elaboracion del tipo de nanoparticula y la solubilidad de las materias primas. La
eleccion de todos los pardmetros fue con ayuda de informacién bibliografica, enfocando la

formulacion a una posible incorporacién a una via de administracion oral.

Tabla 13. Caracteristicas del sistema

Tipo de nanoparticula Nanoesferas

Objetivo del sistema aumentar la liberacion y permeabilidad

Enfoque de elaboracion Bottom up (produccion de abajo hacia arriba)

Método de elaboracién Nanoprecipitacion

Via de administracion Oral

Tamario de particula deseado 200-500 nm

Potencial Z 6ptimo +30 mv

Tabla 14. Materiales para el desarrollo de los nanosistemas

Polimero biodegradable Policaprolactona (PM:14000)
Disolvente organico Acetona

Disolvente acuoso Agua

Estabilizantes Alcohol polivinilico
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8.5 Diseno experimental exploratorio en Statgraphics

Se eligieron los factores considerados como mas relevantes para la fabricacion de las NPs
con base a la literatura. Esto con el fin de establecer el tipo de disefio experimental a realizar

tomando en cuenta los niveles a explorar y las variables de respuesta.

Se decidi6 realizar un disefio exploratorio para observar los factores que influyen en el proceso
del desarrollo de las NPs y poder llevar a cabo el proceso de optimizacion, con el software
Statgraphics Centurion XVI cuya matriz de disefio corresponde a la tabla 15 la cual muestra
los pardmetros de los 9 experimentos realizados y los resultados de cada variable de
respuesta analizada.

Tabla 15. Variables de respuesta obtenidos

Experimento Farmaco Talla  Potencial
PCL (X1) | PVA (X3) (X3) (Ya) Z(Y2) % EE (Y3)
1 4.0 2.5 10.0 272.3 -27.3 48.6
2 16.0 2.5 30.0 420.0 -24.9 48.6
3 16.0 10.0 10.0 346.0 -29.2 40.9
4 10.0 5.0 20.0 336.0 -31.3 44.5
5 4.0 2.5 30.0 251.0 -23.8 28.2
6 16.0 10.0 30.0 325.0 -27.7 59.2
7 4.0 10.0 30.0 249.0 -22.6 50.7
8 4.0 10.0 10.0 255.0 -27.7 24.1
9 16.0 2.5 10.0 381.0 -27.7 23.5

Unidades de las variables; X1 (pg/mL), Xz (pg/mL), X3 (mg)

Posteriormente los datos obtenidos se analizaron con el mismo software antes mencionado
para obtener la optimizacion de NPs de ATAC, asi como analizar los factores que tienen
impacto en la formulacién.

La magnitud del efecto de los factores y sus interacciones se pueden ver con las graficas de
Pareto (figuras 14,13 y 14), donde los factores significativos son aquellos que pasan la linea
en color azul, observando que en el gréafico que corresponde para la talla la PCL es el factor
gue mas influye en el tamafio promedio de las NPs obtenidas. Las barras color gris indican
que existe un efecto positivo en el tamafio, es decir el tamafio aumenta cuando los niveles del
factor aumentan, mientras que las barras en color azul indican que existe un impacto negativo

(la respuesta disminuye cuando los niveles del factor aumentan).
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Talla
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Figura 12.Grafico de Pareto estandarizada para la talla promedio

Diagrama de Pareto Estandarizada para Potencial Z
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Figura 13. Grafico de Pareto estandarizada para el potencial Z
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Figura 14. Grafico de Pareto estandarizada para la Eficiencia de encapsulacién
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8.5.1 Optimizacion

Para obtener NPs optimizadas es decir con las mejores caracteristicas evaluadas en cuanto
a eficiencia de encapsulacion, talla y potencial Z, asi como el indice de polidispersién se utilizé
el método de superficie respuesta en el software Statgraphics Centurion XVI, con el cual se
predijeron los niveles 6ptimos de los factores, la tabla 16 muestra dichos valores. Cabe
mencionar que el factor concentracion de PVA se coloca el nivel mas bajo utilizado en los
experimentos exploratorios ya que se observo que no afecta la respuesta esperada segun el
grafico de la figura 15 que muestra el contorno de superficie de respuesta estimada donde se
observa el grado de deseabilidad que tenemos al realizar la formulacion optimizada, es decir
que tanta probabilidad hay de que los resultados sean los predichos, en este caso obtuvimos
una deseabilidad del 0.72 por lo tanto asumimos que existia un 72% de probabilidad de
obtener la formulacion optimizada con las respuestas esperadas. La tabla 16 muestra las
condiciones para formular las NPs optimizadas esperando el menor tamafio de talla, el mayor
potencial Z y el mayor % de eficiencia de encapsulacion. La produccion de NPs se llevé a

cabo por triplicado mediante el método de nanoprecipitacién.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Farmaco=26.4978

25 I Deseabilidad
0.0-0.1
am 0.1-0.2
0.2-0.3
0.3-0.4
0.4-0.5
0.5-0.6
0.6-0.7
0.7-0.8
0.8-0.9
0.9-1.0

22

19

16
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T I T I T
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Figura 15. Grafico de contornos de la superficie de respuesta estimada.
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Tabla 16.Valores 6ptimos vs valores reales

Factores 6ptimos Variables de Valor Valor Error de la
Deseabilidad = Respuesta predicho experimental prediccion
0.724775

329.451 |359.63+7.27 | 22.909-
37.449

PVA (mg/mL) | 10.00 Potencial Z 27.9253 | -10.23+0.49 | 17.20-18.18

(mVs)
ATAC (mg) 26.49 EE (%) 59.2 62.60 + 3.48 0.08-6.88

Se muestran valores promedio (n=3) +D.E.

La tabla 17 contiene los resultados de las formulaciones optimizadas tomando en cuenta
datos adicionales como el PDI, %CC y el % de rendimiento

Tabla 17.Resultados de las formulaciones de NPs 6ptimizadas

Experimento PDI Potencial Rendimiento
Z %
FIA 361.2 0.441 -9.89 58.96 4.385 65.28
FIB 351.7 0.448 -10.8 65.90 4.737 66.78
FIC 366 0.182 -9.99 62.93 5.177 58.95
Promedio 359.63 0.36 -10.23 62.60 4.77 63.67
D.E 7.2776 0.1516 0.4990 3.4808 0.3965 4.1565
%CV 2.0236 42.4635 -4.8797 5.5605 8.3183 6.5283

8.6 Espectroscopia Infrarrojo IR

Los estudios de IR nos brindan informacion estructural de los compuestos, permiten detectar
algunos de los grupos funcionales que estdn presentes en las moléculas y posibles
interacciones, por lo tanto a menudo se usa para identificar y o caracterizar estructuras. En
esta técnica, un haz de luz infrarroja incide sobre la materia y provoca vibraciones de los
atomos de la molécula. Las vibraciones son especificas a determinadas frecuencias de los
enlaces quimicos, que corresponden a niveles de energia de la molécula que seran

detectados por el equipo, las sefiales dependen de la forma de la superficie de energia
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potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas atémicas y, posiblemente, el
acoplamiento vibracional. La cantidad de luz absorbida es registrada continuamente, el rango
de longitudes de onda de interés, por lo general, 4000-400 cm™. (35) Segun la fortaleza de los
enlaces y la masa de los &tomos implicados serd necesaria mas o menos energia para que
se produzca la absorcion de la radiacion. Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se puede
usar como “huella dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas mediante la
comparacion con espectros de referencia. Ademas de que cada cambio es propio de cada
molécula nos puede dar informacion sobre la formacion de nuevos enlaces y los cambios que
pudieran ocurrir al mezclarse fisicamente o al convertirlas en particulas.(34,36)

En la figura 16 se muestran los espectros de infrarojo de ATAC, PCL,PVA, la mezcla fisica,
NPs con y sin ATAC en donde cada pico representa un tipo de vibracién especifica.

De 1500 cm™ a 500 cm™ se encuentran las huellas dactilares de las materias primas, de la
mezcla fisica y de las NPs, se pueden observar las diferencias que hay entre las bandas de
ATAC, PVA, Y PCL y en menor medida se aprecian las diferencias entre las bandas de PCL
y las NPs con y sin ATAC ya que parecen ser muy similares, esto debido a que en su mayoria
contienen PCL, sin embargo el espectro de NPs con ATAC muestra una sefial caracteristica
a 1590 cm™ que también fue visible en el espectro de ATAC lo cual indica la presencia de
ATAC en las NPs, es decir comprueba que la incorporacion de ATAC realmente se llevo a
cabo. Respecto a sefales de PVA en las NPs estas no se esperaban ver ya que la finalidad

de los lavados a las NPs en el metodo de fabricacion era la eliminacién de PVA.

La regién del espectro situada entre 4000 y 1500 cm™ es de gran utilidad para la identificacion
de la mayoria de los grupos funcionales presentes en las moléculas organicas. Las
absorciones que aparecen en esta zona, provienen fundamentalmente de las vibraciones de
estiramiento. En las tablas 18 y 19 se muestran los niumeros de onda especificos de las

sefales generadas por cada compuesto de acuerdo a sus grupos funcionales.

En el espectro de PCL, NPs con y sin ATAC se observa una sefal a 1693 cm? la cual
corresponde al estiramiento de dobles enlaces C=C, las sefiales en 1718 cm™ corresponden
a un carbonilos C=0, sin embargo, en el caso de ATAC la sefial es méas débil 1693 cm™ debido
a la existencia de resonancia en la molécula, las sefiales en 3240 cm™ corresponden al
estiramiento del enlace C-H, la sefial en 3345 cm™ en el PVA corresponde al estiramiento de
un grupo —OH donde se aprecia una banda ancha caracteristica de este grupo, también se
observan sefiales de C=C en 1650 cm™ en del espectro de ATAC y sefiales en 2949 cm*

indicando enlaces C-H en todos los espectros.
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Figura 16 Espectros de IR de las materias primas (ATAC, PCL, PVA), de la mezcla fisica, y de NPs,

cony sin ATAC

Tabla 18. Sefiales caracteristicas en IR de ATAC

ATAC

Sefial cm™ Enlace
664 C-Cl
787 Sistema aromatico para- sustituido

(posicion 1,4)
675-900 C-H (Ar)
650-1000 C=C (Ar)

1000-1250 C-O (Ar)
1350 N-C

1475-1600 Cc=C
1688 C=0
3250 N-H

Figura 17. Espectros de las materias primas (ATAC, PCL, PVA), de la mezcla fisica, y de NPs,
cony sin ATAC.
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Tabla 19. Seiiales caracteristicas en IR de PVA y PCL

PVA PCL
Sefal cm™ Enlace Sefial cm™ Enlace
1000-1250 Cc-O0 1168 C-O-C
1380 C-H (CH) 1000-1250 C-O
1466 C-H (CHy) 1466 C-H (CHy)
2909-2939 C-H (CH5) 1720 C=0
3319 O-H 2865-2944 C-H (CH5)

8.7 Morfologia de las NPs

La morfologia de las NPs fue determinada por microscopia electronica de barrido (SEM), la
cual nos proporciono informacion sobre la topografia de las NPs de ATAC la figura 18 A
muestra NPs sin ATAC mientras que la figura 18 B NPs cargadas con ATAC en ambas se
observaron estructuras esfericas y sélidas de tamafio nanometrico, lo cual confirma la
formacion de NPs por el método de nanoprecipitacion con las condiciones de trabajo
propuestas. Cabe mencionar que las NPs de la figura 18 A son mas pequefias y menos
aglomeradas que la figura 18 B, debido a que a estas Ultimas se les adicion6 el crioprotector

al liofilizarlas y esta aglomeracion posiblemente sea debido a este ultimo tratamiento.

— 100nm IIM - 100nm IIM
X 100,000 0.50kV SEI GB_HIGH W] X 50,000 0.50kV SEI GB_HIGH Wi

Figura 18. Micrografias por SEM de (A) Nps sin ATAC (B) Nps cargadas con ATAC
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8.8 Difraccion de Rayos X de polvos

Los resultados difraccion de rayos X se muestran en la figura 19 en donde se observaron los
difractogramas de PCL, ATAC, PVA, y NPs con y sin ATAC los cuales tienen una serie de
picos con diferentes angulos de difraccion atribuidos a los planos cristalogréficos de cada
muestra, especialmente debido a la presencia de PCL que es un polimero semicristalino
dando un patrén de difraccion intenso y definido para la muestra pura a 21.37°y 23.67°. ATAC
muestra un patron de difraccion con picos mas pequefios y con bandas méas anchas lo cual
indica baja cristalinidad o posibles impurezas. El difractograma de la mezcla fisica muestra
todas las sefales esperadas de PCL, ATAC y PVA.

Las muestras de NPs con y sin ATAC parecen ser muy similares mostrando picos menos
intensos indicando que la cristalinidad de PCL disminuyo después de la formacion de las NPs,
el difractograma de NPs con ATAC muestra ligeramente mayores sefiales de ruido indicando

una posible fase amorfa de PCL y ATAC al estar en contacto.

NPs con ATAC

NPs sin ATAC
Mezcla fisica

PVA

ATAC
B, VN N\__N\—A.J‘

2 theta (grados)

Figura 19. Difractogramas de las materias primas, las mezclas fisicas y las NPs con y sin ATAC.
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8.9 Calorimetria Diferencial de Barrido

En la figura 20 se muestran los termogramas de PCL, ATAC, PVAy NPs con y sin ATAC en
donde se observan los distintos comportamientos de los fenémenos térmicos que se
presentan y las temperaturas a las que estos ocurren. En el caso de PCL se presenta un pico
endotérmico a 66.07°C el cual corresponde a su temperatura de fusién indicando ser un
material homogéneo, la sefial particular de transicion vitrea(Tg) caracteristica de los polimeros
no fue posible detectarla ya que esta ocurre a -60 °C. El termograma correspondiente a ATAC
muestra dos sefiales que son menos definidas lo cual hace referencia a un material menos
cristalino, la primera podria asociarse a la perdida de agua, mientras que la segunda al punto
de fusion que es precedida por una linea con tendencia ascendente indicando su
descomposicion. El termograma de PVA muestra de manera clara la sefial correspondiente a
su Tg (temperatura de transicion vitrea) en aproximadamente 192°C. En el termograma de la
mezcla fisica se observan sefiales menos definidas, el pico exotérmico que se atribuye a la
presencia de PCL a 53.60°C y una sefial mas a 189.18°C ademas de la tendencia ascendente
gque indican el contenido de PVA y ATAC respectivamente. En los termogramas de las NPs
con y sin ATAC estos son muy similares solo se observé un pico endotérmico definido que se
encuentra muy cerca del punto de fusion de PCL a 53°C este desplazamiento podria deberse
al proceso de fabricacién de las NPs, es importante mencionar que no se observé ninguna
otra sefial caracteristica de ATAC en estos dos ultimos, por lo cual con base a estos
termogramas y a los estudios de DRX, ATAC podria estar generando una fase amorfa al

incorporarse con PCL.
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Figura 20.Termogramas de las materias primas, mezclas fisicas y NPs con y sin ATAC

8.10 Evaluacion in vitro del perfil de liberacion

Se evalué el perfil de liberacion de las NPs cargadas con ATAC (lote 6ptimo, por triplicado)
asi como de ATAC libre (por triplicado), y NPs sin ATAC este Ultimo utilizado como blanco
para comprobar que no habia interferencias en las sefiales generadas por parte del polimero
o del medio de disolucion en el trascurso del tiempo que interfirieran con la cuantificacion de
ATAC. Este estudio se realizé a pH 1.2 durante las primeras dos horas y a pH 6.8 hasta 24
horas. La figura 21 muestra los resultados de dichas evaluaciones en donde se observa que
las NPs liberaron méas del 90% de ATAC en aproximadamente 4 horas, mientras que ATAC
no encapsulado libera aproximadamente 45% de ATAC, esto puede deberse a la baja
solubilidad de ATAC, evidenciando que las NPs de ATAC ayudan en este proceso al tener un
mayor porcentaje de ATAC liberado, al relacionar este resultado con los estudios de
caracterizacion anteriormente mencionados se concluye que ATAC en NPs se encuentra en
estado amorfo mencionando como dato importante que los compuestos en este estado
disuelven mas rapido que los que se encuentran en forma cristalina.

Tambien se observé que la liberacion de ambas formas en las que se encuentra ATAC ocurre

la liberacién a ambos pHs 1.2y 6.8 .
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Figura 21.Perfiles de liberacion de NPs de ATAC y ATAC. Se muestran valores promedios de NPs +EE

n=3

Una vez obtenidos los perfiles de liberacién, estos se ajustaron a diferentes modelos
matematicos con la finalidad de proponer un mecanismo por el cual ocurre la liberacién de
ATAC desde las NPs. En la tabla 20 se muestran los valores de r?> obtenidos para cada
modelo, asi como la respectiva constante, observando que el que tiene mejor ajuste fue el
modelo de Baker con una r? de 0.957 este modelo describe la liberacién del compuesto a partir
de matrices esféricas por difusion. Respecto al tiempo de liberacion se esperaba que fuera
mas prolongado; sin embargo, es importante tomar en cuenta que la velocidad de degradacion
de PCL, la cual ocurre por hidrdlisis de sus enlaces éster, depende de varios factores como
son: los aditivos, la forma y del tamafio de las NPs, para obtener una liberacion mas
prolongada se requieren NPs con mayor tamafio. Otro de los motivos por los cuales no se vio
este tipo de liberacion puede ser debido a que ATAC se encontraba en las capas superficiales
externas de las NPs.

Tabla 20. Valores obtenidos de la regresion de los perfiles de liberacion

Modelo matematico r2 Constante
Orden Cero 0.467 Ko=2.852 h!
Primer Orden 0.214 K1=0.034 h!
Higuchi 0.697 Kny=0.178 h™1/2
Hixon-Crowell 0.881 Knc=0.0311/3
Baker 0.957 K=0.330 h'/2
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8.11 Evaluacion in vitro de la permeabilidad

En la figura 22 se encuentra la gréfica de permeabilidad que muestra que las NPs de ATAC
permearon en mayor porcentaje comparadas con ATAC libre en un 30% al cabo de 56 horas
esto se debe a que la naturaleza quimica de la NPs es méas afin a la membrana que la
naturaleza de la molécula ATAC libre, ademas de que la capacidad de carga de la NPs ayuda
a la permeabilidad de méas de una molécula de ATAC lo cual facilita el transporte y hace que
se incremente la permeabilidad. En la tabla 21 se encuentra el promedio de las constantes
de permeabilidad en donde se obervan que son muy similares, (NPs= 0.00140 cm/h,
ATAC=0.00137 cm/h) esto ocurre debido a que el calculo se hace tomando la region lineal de
las primeras 8 horas en donde los perfiles son muy parecidos, al realizar un estadistico para
comparar estos resultados se obtuvo que no existe diferencia significativa (pvaior>0.05) en
estas constantes (ver tabla 22), sin embargo, cabe mencionar que a pesar de que existe una
mayor velocidad de permeabilidad en un inicio por ATAC, este va disminuyendo conforme

pasa el tiempo y a las 15 horas las Nps de ATAC tienen un porcentaje acomulado de
permeacion mayor.
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Figura 22 Perfiles de permeabilidad de NPs de ATAC y ATAC. Se muestran valores promedios de
NPs +EE n=3
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Tabla 21. Coeficientes de permeabilidaad de NPs de ATAC y ATAC sin encapsular

Coeficientes de permeacion K, (cm/h)

NPs ATAC

R1 0.00139 0.00134

R2 0.00149 0.00137

R3 0.00132 0.00140
Promedio 0.00140 0.00137

Tabla 22. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

NPs ATAC
Media 0.001401939 0.00137142
Varianza 7.22031E-09 6.584E-10
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 3.93935E-09
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0.59561595
P(T<=t) una cola 0.291747956
Valor critico de t (una cola) 2.131846786
P(T<=t) dos colas 0.583495912

Valor critico de t (dos colas) 2.776445105




CONCLUSIONES

9. CONCLUSION GENERAL

Se obtuvieron NPs poliméricas esféricas biodegradables de policaprolactona logrando la
incorporacibn de ATAC en un 62.60 % + 3.48 %, se caracterizaron y evaluaron,
comprobandose que al encapsular ATAC en NPs se genera una modificacion en la liberacion
y permeabilidad intestinal con una mejora del 40% y 30% respectivamente comparada con
ATAC libre.

9.1 CONCLUSIONES PARTICULARES

e Se implementé y adecu6 el método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para la cuantificacion de ATAC en las muestras analizadas en
estudios de liberacibn y permeabilidad desde una la matriz polimérica de
policaprolactona

e Los materiales que se seleccionaron para el desarrollo de la formulacion del
nanosistema por el método de nanoprecipitacion fueron; policaprolactona, alcohol
polivinilico, ATAC, acetona y agua.

e Se optimizaron NPs de policaprolactona cargadas con ATAC mediante un disefio
exploratorio eligiendo como factores criticos; la cantidad de polimero, estabilizante y
ATAC (X1, X2, X3) y como factores de respuesta; la talla, el potencial Z y la eficiencia
de encapsulacion (Y, Y2, Y3).

e Las nanoparticulas optimizadas que se caracterizaron presentando un tamafio
promedio de 359.63 + 7.27 nm, donde el farmaco se encuentra disperso
molecularmente en la matriz polimérica en una fase amorfa, sin interacciones
significativas entre el farmaco y el polimero con un potencial Z de -10.23 £ 0.49 mv,
con una eficiencia de encapsulacion del 62.60 + 3.48 %, un indice de polidispersién
de 0.36 £ 0.151 y un rendimiento de 63.67 + 4.16%.

e Las NPs poliméricas de PCL liberaron alrededor del 90% de ATAC al cabo de 8 horas
en pH 6.8.
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PERSPECTIVAS Yo

10.PERSPECTIVAS

e Probar este sistema en modelos in vivo para obtener una mejor vision de la eficacia 'y
seguridad de los mismos.

e Llevar a cabo el escalamiento de las NPs optimizadas.

o Formular estos sistemas en alguna forma farmacéutica que facilite su administracion.

o Ampliar los niveles de estudio del disefio exploratorio para mejorar la eficiencia de
encapsulacion.

e Probar otros métodos para la elaboracion de NPs y compararlas con los resultados de
este trabajo.

e Realizar estudios de permeabilidad en celdas de Franz de controles de moléculas de
alta y baja permeabilidad.

e Utilizar esta metodologia para la incorporacion de otras moléculas de estructura similar
en NPs de policaprolactona.
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12.1 Linealidad del método analitico
AREAS Promedio D.E %CV FACTOR DE RESPUESTA
ATAC (ug/ml) D1 D2 D3 D1 D2 D3
0.5 48421 47150 48162 47911.000 671648 1.402 96842 94300 96324
1 95223 97870 96139 " 96410.667 " 1344.249 1.394 95223 97870 96139
2 193387 190471 195440 " 193099.333 7 2496.959 1.293 96693.5 95235.5 97720
4 377379 377614 365150 | 373381.000 = 7129.223 1.909 94344.75 ~ 94403.50  91287.50
8 757218 764447 760206 " 760623.667 |  3632.553 0.478 94652.25 95555.88 95025.75
15 1382655 1390612 1396545  1389937.333 | 6969.534 0.501 92177.00 92707.47 93103.00
30 2852835 2739189 2796761 | 2796261.667 56824.645 2.032 95094.50 91306.30 93225.37
50 4723817 4715071 4706220 | 4715036.000 8798.552 0.187 94476.34  94301.42  94124.40
m 94558.09 93562.85 93890.54 94003.82 PROM DE CV%
b -2216.67 -2033.85 -1285.16 -1845.23 94672.18 1782.95 1.88
r 0.99996 0.99983 0.99998 0.99997
r2 0.99992 0.99967 0.99995 0.99993
12.2 Exactitud y precision del método analitico.
‘ AREAS CONCENTRACION RECUPERADA % RECUPERADO
ATAC (ug/ml) | D1 [ D2 | D3 D1 D2 D3 PROM DE v D1 D2 D3
0.5 48421 47150 48162 0.536 0.522 0.533 0.530 0.007 1.340 107.10 104.42 106.56
1 95223 97870 96139 1.030 1.058 1.040 1.043 0.014 1.363 103.05 105.85 104.02
2 193387 190471 195440 2.069 2.038 2.090 2.066 0.026 1.278 103.43 101.89 104.52
4 377379 377614 365150 4.014 4.017 3.885 3.972 0.075 1.898 100.36 100.42 97.13
8 757218 764447 760206 8.031 8.108 8.063 8.067 0.038 0.476 100.39 101.35 100.79
15 1382655 1390612 1396545 14.646 14.730 14.793 14.723 0.074 0.501 97.64 98.20 98.62
30 2852835 2839189 2796761 30.194 30.049 29.601 29.948 0.309 1.033 100.65 100.16 98.67
50 4723817 4715071 4706220 49.980 49.888 49.794 49.887 0.093 0.187 99.96 99.78 99.59
m 94558.08505  94304.04510 93890.53658 PROM 101.438
b -2216.67477 22837704  -1285.16152 DE 2.820|
r 0.99996 0.99998 0.99998 cv 2.780|
r2 0.99992 0.99996 0.99995
2.3 Nps optimizadas
| MUESTRAS (Sobrenadantes) NPS OPTIMIZADAS Vol Sobrenadante
# Areas Relacién | Con FD 42 No encapsulado ATAC
Areas | ATAC (ug/ml) | FD: ATAC (ug/ml) Masa (ug) Masa (mg) (mg)inicial %Eficiencia de E.
FIA 2427453 2504355  0.96929 26.262 10 262.618 11029.97 11.03 26.878 58.96
FIB 1980716 2485858  0.79679 21.595 10 215.948 9069.81 9.07 26.5978 65.90
FIC 2132650 2443665  0.87273 23.649 10 236.492 9932.65 9.93 26.7978 62.93
Sobrenadante Liofilizado
(mg) encapsulado Masa (mg) liofilizado ~ %Capacidad de carga Formulacién %Eficienciade E. % Eficiencia
15.85 361.4 4.385 1 58.96 49.38
17.53 370 4.737 2 65.90 37.43
16.87 325.8 5.177 3 62.93 33.97
Formulacion PCL FX Masa total Masa Liofilizado NPs  Rendimiento %
FIA 374.70 26.878 402 361.4 89.99
FIB 375.00 26.5978 402 370 92.13
FIC 374.10 26.7978 401 325.8 81.27

61



100
50
80
70
&0
50
40
30
20
10
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12.5 Modelos matematicos de liberacion.

Orden 0

Primer Orden Higuchi

%Liberad Log%lib
Tiempo ( h) %Liberado ohiberaco el

0 0
0.083 7.2568
0.25 40.7603
0.5 49.2035
1 60.8472
2 75.1728
4 92.8928
8 94.3222
20 96.4028
24 99.7953

0
7.257
40.760
49.204
60.847
75.173
92.893
94.322
96.403
99.795

0
0.8607
1.6102
1.6920
1.7842
1.8761
1.9680
1.9746
1.9841
1.9991

(1/2)
0
0.2881
0.5000
0.7071
1.0000
1.4142
2.0000
2.8284
4.4721
4.8990

%lib

0
7.257
40.760
49.204
60.847
75.173
92.893
94.322
96.403
99.795

0

100

Hixson-Crowell mg
Raiz3 CO: 0.3000 Baker
Remanente

Raiz3 (Ct) Cubico raiz(1/t) %Li
0.289 0.661 0.0000
0.267 0.644 3.4711 | 0.86074695
0.167 0.551 2.0000 1.61023769
0.142 0.521 1.4142 1.691996
0.107 0.474 1.0000 1.78424038
0.064 0.399 0.7071 1.8760609
0.011 0.219 0.5000 1.96798219
0.006 0.184 0.3536 1.97461378
0.000 0.000 0.2236 1.98408978
-0.010 -0.217 0.2041 1.99911022

12.5.1 Grafico con mejor ajuste al tipo de liberacién de ATAC en NPs.
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ANEXOS
12.6 Permeabilidad de ATAC libre y de ATAC en NPS.
| | | | | |I |
Tiempo ( h) CELDA 2 CELDA 3 CELDA4 PROMEDIO D.E %CV

(] 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000" #iDIV/0!
0.25 -0.569 -0.534 -0.683 -0.384 0.427  -111.312
0.5 -0.617 -0.578 -0.740 -0.359 0.577  -160.746
1 -0.617 -0.578 -0.740 -0.234 0.825  -353.146
2 3.405 6.986 2.265 3.664 2.297 62.687
7 26.599 22.439 20.620 19.164 8.487 44.285
24 40.309 42.331 45.703 38.086 9.651 25.339
30 56.024 47.229 57.850 47.776 12.725 26.635
48 73.239 79.195 84.370 71.201 16.122 22.643
56 90.926 83.997 99.604 82.632 18.868 22.833
| | | | | | |

Tiempo ( h) CELDA 5 CELDA 6 CELDA7 PROMEDIO D.E %CV

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000" #iDIV/0!
0.25 1.047 -0.122 -0.131 0.261 0.553 212.073
0.5 3.852 -0.132 -0.142 1.019 1.912 187.580
1 6.453 3.271 4.355 3.770 2.270 60.227
2 20.933 7.468 9.171 9.893 7.971 80.568
7 32.888 22.965 23.861 21.678 10.763 49.648
24 44.687 37.621 30.987 34.324 8.869 25.839
30 55.140 43.824 35.939 41.226 10.868 26.362
48 57.897 49.729 63.305 54.733 7.162 13.085
56 68.155 56.111 68.395 62.165 7.056 11.350
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La
es:
La tesis:

X __Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

N ™
Firma-del miembro del Jurado Fecha
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Conacomients ol servicio de la salud UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL

EsTADO DE MoORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Sarai Violeta Cruz Miranda

Titulo de la tesis:_“Desarrollo de un nanosistema polimérico biodegradable de
una nueva molécula con actividad antidiabética”

Grado a obtener:

X _Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Angélica Berenice Aquilar Guadarrama

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision

es:
La tesis:

X___Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

// 0')/ F;érero’ ;?O,Z,O

Fecha

Firma del miembro del jurado

Manual de procedimientos del Programa de Maestria y Doctorado en Farmacia
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Congcimiento al servicto de lo salud UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno:_Sarai Violeta Cruz Miranda

Titulo de la tesis: “Desarrollo de un nanosistema polimérico biodegradable de
una nueva molécula con actividad antidiabética”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Juan Manuel Martinez Alejo

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X __Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

12-mayo0-2020
Firma del//rjifi?mbro del jurado Fecha
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‘onocimiento il serviclo de lu salud UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno:_Sarai Violeta Cruz Miranda

Titulo de la tesis: “Desarrollo de un nanosistema polimérico biodegradable de
una nueva molécula con actividad antidiabética”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. JesUs Rivera lslas

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X __Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. JesuUs Rivera Islas 12 de mayo de 2020
Firma del miembro del jurado Fecha




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL
PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2
(COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JESUS RIVERA ISLAS | Fecha:2020-05-16 19:22:17 | Firmante
O0OkQWWUdYnOYmYn2eVbe+iCC3n2EKgME7QrREMAdjPWoHUT+0WOLbUw37fEotQCrcAM2SQXLMA1AqS6h3+W0420K0ueW2rKWUrZ0QKFQLgGQAQ+3clikIE+mQW
t160py0sIBAdpbARUhWsNy8SbSfNLNeP4N/le2YwepgmNCOfz3NMea+/0hMedWsHjkcw8jw8g2yX4eQvkOSYJINKCuYomCirtbw TkBWssUY SQ5YAoueSPuunnAcEZ/x4bY
DTcQ9GQ6WT5gZrzje/jp0A7rLlIRMWmYQmScaPgaMgFYznxhmBJINmsuB2ZZIHzr4RLy1IAMMIFIT1Y SLPI9jsysowtug==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
E escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
.

i

.1#3;':5" ZTvz9!sqBaf

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/R3BGTpgluWoTFOKrVHuUDIH1c79INpVjy

Una universidad d
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Conoeimiento ol servicto de la salud UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno:_Sarai Violeta Cruz Miranda

Titulo de la tesis: “Desarrollo de un nanosistema polimérico biodegradable de
una nueva molécula con actividad antidiabética”

Grado a obtener:

X __Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: M. en F. Edgar Barrera Bautista

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X __Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

12/05/2020
Firma del miembro del jurado Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Maestria y Doctorado en Farmacia



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL
PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2
(COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

EDGAR BARRERA BAUTISTA | Fecha:2020-05-12 22:41:52 | Firmante
1pSSNO6Ri0a9QFh/YjTDI4H1jTe7veqPli2IACSal6eQilnHfSY8vimqWbrkcDT4kgW/MLP/ObOIR5SCMzxQO0BCejm4exEL3ErI3Mva6lpTPADcrkQozlz6S41XdxS0yjK6PugV
CZz85VrigkjfyOEdEym+1HC5D6nrPvxRMRBAGW9uWi003SGIIITpOUEmMIgXf+DquH7s8032LVjKI63vwMIyTe3LcOK7wtqDGFgFCNUdsAVHMIRjJwSKpHJ1Is43Vfowr3i7Pz
MVBQLYYQX4MXHff19khcDextL3Talv124H59RwW/ERutusNouQK7nG3QfNRtSS0rgz9lesfwkl+w==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

bY#ml4c(3hl

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/jnMVa7Y5iz5z1f2J3fY zxvxFLKW4Gidtu
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