UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

OBTENCION, CARACTERIZACION Y EVALUACION IN VITRO DE
NANOPLEXOS DE CHITOSAN-ATORVASTATINA, Y SU IMPACTO EN LA
DISOLUCION

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN FARMACIA

PRESENTA:

Josué Arquieta Flores

TUTOR:

Dr. Sergio Alcala Alcala

CUERNAVACA, MORELOS JUNIO DE 2018

e
\\/acuzmd

de Farmacia



Autonomia
UAEM

S :’»‘e }f% GRe FACULTAD DE FARMACIA COORDINACION DE POSGRADO

Av. Universidad 1001 Chamilpa, Cuemavaca, Morelos, México. C.P. 62210

S s . Tel. (01777) 329 7089 y 329 7000 Ext. 3365
40 EMPres
\ FOR T ¥
A i
acultad 8 ‘ -
de Farmacia . Gilberto Rincén Gallardo
Conocimiento al servicio de la salud Fecha: 12 de diciembre de 2017

Asunto: Dictamen a solicitud.
Medio de notificacion: Impresa
Folio: FF/D/SAc/CIP/MF/138/2017

L.F. JOSUE ARQUIETA FLORES )
ESTUDIANTE AL PROGRAMA DE MAESTRIA EN FARMACIA
PRESENTE

Por este medio le informo que en sesion ordinaria del Consejo Interno de Posgrado celebrada el
dia 06 de diciembre de 2017, se analizé su solicitud de cambio de titulo y asignacién de jurado.

Una vez analizado el proyecto le informo que el CIP dictaminé ACEPTAR la solicitud antes
mencionada y se asigné el siguiente jurado para evaluar la tesis: “OBTENCION,
CARACTERIZACION Y EVALUACION IN VITRO DE NANOPLEXOS DE CHITOSAN-
ATORVASTATINA, Y SU IMPACTO EN LA DISOLUCION”.

Quedando integrado su comité de la siguiente manera:

PRESIDENTE: Dr. Efrén Hernandez Baltazar.
SECRETARIO: Dr. Jesus Rivera Islas.
VOCAL 1: Dr. Hugo Morales Rojas.

VOCAL 2: Dra. Adriana Valladares Méndez
VOCAL 3. Dr. Gerardo Leyva Gémez.

Se le solicita entregar las tesis al jurado designado y dar fluidez a los tramites como se indica en
el manual de procedimientos.

Esperando que esta resolucion sea en beneficio de su desempefio académico, y sin otro
particular por el momento reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE b
“POR UNA HU/MkNIDAD CULTA” \\Kf
o~ ) acultad

i - de Farmacia

DR. JULIO CESAR RIVERA LEYVA POSGRADO
JEFATURA DE POSGRADO

|
i

C.c.p. Dr. Efrén Hernandez Baltazar, Dr. Jesus Rivera Islas, Dr. Hugo Morales Rojas, Dra. Adriana Valladares Méndez, Dr. Gerardo Leyva Gémez.
MITV



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIA

Gracias Dios por haberme dado las armas necesarias para seguir adelante, la capacidad

de poder estudiar y la sabiduria para entender las cosas mas dificiles.

Quiero agradecer a todas aquellas personas que con su ayuda han colaborado en la
realizacion del presente trabajo, en especial al Dr. Sergio Alcald Alcala, quien acept6
gentilmente dirigir esta investigacion, y durante todo el proyecto me brind6 su orientacion,

confianza, comprension y paciencia para terminar este trabajo de investigacion.

A mis sinodales: Dra. Adriana Valladares Méndez, Dr. Efrén Hernandez Baltazar, Dr. Jesus
Rivera Islas, Dr. Hugo Morales Rojas y al Dr. Gerardo Leyva Gomez por el tiempo dedicado

y a sus aportaciones para mejorar este trabajo.

A CONACYT por la beca otorgada (741650) para la realizacion de este trabajo de

investigacion.

A mi familia por haberme brindado su comprensién y apoyo incondicional durante toda mi
carrera, por sus consejos que me orientaron a tomar las mejores decisiones y por creer en

e

mi.

A mis amigos: Por su compafiia y los buenos momentos que pasamos juntos.



[INDICE GENERAL] [EEEKoN6[=N{aIfele W0k K:]

INDICE GENERAL

INDICE GENERAL .....coeviueiete et tee ettt ettt ae et s tese et e e et et et et ese s et e et ese et eteeaessetenssaennstenestensaees I
INDICE DE ABREVIATURAS ..ottt etee et ettt et ettt st ae et sestessete s ste s ate et eseesetesaesssaenseeennaees v
INDICE DE FIGURAS .....ooteieteeeete ettt ettt ettt et ettt e et se st et ete s et e s ate et aseeteresaenssennseennnans Vi
INDICE DE TABLAS .....oootitieeeteee ettt ettt ettt e sttt et ae e ete et ete et eseeaenseteneseenseteanate s atennanens Vil
RESUMEN. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et eeeee et eeteeeseeeeseessesessesesnnnnnne 1
SUMMARY ettt s 3
1.0 INTRODUGCCION .....ouiitiiiitiieteetete ettt ettt ettt ae et s et se et ene et e s et e s et e s ate et eteesereeseneaeens 5
2.0 ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO .....c.coiiiieieeieeecteeeeee ettt 6
2.1 SOLUBILIDAD DE FARMAGCOS .....ovotiieieeteee et ee ettt e et ete et e eaene e ne e 6
2.1.1 La solubilidad como propiedad biofarmacéutica de un principio activo..............ccccvvveeeeeeeiinins 7
2.1.2 Factores fisicoquimicos que afectan la solubilidad de farmacos............ccccoviiinie e, 8
2.2 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA (SCB) ....vouviveeeieeeteeeeeeeee e 10
2.3 METODOS UTILIZADOS PARA MEJORAR LA SOLUBILIDAD DE LOS FARMACOS............ 11
2.3.1 REDUCCION DEL TAMANO DE PARTICULA POR METODOS FiSICOS.........cccocovrurininnns 12
P2 4 I |V o o - o [ | o SRR 12
2.3.1.2 NANOSUSPENSION......uuiiiiiiie et i iiiiteee et e e e se st e e e e e e e st e ta e e eeeaeeesaaastaeeeeaeeesaastataeeeaaeeesaasnrrnneeaeaes 13
2.3.2 MODIFICACION DEL HABITO CRISTALINO........cioiitiiieiecieecieee e 14
PR Bl 0o T4 Yo [=T= Uod (o] o FS TSP 15
2.3.4 Solubilizacion POr tENSOACTIVOS .......eiiieiiiiciiiieie e e e ee e e e s e e e e e s et e e e e e e e s anbrrrereaaeaeas 16
2.3.5 DIiSpersionNes SONAAS (DS) .......cccuriiiiiie ittt e e e e e e e e s e e e e e e e e s et e e e e e e e e sanrrrreaeaaeaeas 17
2.3.6 NANOPAITICUIAS ......eeiiiiiiei ettt e et e e e rab e e e e e sabee e e eaneas 18
2.4 LANANOTECNOLOGIA EN EL AREA FARMACEUTICA ..ottt 19
2.4.1 Nanoacarreadores FarmMaCEULICOS .........oeiiiiiiieiiiiie ettt ettt et e e 20
2.4.1.1 TIPOS de NANOACAITEAUOIES ... ...eiieiiititeeeitiee ettt ettt e ettt e et e et et e e e sabe e e e sabe e e e e anbeeeeennes 21
2.5 NANOPARTICULAS POLIMERICAS......oouiiiiitieieieisineeteseisesisist st ssesesss s ssesesesesnsnas 23
28 U0t V=T o T ][0 1 24
2.5.1.1 MEt0dO d€ PreparaCiOn ...........ccuuiieiiiiiiee e iiiie e et e e sttt e e e s e e e e st e e e e st e e e e sntaeaeesntaeeeasntaeeeennnees 25
2.5.1.2 Caracterizacion de NaNOPIEXOS .......c.ueieiiiiiieiiiiie et e e sttt e et e e e stae e e e sntae e e s sntaeeeennees 26

2.5.2 Uso de polimeros naturales y biodegradables en la obtencién de nanoparticulas poliméricas

........................................................................................................................................................... 30
P28 T A 4 111 (o T o EO TP PTPPP 32
2.6 HIPERCOLESTEROLEMIA ..o s 33
2.7 ESTATINAS . ..ottt e e 37



[INDICE GENERAL] [EEEKoN6[=N{aIfele W0k K:]

P N RN (o] V7= 1 = - NP PSP P TP PP PTPPPPP 39
BL0 JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt et et ettt et et e st et e et ete et esestennasns 41
O HIPOTESIS ...ttt ettt ettt ettt e s et et et e et e te et e s e et ess st ess st essetessese s ete s eseesere e 42
5.0 OBUIETIVOS .o s 43
6.0 MATERIALES Y EQUIPOS ..o s 44
7.0 METODOLOGIA. ...ttt ettt ettt ettt ettt et e et et et e st et et ete s etesteneasns 45
7.1 ELABORACION DE UN DISENO FACTORIAL 2%........oouiiieeeieeeeeeeeeeeeee et 45
7.2 PREPARACION DE LOS NANOPLEXOS EMPLEANDO EL DISENO FACTORIAL 24............ 46
7.3 OPTIMIZACION DE LOS NANOPLEXOS .....ocoiviteeeieeeeteeeee e s en et nn s 47
7.4 CARACTERIZACION FISICA DE LOS NANOPLEXOS DE CHITOSAN-ATORVASTATINA
OBTENIDOS MEDIANTE EL DISENO EXPERIMENTAL .....uuuiiii s 47
7.4.1 Determinacion del tamafio Yy POLENCIAI Z.........coeveiiiiiiiiiiiiie e 47
A 1Y 1o 0] (o T [ - VAU 47
7.5 DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA DE ABSORCION DE
AT O RV AS T AT IN A 48
7.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS APH 5.3, 1.2 Y 6.8 ...ocveeeieeceeeeeeeeee e 48
7.7 CARACTERIZACION DE LOS NANOPLEXOS OPTIMIZADOS........cccovoveteeeieeeereeeeeeee e 49
7.7.1 Determinacion de la Eficiencia de Complejacion (Y0EC) ........coovviiiiiiiiiiieiniie e 49
7.7.2 Determinacion del RENAIMIENTO .......coouiiii it 50
7.7.3 Obtencion del Patron de DifracCion de RAYOS X......coicuiiiiiiiiiieiiiiieeeriiee et 50
7.7.4 Calorimetria Diferencial de Barfido (DSC) ......ccoiiuiiieiiiiieeiiiiee ettt 50
7.7.5 Espectroscopia INfrarroja (FTIR) ........uuuuueeieiiiiiiiiei s 51
7.8 ESTUDIOS DE EFICACIA IN VITRO ... .eutiiiiiiiii s 51
7.8.1 Determinacion de la solubilidad en Condiciones NO SinK...........ccocveiiiieiiniiieeniee e 51
7.8.2 Disolucion de polvos en CondiCioNES SINK ........ccoiiiiiiiiiiieee e e s e e errrreee e 51
7.9 ANALISIS ESTADISTICO ...ttt ettt n e es et st esere et nnaans 52
8.0 RESULTADOS Y DISCUSION.......ootiiiiiecieteeeee et s e et s et et ea e e eaeeaseeeaetesaeneeaene e anens 53
8.1 OBTENCION Y OPTIMIZACION DE LOS NANOPLEXOS .....ccoceoveveeeeieeeeeeeeeeeeee e 53
8.1.1 Optimizacion de 10S NANOPIEXOS CON MSR........cciiiiiiiiiiiiiie et 56
8.2 CARACTERIZACION FISICA DE LOS NANOPLEXOS OBTENIDOS BAJO CONDICIONES
L ] N Y 58
8.2.1 Verificacion de la Talla Estimada en el Modelo ...........ccocviiiiiiiiiiiiiec e 58
8.2.2 POLENCIAI ZETA ...ttt et e et e e e e e e e 59
S IZRC B o] o 0] (oo 1= VUSRS PPPRRN 60
8.2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) .....cueeeeiiirieeeiiieeeeiiieeeesiieeessiieeesssaeeesssaeeessnsneeeeses 62



[INDICE GENERAL] [EEEKoN6[=N{aIfele W0k K:]

8.2.5 Difraccion de Ray0Ss X € POIVOS .....ccciiiiiieiiiiiee ittt se e st e e st e e e staee e s sbaeeesstaeeeeanes 63
8.2.5 Espectroscopia INfrarrojo (FTIR) .....uuuieiiie i e ettt e e s s st e e e e e e s s st e e e e e e s e snnneneees 65
8.6 DESARROLLO DE LA METODOLOGIA ANALITICA.......cooiviteiieeeeeeeeeeeeeveeee e 66
8.6.1 Determinacién del pico maximo de absorcién de atorvastatina...........ccccccoevevvvieeeeeeeeescienenen, 66
8.3.2 Validacion de métodos analiticos a pH 5.3, 1.2 Y 6.8 ......vvviiieeeiiiiiiiiiiece e 67
8.7 EFICIENCIA DE COMPLEJACION (EC) ...cviveueieeecieeecteeetee ettt 68
8.8 RENDIMIENTO EN LA ELABORACION DE LOS NANOPLEXOS ......ccoovoveveieeieeceeeeeeeeaens 70
8.9 SOLUBILIDAD DE POLVOS EN CONDICIONES NO SINK ... 70
8.10 PERFILES DE DISOLUCION A PH 1.2 Y 6.8 ....cueiveeeieeeeieecteeeieee e ettt 71
0.0 CONCLUSIONES ... s 73
10.0 REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et e et e ettt et e et eeeeeeeeeseeeseeenennes 75
L1.0 ANEXOS. .. ceeiiieiiiiiiite ettt ettt ettt ettt ettt et ettt e ettt ettt ettt e ee et eeeeeeeeseeeeeeeeeennnnneneeenennnnnnnnnnes 80



[INDICE DE ABREVIATURAS] IR NI TaIloNe [ Rokks!

INDICE DE ABREVIATURAS

€ Coeficiente de absortividad molar

A Longitud de onda de absorcion

AA Acido Acético

ADN Acido Desoxirribonucleico

AFM Microscopia de Fuerza Atémica

BP Farmacopea Britanica

CD Ciclodextrina

CFT Temperatura de Floculacion Critica

CTG Ciclodextrina-glicosiltransferasa

cLDL Colesterol de Lipoproteinas de Baja Densidad
CMC Concentracion Micelar Critica

DLS Dispersién Dindmica de Luz

DSC Calorimetria Diferencial de Barrido

EC Eficiencia de Complejacion

ELS Dispersién de Luz Electroforética

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos
FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FTIR Espectroscopia Infrarrojo

HDL Lipoproteinas de Alta Densidad

HPLC Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon

HPTLC Cromatografia de Capa Fina de Alto Rendimiento

IR Infrarrojo

ICm Intervalo de confianza de la pendiente
ICb Intervalo de confianza del intercepto
LC Limite de Cuantificacion

LD Limite de Deteccién

LDL Lipoproteinas de Baja Densidad

Log P Coeficiente de particion



[INDICE DE ABREVIATURAS]|

min
mV
nm
NPP
OMS
PCS
PE
PEG
P.F
PM

% p/v
PVP
PXRD
rpm
SCB
SEM
SIDA
TEM
Tmax

Hm

Minutos

Milivoltios

Nanometros

Nanoparticulas Poliméricas

Organizacién Mundial de la Salud
Espectroscopia de Correlacion de Fotones
Polielectrolito

Polietilenglicol

Punto de fusion

Peso molecular

Porcentaje peso/volumen
Polivinilpirrolidona

Patrén de difraccion de rayos X
Revoluciones por minuto

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica
Microscopia Electrénica de Barrido
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

Microscopia Electronica de Transmision

Tiempo donde se alcanza la concentracidbn maxima

Micrémetros

10 de junio de 2018



[INDICE DE FIGURAS] BRRoN6EN{]s1ToNe SRl kK:

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Procesos implicados en la absorcion de farmacos en la administracion oral. .................... 7
Figura 2. Efecto del tamafio de particula sobre el area superficial y la velocidad de disolucion ....... 9
Figura 3. Molinos de chorro; 1. zona de transicion; 2. producto terminado; 3. materias primas; 4.
presion negativa; 5. cAmara de MONENAA. ........c.coiiiiiiiii i 12
Figura 4. HOmogenizacion @ alta PreSION ..........coouieiuiiiiiie ittt eenaeeas 13
Figura 5. Sistemas Cristalin0s de UN TFA ... e e e e s e e e e e e s ennnnes 14
Figura 6. a) Representacién de la cavidad hidrofébica e hidrofilica de una ciclodextrina. b) Complejo
FArMACO-CICIOUEXIING . ..eeiiiii ettt r e s e e n e e s nn e sre e e naneenns 16
Figura 7. Proceso de formacion de MICEIAS ........ceeeiiiiiiiiiiiiie et s e e e e s e e e e e e e nanes 17

Figura 8. Estructuras posibles de una dispersion sélida a. Farmaco disperso en la matriz polimérica,
b. Sistema polimero-farmaco en el que se ha producido un farmaco cristalino. c. Sistema farmaco-
polimero con farmacos amorfos dispersos en la matriz polimérica ........ccccccoeccvieeiieeiniiiciiieeeeeenn, 18

Figura 9. Preparacién de nanopatrticulas por el método de a) Emulsion-evaporacion y b) Salting-out

........................................................................................................................................................... 19
Figura 10. Algunos tipos de NANACAITEAUOIES . .......cocuuiieiiiiiie ittt ettt e e e neees 21
Figura 11. Modelos de mecanismos de encapsulacion en nanoparticulas poliméricas. .................. 23
Figura 12. a) Nanoesferas, b) NanOCAPSUIAS . ....cccoiiiiiiiiiiiie it e e e s e e e e eanes 24
Figura 13. Formacién de nanoplexos mediante interacciones electrostaticas entre el farmaco y el
POlieleCtrolito de CArga OPUESTA ........uuuureeiriiiiiiiiiiiiii s 25
Figura 14. Funcién de la sal en la complejacion de NanopIEX0S. .......cceeeeiiiiiiiiieeeeee i e 26
Figura 15. Representacion del potencial ZEeta. .........coouuviiiiiiiiiiiii e 28
Figura 16. Estructura del ChIitOSAN...........ooiiiiiiii e 32
Figura 17. Proceso de desacetilacion de la qUItINa. ...........ccueiiiiiiieiiiiie e 33
Figura 18. Acumulacion de colesterol en las arterias. .........ccccovuieieiriiie e 34
Figura 19. Mecanismo de accion de las eStatinas. .........ccoiuriieiiiiie e 37
Figura 20. Diagrama de efectos de pareto para el tamafio promedio. .............cevveveveveeeeeveeerereienennnns 54
Figura 21. Uso de los tensoactivos segun el equilibrio hidrofilo-lipofilico (HLB). .......ccccvvvveveeeiinnens 56
Figura 22. Superficie de respuesta estimada para el tamafio promedio. .............cevveveeeveeeeeveeevenennnns 57
Figura 23. Contornos de la superficie de respuesta estimada para el tamafio promedio ................ 57
figura 24. Tamafio promedio de los nanoplexos bajo condiciones Optimas. ...........ccccevevivvereiinnnnnn. 59
Figura 25. Potencial Zeta de los nanoplexos bajo condiciones Optimas. ........ccocccvevvivieeennieeeennne, 60

Figura 26. Micrografias de a) Atorvastatina, b) Chitosan y ¢) Nanoplexos, por Microscopia Electronica
Lo Lol 2T T o (oI (5] = 1Y TSRS PPPPRRN 61

Figura 27. Termogramas de dsc de atorvastatina, chitosan, mezcla fisica atorvastatina-chitosan y
LaF T 0T o1 1=> o LTSRN 63

Vi



[INDICE DE FIGURAS] BRRoN6EN{]s1ToNe SRl kK:

Figura 28. Patrén de difraccion de Rayos X (DRX). .o..uuiiiiiiiiieiiiiieesiiiiressiiee e siee e s ssivee e s esren e e 64
Figura 29. Espectro de FT-IR de atorvastatina, chitosan, mezcla fisica y nanoplexos.................... 65
Figura 30. Espectro de absorcién de la atorvastatina en el rango de 200-600 nm. ........ccccceeeevinnns 67
Figura 31. Solubilidad pura de atorvastatina y los nanoplexos en condiciones no sink. ................. 70
Figura 32. Perfiles de liberacién de atorvastatina en nanoplexos, apH 1.2y 6.8.......ccccccveveeeiinnns 72

Vii



[INDICE DE TABLAS]| BEoN6[=N{TaIloNe [P0k K:]

INDICE
Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.
Tabla 9.
Tabla 10
Tabla 11
Tabla 12
Tabla 13
Tabla 14
Tabla 15
Tabla 16

DE TABLAS

Criterios de solubilidad establecidos por la FEUM y [a BP . ......coccoiiiiiiiiiiiieec e, 6
Sistema de Clasificacion Biofarmac@utiCa (SCB). ........ccoceiiiiieiiieiiiie e 10
Clasificacion de las diferentes técnicas para mejorar la solubilidad. ...........ccccocoeeviirnnen. 11
Campos de aplicacion de la NnanotecnolOgia ..........c.covueeeiiiriiiiiie e 20
Caracteristicas y aplicaciones de algunos nanoacarreadores farmaceéuticos. ................... 22
Herramientas y métodos de caracterizacion de NanopleXos. ........cccuvveveeeeeiiiciiieneeeeeesiiinns 27
Polimeros mas utilizados en la elaboracion de nanoparticulas. .............ccccoveeeveeiinicninnen. 31
Niveles de lipidos recomendados por el adult treatment panel Il guidelines..................... 35
Principales causas de muerte €N MEXICO......uuuuiiiiiiiiiiiiieiie et e e e e sararae s 36
. Estatinas con sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas ...........cccccceeeevinrnnnnnn. 38
. Estructura y propiedades fisicoquimicas de la atorvastating. ...........cccocccvvvieereeeiniiciinnnnn. 39
. Matriz del disefio factorial con dos niveles y cuatro factores..........cccccvvveeeiiiieeeiiiieeeenns 46
. Matriz de disefio factorial 24 con resultados de tamafio promedio. ...........ccccceevieeernnrnee. 53
. Niveles optimizados y verificacion del ME&todo ............oooveeiiiiiiiiiii e 58
. Pardmetros para la validacién del método analitico a pH 5.3, 1.2 y 6.8.......ccccceevviieneennns 68
. Valores de Eficiencia de COmMPIEJaCION. ........coveviiiiiiiiiiiiie e 68

viii



IR=SVISNIE 10 de junio de 2018

RESUMEN

En el presente estudio se evaluo el uso e impacto de los nanoplexos de chitosan cargados
con atorvastatina, con el propésito de estudiar su efecto sobre la solubilidad y la velocidad
de disolucion de este farmaco, ya que con una solubilidad acuosa de 20.4 pg/mlapH 1.2y
de 1.23 mg/ml a pH 6.0, y un logP de 5.7 esta clasificado como un farmaco clase Il (baja
solubilidad, alta permeabilidad), de acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutica
(SCB). La atorvastatina es un farmaco aprobado para el tratamiento de Ila
hipercolesterolemia, el cual es un problema de salud publica que en los ultimos afios ha ido
aumentando y es una de las principales causas de muerte a nivel nacional, debido a los
problemas cardiovasculares que provoca. Un nanoplexo es una nanoparticula polimérica
formada mediante la interaccion electrostéatica entre un farmaco ionizable y un polielectrolito
de carga opuesta, generalmente polimeros sintéticos o naturales i6nicos o con grupos

ionizables en sus monémeros.

En el proyecto se realiz6 la optimizacion de los nanoplexos con base en un disefio
experimental factorial 24, empleando como factores la cantidad de farmaco (15 y 30 mg), la
cantidad de chitosan (6 y 150 mg), el tipo de estabilizante (Brij 58 o Pluronic F68) y la
concentracion de estabilizante (0.5 y 1.5 %). Ya optimizados por metodologia de superficie
de respuesta (MSR), los nanoplexos se prepararon disolviendo 22 mg de atorvastatina en
3 ml de metanol y 22 mg de chitosan en 30 ml de una solucion de buffer de acetatos pH 5.3
y &cido acético al 1 %. Empleando el método de nanoprecipitacion la solucion de
atorvastatina fue vertida gota a gota a la soluciéon de chitosan, rapidamente y bajo
homogenizacién a 15,000 rpm, durante 10 minutos. Las nanoparticulas se recuperaron
mediante centrifugacion, posteriormente se caracterizaron determinando la talla promedio
(DLS), el potencial Z (MEF), la morfologia (SEM), la eficiencia de complejacion (UV), la
interaccion de componentes (DSC, IR), la cristalinidad (XRD), la solubilidad en condiciones

de saturacion y el perfil de disolucion in vitro a pH 1.2 y 6.8.

Los resultados evidenciaron nanoplexos esféricos sélidos, con un tamafio de 431.53 +
12.64 nm y un potencial Z de 36.3 + 1.0 mV. La eficiencia de complejacion obtenida fue de
85.29 £ 0.60 % con un rendimiento del 66 + 1.2%. Los espectros de rayos (XRD),
calorimetria diferencial de barrido (DSC) e infrarrojo (IR) indicaron que existe una

interaccion entre el polimero y el farmaco, y sin cambios quimicos estructurales. Los perfiles
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de disolucién a pH 1.2 mostraron que tanto la atorvastatina libre, como la encapsulada en
los nanoplexos, se disuelve aproximadamente el 90 % en 24 horas, en contraste con los
perfiles a pH 6.8 donde el 100 % de farmaco libre se disuelve a los 30 minutos, mientras
que el incluido en los nanoplexos se libera el 100 % en 24 horas. La solubilidad de la
atorvastatina en los nanoplexos en condiciones saturadas muestra un aumento de hasta

cinco veces mas con respecto a la solubilidad acuosa.

En conclusion, se obtuvieron nanoplexos de chitosan cargados con atorvastatina con
propiedades tecnoldgicas para ser formulados en sistemas de liberacion modificada, con
un impacto positivo en la solubilidad y velocidad de disolucion, los cuales pueden ser
empleados en la formulacibn de formas farmacéuticas para diferentes vias de
administracién, incluida la via parenteral, en las que habria un ajuste o reduccién de la dosis

y una menor frecuencia de administracion.
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SUMMARY

In the present study, the use and impact of chitosan nanoplexes loaded with atorvastatin
were evaluated, with the purpose of studying its effect on the solubility and dissolution rate
of atorvastatin, since it has a solubility of 20.4 yg / ml at pH 1.2 and of 1.23 mg / ml at pH
6.0, which is why it is classified as a class Il drug (low solubility, high permeability) according
to the biopharmaceutical classification system (SCB). Atorvastatin is an approved drug for
the treatment of hypercholesterolemia, which is a public health problem that in recent years
has been increasing and is one of the leading causes of death nationwide, due to the
cardiovascular problems it causes. A nanoplex is a polymeric nanoparticle formed by the
electrostatic interaction between an ionizable drug and a polyelectrolyte of opposite charge,

generally synthetic or natural ionic polymers or with ionizable groups in their monomers.

In the project, the optimization of nanoplexes was carried out using a factorial design 24,
using as factors the amount of drug (30 mg, 15 mg), the amount of chitosan (6 mg, 150 mg),
the type of stabilizer (Brij 58, Pluronic F68) and the stabilizer concentration (1.5%, 0.5%).
Already optimized by response surface methodology (MSR), the nanoplexes already
optimized, the nanoplexes were prepared by dissolving 22 mg of atorvastatin in 3 ml of
methanol and 22 mg of chitosan in 30 ml of a buffer solution of acetates pH 5.3 and acid 1%
acetic acid. Using the nanoprecipitation method, the atorvastatin solution was poured drop
by drop into the chitosan solution, rapidly and under homogenization at 15,000 rpm for 10
minutes. The nanoparticles were recovered by centrifugation, then characterized by
determining the average size (DLS), the Z potential (MEF), the morphology (SEM), the
complexing efficiency (UV), the interaction of components (DSC, IR), the solubility under
saturation conditions and the in vitro dissolution profile at pH 1.2 and 6.8.

The results showed solid spherical nanoplexes, with a size of 431.53 £ 12.64 nm and a Z
potential of 36.3 £ 1.0 mV. The efficiency of complexation obtained was 85.29 + 0.60% with
a yield of 66 + 1.2% the spectra of rays (XRD), differential scanning calorimetry (DSC) and
infrared (IR) showed that there is an interaction between the polymer and the drug, but
without structural chemical changes. The dissolution profiles at pH 1.2 showed that both free
atorvastatin and encapsulated in the nanoplexes dissolves approximately 90% in 24 hours

in contrast to the profiles at pH 6.8 where 100% of free drug dissolves 30 minutes, while the
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one included in the nanoplexes is released 100% in 24 hours. The solubility of atorvastatin
in the nanoplexes under saturated conditions shows an increase of these five times more

with respect to the aqueous solubility.

In conclusion, chitosan nanoplexes loaded with atorvastatin with technological properties
were obtained to be formulated in modified and controlled release systems, with a positive
impact in the reduction of the dose and frequency of administration of atorvastatin.
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1.0 INTRODUCCION

La ingestion de medicamentos por la via oral es la mas comunmente empleada debido a su
facil administracion, a la buena aceptacion por parte del paciente, la rentabilidad y a la
flexibilidad en el disefio de la forma de dosificacion. Sin embargo, uno de los principales
problemas con el disefio de formas de dosificacion oral, es su pobre biodisponibilidad,
debido a una baja solubilidad y velocidad de disolucién, aunado a un amplio metabolismo

del principio activo.

La pobre solubilidad de los farmacos que se han venido desarrollando sigue siendo un reto
en el desarrollo de formulaciones, pues en la actualidad, mas del 40 % de los principios
activos en desarrollo son de caracter lipofilico o poco solubles en agua, lo que ha llevado a
los profesionales farmacéuticos a enfrentarse a la importante tarea de solucionar los
problemas de solubilidad de estos compuestos de interés terapéutico, de manera que
puedan ser utilizados en medicamentos clinicamente Utiles. Tal es el caso de la
atorvastatina, que presenta una limitada biodisponibilidad oral debido a la baja solubilidad
y velocidad de disolucién. Se han desarrollado muchos enfoques para mejorar la solubilidad
y la velocidad de disolucion de la atorvastatina como, formacion de sales, dispersiones
sélidas, complejos de inclusion, surfactantes, polimorfismo, microemulsiones y
micronizacién. Sin embargo, existen limitaciones sustanciales con cada una de estas

técnicas.

En este proyecto de investigacion se prepararon nanoparticulas poliméricas conocidas
como nanoplexos, con el objetivo de mejorar la solubilidad acuosa y liberacion de la
atorvastatina. Estas nanoparticulas poliméricas se obtuvieron mediante la interaccion
electrostatica entre el grupo carboxilato de la atorvastatina y el grupo amino del chitosan.
Se evaluaron los nanoplexos midiendo parametros como, la eficiencia de complejacion,
rendimiento, tamafo, potencial Z y morfologia, mediante técnicas como calorimetria
diferencial de barrido (DSC), infrarrojo (IR) y rayos X se evalud la interaccion de los
componentes y los posibles cambios quimicos y estructurales. Por ultimo, se realizaron
perfiles de disolucién a diferente pH, para determinar el mecanismo de liberacion de la
atorvastatina en los nanoplexos y una prueba de solubilidad en condiciones saturadas, para

comprobar si los nanoplexos mejoran la solubilidad de la atorvastatina.
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2.0 ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1 SOLUBILIDAD DE FARMACOS

Solubilidad se define en términos cuantitativos como la concentracion de soluto en una
solucion saturada a una cierta temperatura y de forma cualitativa se puede definir como la
interaccion espontanea de dos o méas sustancias para formar una dispersién molecular
homogénea. La solubilidad es una propiedad intrinseca de un material que puede ser

alterada solo por la modificacion quimica de la molécula.

Hablando en general, la solubilidad de un componente depende de las propiedades fisicas
y quimicas del soluto y del solvente, asi como de factores tales como, temperatura, presion,
pH de la solucion, y, en menor medida, del estado de subdivisién del soluto [1]. En la tabla
1 se muestra la clasificacién de la solubilidad, la cual incluye criterios semicuantitativos,
desde muy soluble (completamente miscible), hasta poco soluble, independientemente del

disolvente utilizado.

Tabla 1. Criterios de solubilidad establecidos por la FEUM y la BP [2].

Termino descriptivo Parte del disolvente Rango de solubilidad

requerido por una parte del (mg/ml)
soluto

De 1a10 100-1000
De 10 a 30 33-100
De 30 a 100 10-33
De 100 a 1000 1-10
De 1000 a 10000 0.1-1

Practicamente insoluble > 10000 <0.1
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2.1.1 La solubilidad como propiedad biofarmacéutica de un principio activo

Para conseguir el efecto terapéutico deseado de un medicamento es necesario que el
principio activo llegue a su lugar de accion, para lo cual, este se debe encontrar disuelto en
el sitio de absorcién. La solubilidad es uno de los pardmetros mas importantes para lograr
la concentracion efectiva de farmaco en la circulacion sistémica y obtener la respuesta
farmacologica deseada. En la Figura 1 se pueden apreciar los procesos por los cuales el
medicamento que es administrado por la via oral tiene que pasar para que el principio activo

pueda ser absorbido [3] .

Principio activo en forma
farmacéutica

Disgregacion
Liberacion

Suspension de particulas

solidas

Disolucién o liberacion
del principio activo
Principio activo en solucion
(disuelto)

Absorcién / Paso a
sangre

Principio activo en sangre, otros

fluidos y tejidos

Figura 1. Procesos implicados en la absorcion de farmacos en la administracion
oral.
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El reciente descubrimiento de nuevos farmacos ha llevado a encontrar un nimero creciente
con baja solubilidad en agua y por lo tanto con una baja biodisponibilidad, especialmente
en la administracion por la via oral. El nimero de candidatos a farmacos se ha incrementado
en recientes afios y al menos el 70 % de los nuevos de estos ha mostrado una pobre
solubilidad acuosa.

Debido a esto, la absorcion suele ser lenta, provocando una biodisponibilidad inadecuada
y variable. En muchos casos la baja solubilidad ocasiona que se administren los
medicamentos en intervalos de tiempo cortos, e incluso, que se administren en altas
concentraciones o dosis elevadas, ocasionando fluctuaciones en el torrente sanguineo y

toxicidad en el organismo [4].

2.1.2 Factores fisicoquimicos que afectan la solubilidad de farmacos

La velocidad de disolucién se puede definir como la cantidad de farmaco que se disuelve
por unidad de tiempo, a partir de una forma sélida de dosificacion. Entre las principales
caracteristicas fisicoquimicas que afectan la velocidad de disolucion y solubilidad de un

farmaco se encuentran:

El tamafio de particula.
El coeficiente de solubilidad.
La cristalinidad.

El pH para moléculas acido-base débil.

-+ + + F

La temperatura.

La reduccion del tamafio de particula es una de las técnicas tradicionales para mejorar la
velocidad de disolucién de farmacos de baja solubilidad. Cuando se reduce el tamafio de la
particula aumenta la velocidad de disolucién, lo cual se debe a que la superficie de la
particula se ve incrementada al disminuir el tamafio, aumentando de esta manera el area
de superficie de contacto entre la particula y el disolvente, fenémeno que se explica con el
modelo de Noyes-Whitney. La figura 2 A muestra como aumenta el area superficial en una
particula cuando se reduce la talla, mientras que la figura 2 B muestra el impacto de la talla

en la velocidad de disolucion [5].



Area de superficle (m%/g)
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Figura 2. Efecto del tamafio de particula sobre el area superficial y la velocidad de
disolucion [6].

En cuanto a la solubilidad, esta depende entre otros factores, de si la molécula esta o no
ionizada, ya que las especies no ionizadas interaccionan con menor intensidad con las
moléculas del agua que las especies ionizadas, las cuales se hidratan mas facilmente.
También depende de si se utiliza la sal de un farmaco, ya que por lo general son mas
solubles, o bien si es una forma anhidra o hidratada ya que las formas hidratadas son mas

estables y menos solubles que las formas anhidras [7].

Por otro lado, el que el principio activo esté o no cristalizado también afecta la velocidad de
disolucion, pues en general, las formas amorfas son mas solubles que las formas cristalinas,
lo cual se debe a que el estado energético de la forma amorfa es generalmente mayor que
el de la forma cristalina, por lo cual la forma cristalina es termodindmicamente mas estable
y menos soluble. Otro aspecto importante en el caso de formas cristalinas, es la posible
formacion de polimorfos, ya que, a temperatura y presion constante, la forma polimérfica
termodindmicamente mas estable es la que posee menor energia libre, menor solubilidad
y la que posee un punto de fusién mas elevado, por lo cual los polimorfos pueden presentar

distintas caracteristicas de solubilidad y por lo tanto distinta velocidad de disolucion [7].

200
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2.2 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA (SCB)

El sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB) es un marco cientifico introducido por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), el cual se utiliza
para clasificar una sustancia farmacolégica con base en su solubilidad acuosa y
permeabilidad intestinal, para que de esta forma sea posible correlacionar la disolucién in
vitro y la biodisponibilidad in vivo de los farmacos. Por esta razén el SCB es una herramienta
importante en el desarrollo de farmacos y principalmente en la formulacion de productos

farmacéuticos orales.

Respecto al SCB la FDA establece que un farmaco es altamente soluble cuando la dosis
mas alta de farmaco es soluble en 250 ml o0 menos de medio acuoso en un rango de pH de
1.2-7.5, o bien de 1.2-6.8 segun la OMS. En cuanto a la permeabilidad, esta clasifica con
base en el grado de absorcion intestinal de un farmaco en seres humanos, indirectamente
mediante la medicion de la velocidad de transferencia de masa a través de la membrana
intestinal humana o mediante el uso de un modelo in vivo. De acuerdo con la FDA, un
farmaco se considera altamente permeable si la cantidad absorbida es mayor al 90 %, o
bien, mayor de 85 % segun la OMS [8]. Asi el SCB clasifica los farmacos en cuatro
categorias, tomando como referencia los dos factores arriba descritos. En la Tabla 2 se

muestran las cuatro categorias con sus respectivos valores.

Tabla 2. Sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB).

Clase Solubilidad Permeabilidad

Alta Alta Bien absorbido
Baja Alta Bien absorbido
Alta Baja Variable

Baja Baja Pobremente absorbido

10
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2.3 METODOS UTILIZADOS PARA MEJORAR LA SOLUBILIDAD DE LOS FARMACOS

Debido a los problemas de solubilidad que presentan actualmente muchos farmacos, hoy
en dia se pueden emplear diversas metodologias para mejorar la solubilidad y con ello su
biodisponibilidad. La descripcién de una tecnologia como "mejora de la solubilidad" no es
del todo correcta, ya que las técnicas utilizadas no aumentan la solubilidad de los
compuestos insolubles, si no que presentan el farmaco en una forma éptima para su
absorcion, dadas sus limitaciones de solubilidad. Las técnicas existentes o reportadas se
podrian clasificar en dos categorias: modificaciones fisicas y modificaciones quimicas,

como se muestra en la Tabla 3 [9].

Tabla 3. Clasificacion de las diferentes técnicas para mejorar la solubilidad.

Modificaciones fisicas Modificaciones quimicas

- 7

Reduccion del tamafio de particula Formacion de sales

Micronizacion Co-cristalizacion
Nanosuspension Co-solvencia
Modificacién del habito cristalino Hidrotrépico
Polimorfos Unidén a agentes solubilizantes
Pseudopolimorfos Nanotecnologia (nanocristales)

Complejacion

Uso de agentes complejantes

Solubilizacién por surfactantes

Microemulsiones
Sistema-automicroemulsionante

Dispersién del farmaco en un
portador

Dispersiones sélidas
Soluciones sdlidas
Mezclas eutécticas

11
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2.3.1 Reduccion del tamafio de particula por métodos fisicos

Actualmente los métodos convencionales de reduccion del tamafio de particula, tales como
la trituracion y el secado por pulverizaciéon, se basan en un esfuerzo mecénico para
disgregar el principio activo, permitiendo que la reduccion del tamafio de particula sea un
método eficaz, reproducible y econémico para la mejora de la solubilidad.

Sin embargo, algunos ingredientes farmacéuticos activos no pueden procesarse a través
de estos métodos, debido a la sensibilidad de compactacion (perdida de la cristalinidad),
sensibilidad de temperatura (fusion o cambio a polimorfo diferente) o cambio del estado de
hidratacién. Por lo tanto, dependiendo de las caracteristicas de farmaco, los métodos fisicos
pueden no ser siempre la mejor opcion para reducir el tamafio de particula [10]. Los
mayormente empleados son la micronizacién y la nanosuspension por homogenizacion a

alta presion.

2.3.1.1 Micronizacioén

La micronizacién es un método convencional que consiste en la reduccion del tamafio de
particula a través de diferentes procesos fisicos como la molienda, en la cual se emplean
molinos de chorro o molinos de coloide de rotor estator (ver figura 3) [11]. Entre las
limitaciones mas importantes de la micronizacion se encuentran el control de la distribucion
del tamafio de particula, los alto costos de instalacion de los equipos y el no poder controlar
la forma de la particula.

Figura 3. Molinos de chorro; 1. Zona de transicién; 2. Producto terminado; 3.
Materias primas; 4. Presion negativa; 5. Camara de molienda.

12
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2.3.1.2 Nanosuspensién

Las nanosuspensiones se han desarrollado como un candidato prometedor para la entrega
eficiente de farmacos que son poco solubles tanto en agua como en aceite. Una
nanosuspension farmacéutica es un sistema formado por dos fases que contiene particulas
de farmaco con un tamafio nanométrico, las cuales se encuentran estabilizadas gracias a
la presencia de tensoactivos. En una nanosuspension, el tamafio de particula normalmente
es inferior a una micra, en un rango de 200 a 600 nm. Entre los métodos de preparacion de
una nanosuspension se encuentran la molienda de medios, la homogeneizacion a alta
presion y la combinacion de nanoprecipitacion y homogeneizacién a alta presion [12]. La

figura 4 muestra el principio de la reduccidn del tamafio por homogenizacién a alta presion.

Mecanismo de
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Figura 4. Homogenizacién a alta presion [13].

Entre las principales ventajas que presentan las nanosuspensiones se encuentran la facil
preparacion, un menor uso de excipientes, una mayor velocidad de disolucion y solubilidad
de saturacion, y un proceso de fabricacion a gran escala mas simple. Sin embargo, algunos
métodos de preparacién requieren un alto nimero de ciclos de homogenizacién, lo cual
podria ocasionar la contaminacion del producto debido al desprendimiento de iones
metalicos provenientes de la pared del homogeneizador. Otras de sus desventajas, son las

altas cantidades de surfactantes y estabilizadores que se emplean en la elaboracion.

13
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2.3.2 Modificacion del habito cristalino

Las técnicas de trituracion fisica pueden producir un nimero elevado de particulas
heterogéneas, cargadas y cohesivas, las cuales nos pueden traer problemas en procesos
posteriores y por consiguiente en el rendimiento del producto. Debido a esto se han
desarrollado técnicas de ingenieria de cristales, las cuales nos ayudan a cristalizar los
farmacos de una manera controlada, obteniendo polvos de alta pureza con una distribucién
de tamafio de particula bien definida, habito cristalino, forma cristalina (cristalina o amorfa),
naturaleza superficial y energia superficial [14]. En la figura 5 se muestran los sistemas

cristalinos que presentan los ingredientes farmacéuticos activos (IFA).

200
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0o 000 2525
COCRISTAL

SAL POLIMORFOS —
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SOLVATO AMORFO
Contraion Disolvente Formador
‘ i (molécula cargada) > 0 agua A (molécula neutra)

Figura 5. Sistemas cristalinos de un IFA [15].

Una manera de preparar cristales con diferente arreglo cristalino es mediante la
manipulacién de las condiciones de cristalizacion, como el uso de diferentes disolventes o
cambio en la agitacibn o adicion de otros componentes a la solucion del farmaco
cristalizante; a tales cristales se les conoce con el nombre de polimorfos. El polimorfismo
es la capacidad que posee un compuesto para cristalizar en mas de una forma cristalina.
Un solo farmaco puede poseer diferentes polimorfos, los cuales son quimicamente
idénticos, pero exhiben diferentes propiedades fisicoquimicas, tales como la solubilidad, la

velocidad de disolucion, el punto de fusion, densidad y la estabilidad.

14
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Una de las actividades que se desarrollan en la industria farmacéutica, es la busqueda de
las formas metaestables ya que al igual que las formas amorfas se asocian con una mayor
energia y, por tanto, una mayor solubilidad. Sin embargo, aunque se busque mejorar la
solubilidad a través de las formas metaestables, es preferible desarrollar el polimorfo
termodindmicamente més estable, para asegurar un mayor tiempo de vida util en diferentes
condiciones de almacenamiento. Por lo tanto, el orden de disolucion de las diferentes
formas sélidas de un farmaco de mayor a menor es amorfo > polimorfo metaestable >
polimorfo estable [16]. La consecuencia més importante del polimorfismo es la posible
diferencia en la biodisponibilidad de diferentes formas polimoérficas de un farmaco,

particularmente cuando el farmaco es poco soluble.

2.3.3 Complejacion

De todas las técnicas que existen para mejorar la solubilidad, la técnica de formacion de
complejos de inclusién es una de las técnicas que mas se ha utilizado. Los complejos de
inclusién se forman introduciendo una molécula no polar o la regiéon no polar de una
molécula (conocida como huésped) a la cavidad de otra molécula o grupo de moléculas.
Existen diferentes tipos de moléculas huéspedes, pero las mas utilizadas son las

ciclodextrinas [17].

Las ciclodextrinas se forman mediante la degradacion enzimatica del almidén, llevada a
cabo por la enzima ciclodextrina-glicosiltransferasa (CGT), la cual produce oligébmeros
ciclicos conocidos como ciclodextrinas (CD). Las ciclodextrinas consisten en oligosacaridos
cristalinos, hidrosolubles y ciclicos, los cuales presentan una forma de anillo con una
cavidad hidrofébica y una superficie exterior hidréfila como se ilustra en la Figura 6. Las
moléculas que se encuentran en la superficie de las ciclodextrinas las hace solubles en
agua, y la cavidad hidrofébica proporciona un microambiente para moléculas no polares de
tamafio apropiado [17]. Respecto a su seguridad varios estudios han demostrado que las
ciclodextrinas son practicamente inocuas, sobre todo al administrarse por la via oral, pero
al administrase por la via intravenosa, se ha observado que las ciclodextrinas pueden

inducir cambios morfolégicos en los eritrocitos, seguidos de hemdlisis [18].

15
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Figura 6. A) Representacion de la cavidad hidrofébica e hidrofilica de una
ciclodextrina. B) Complejo Farmaco-Ciclodextrina [17].

2.3.4 Solubilizacion por tensoactivos

Otro de los métodos mas utilizados para mejorar la disolucion de farmacos pocos solubles
es el uso de tensoactivos, los cuales son moléculas compuestas por un segmento de
hidrocarburo conectado a un grupo polar, que reducen la tension superficial entre dos fases,
mejorando de esta manera la disolucién de farmacos lipéfilos en medio acuoso. Los
tensoactivos también se utilizan a menudo para estabilizar microemulsiones y suspensiones
en las que se disuelven los farmacos. Otra propiedad que poseen los tensoactivos, es la
formacion de estructuras micelares cuando la concentracion supera un limite conocido
como concentracion micelar critica (CMC). La concentracion micelar critica (CMC) se
encuentra entre 0.05 y 0.10 % para la mayoria de los tensoactivos. La micelizacién es el
proceso que consiste en la formacion de micelas, las cuales mejoran la solubilidad mediante
la encapsulacion de farmacos dentro de ellas [19]. En la figura 7 se muestra el proceso de

formacién de micelas al superarse la concentracion micelar critica (CMC).

16



[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO]| IREI0ReERIIIoNe SRIohk:
b3}
é0

BYSINTINE

o Y N

P IR IS TR
A || PR

o B \h JH 'E‘“:‘

Figura 7. Proceso de formacion de micelas [20].
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2.3.5 Dispersiones so6lidas (DS)

Las dispersiones sdlidas (DS) son un grupo de productos conformados por dos
componentes diferentes; de una matriz hidréfila inerte en estado sélido que funciona como
vehiculo y de uno o mas farmacos hidr6fobos. El objetivo de la tecnologia es mejorar la
disolucién, la absorcién y la eficacia terapéutica de farmacos poco solubles, mediante la
reduccién del tamafio particula, la mejora de la humectabilidad, porosidad y la generacion
de un estado amorfo. Entre los vehiculos hidrofilos mas utilizados se encuentran la

polivinilpirrolidona (Povidona, PVP), los polietilenglicoles (PEG) y el Plasdone-S630 [21].

A pesar de las numerosas ventajas que tienen las DS, existe la posibilidad de que durante
el procesamiento (estrés mecanico) o almacenamiento (estrés por temperatura y humedad)
el farmaco en estado amorfo pueda cristalizar, lo cual trae cambios en sus propiedades
biofarmacéuticas y por tanto una disminucién de la biodisponibilidad. En la figura 8 se

muestran las tres estructuras posibles de una dispersion sélida.

17



[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO]| IREI0ReERIIIoNe SRIohk:

Figura 8. Estructuras posibles de una dispersion sélida A. Farmaco disperso en la
matriz polimérica, B. Sistema polimero-farmaco en el que se ha producido un
farmaco cristalino. C. Sistema farmaco-polimero con farmacos amorfos dispersos en
la matriz polimérica [22].

2.3.6 Nanoparticulas

Una forma de dosificacién que estd atrayendo especial atencion en el area farmacéutica
para mejorar la solubilidad de farmacos es el uso de nanoparticulas, las cuales son
estructuras que miden menos de 1 um de diametro. Cuando el tamafio de particula de un
farmaco se reduce de 8 um a 200 nm hay un aumento de 40 veces en la relacién de area
superficial volumen, este aumento en el area superficial genera un incremento importante
en la velocidad de disolucion. Por lo cual el uso de nanoparticulas ha demostrado ser un
método util en el desarrollo de productos farmacéuticos con problemas de baja solubilidad
y biodisponibilidad. En la figura 9 se muestran algunos métodos de preparacién de
nanoparticulas. Entre las principales ventajas que presentan las nanoparticulas se

encuentran [23]:

+ Aumento en la absorcion y biodisponibilidad.
+ Dosis mas pequefias y uniformes.
+ Aumento en la velocidad de disolucion.

+ Disminucién de la toxicidad, debido a la administracion de pequefias dosis.
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Figura 9. Preparacion de nanoparticulas por el método de A) Emulsidn-evaporacion
y B) Salting-out [24].

2.4 LA NANOTECNOLOGIA EN EL AREA FARMACEUTICA

La nanotecnologia nace durante el siglo XX, cuando el fisico Richard Feynman propone la
idea de conocer, manipular y controlar la materia en una escala atbmica o molecular, y se
define como la ciencia que se encarga del estudio, disefio, caracterizacion, sintesis y
aplicacion de materiales y sistemas en una escala atébmica o molecular (entre 1 y 100 nm).

Esta ciencia tiene como objetivo mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas de
los materiales y aplicarlas en las diferentes areas de la tecnologia como la 6ptica, la quimica,
la eléctrica, y la medicina [25]. En cuanto a la manufactura de nanoestructuras existen dos
enfoques principales para ello, uno es el bottom-up o construccién de abajo hacia arriba y el
otro es el top-down o construccién de arriba hacia abajo. En el proceso botom-up se
construyen nanoestructuras mediante el ensamblaje de atomos o moléculas empleando
reacciones quimicas o fisicoquimicas para generar las nanoestructuras. Por otro lado, la
técnica del top-down, es utilizada para reducir la talla de materiales hasta la escala
nanomeétrica, empleando técnicas como, la fragmentacion, corte, o la homogenizacion a alta
presion descrita anteriormente. [26]. Existen diferentes areas de investigacion donde se ha

aplicado la nanotecnologia, (ver tabla 4).
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Tabla 4. Campos de aplicaciéon de la nanotecnologia [27] [28] [29].

Campo de aplicacion Aplicacion

Quimicay cosméticos Productos quimicos y compuestos a escala
nanomeétrica, pinturas, revestimientos, etc.

Materiales Nanoparticulas, nanotubos de carbono, biopolimeros,
puntos, recubrimientos.
Ciencias de la alimentacion Procesamiento, comida nutracéutica, nanocapsulas.

Medio ambiente y energia Ayuda a la fabricacibn de materiales cuidando el
medio ambiente (filtros de purificacién de agua y aire,
pilas de combustible fotovoltaicas).

Militar y energia Biosensores, armas, mejora sensorial.

Electronica Nos brinda herramientas para fabricar nanomateriales
con un mejor rendimiento a un bajo costo (chips
semiconductores, almacenamiento de memoria).

Herramientas cientificas Microscopio de efecto atomico, microscopico y de
efecto tunel.

Medicina Nanoparticulas para el diagnéstico, tratamiento e
investigacion de diferentes patologias.

2.4.1 Nanoacarreadores farmacéuticos

En el &rea de la tecnologia farmacéutica, la nanotecnologia ha demostrado ser una
herramienta util, ya que ha permitido hacer frente a diferentes tipos de problemas, por
ejemplo, la baja biodisponibilidad, la inestabilidad, la baja solubilidad, la entrega no
especifica, la poca eficacia terapéutica, los niveles sanguineos inconstantes y la

dosificacion frecuente.
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La investigacion farmacéutica, a través de la nanotecnologia, desarrolla nanoestructuras
farmacéuticas mejor conocidas como nanoacarreadores, los cuales presentan como
ventajas que protegen al farmaco de la degradacién enzimética e hidrolitica en el tracto
gastrointestinal, entregan el farmaco en una zona especifica del cuerpo, controlan la
velocidad de liberacién de este, promueven un estado de mayor saturacion en el sitio de
absorcion (mejora de la solubilidad), previenen el efecto del primer paso hepético, mejoran
la biodisponibilidad, permiten tener una liberacion controlada reduciendo las fluctuaciones
y debido a su pequefio tamafio pueden atravesar tejidos y ser absorbidos por las células,
ademas de la factibilidad de formularse en diferentes formas farmacéuticas [30].

2.4.1.1 Tipos de Nanoacarreadores

Actualmente, la investigacion farmacéutica se ha enfocado en el desarrollo y la
manipulacién de nuevos materiales, con el propésito de generar sistemas mas avanzados
y eficientes de liberacion de farmacos que los sistemas convencionales que existen
actualmente. Respecto a los materiales empleados, estos determinan el tipo de
nanoacarredor que se obtiene, asi como sus caracteristicas y el proceso de liberacién de
los farmacos que se incorporan en su interior [31] . Hoy en dia existen una amplia gama de
nanoacarreadores con diferentes caracteristicas fisicoquimicas y estructurales. La figura 10

muestra algunos tipos de nanoestructuras y la tabla 5 describe sus aplicaciones.
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L ® °rf°.§ °
[+
Nanoesferas Nanocapsulas Nanoparticulas Nanoparticulas
de oro Magnéticas

Dendrimeros Micelas Nanotubos de Nahgparticulas Nanoparticulas
Poliméricas Carbén de Oxido de de Fosfato de
Silicio Calcio

Figura 10. Algunos tipos de nanacarreadores [32].
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Tabla 5. Caracteristicas y aplicaciones de algunos nanoacarreadores farmacéuticos

[33].

Tipos de
nanoacarreadores
Nanotubos de
carbono

Dendrimeros

Liposomas

Nanoparticulas
metalicas

Puntos cuanticos de
nanocristales

Micelas poliméricas

Nanoparticulas
poliméricas

Tamafo (nm)

0.5-3 Diametro
20-1000
Longitud

<10

50-100

<100

2-9.5

10-100

10-1000

Caracteristicas
Forma cristalina de hojas de
carbono, con resistencia notable
y propiedades eléctricas.

Sistema polimérico altamente

ramificado, producido por
polimerizacion.
Vesiculas de fosfolipidos,

biocompatibles, versétiles, con
buena eficiencia de
atrapamiento.

Coloides de oro y plata de
tamafio muy pequenio.

Material semiconductor,
fluorescencia brillante y amplia
excitacion UV.

Alto atrapamiento de drogas,
carga util, bioestabilidad.

Biodegradable, biocompatible,
ofrece proteccion a los farmacos.

Aplicaciones

Mejora de la solubilidad,
administracion de genes vy
péptidos, penetracion en
citoplasma y nucleo.
Circulaciébn  prolongada vy
controlada de bioactivos.

Entrega pasiva y activa de
genes, proteinas y péptidos.

Suministro de farmacos vy
genes, ensayos de
diagnéstico altamente
sensibles, ablacion térmica y
mejora de la radioterapia.

Imégenes a color multiples de
células hepaticas, hibridacion

de ADN, inmunoensayo,
marcador de células
cancerosas.

Entrega pasiva y activa de
medicamentos, diagnostico.

Entrega controlada y
sostenida de medicamentos.

De estos nanosistemas, las particulas poliméricas han llamado la atencion porque tienen la

capacidad de suministrar una amplia gama de farmacos para las diferentes vias de

administracion y por periodos sostenidos.
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2.5 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (NPP) se preparan a partir de polimeros y co-polimeros,
biodegradables, de origen natural o sintético, y biocompatibles cuando son empleados en
las areas de la salud. Presentan un tamafio entre 10-100 nm, sin embargo, la literatura
farmacéutica las ubica como estructuras menores a 1 uym. En cuanto al farmaco,
dependiendo del método de encapsulacién, este puede atraparse, dispersarse, disolverse

0 adsorberse sobre las nanoparticulas, como muestra en la Figurall [34].

Atrapado Disuelto Adsorbido
o
disperso

Figura 11. Modelos de mecanismos de encapsulacién en nanoparticulas
poliméricas.

De acuerdo con la preparacion de las nanoparticulas, se pueden obtener nanoesferas o
nanocapsulas. Las nanoesferas son sistemas matriciales donde el farmaco puede ser
adsorbido en la superficie de la esfera o estar disperso en su matriz, mientras que las
nanocdpsulas son sistemas vesiculares donde el farmaco se encuentra dentro de una
cavidad, se componen de un nucleo liquido rodeado por una membrana polimérica, donde
los farmacos suelen ser disueltos, pero también pueden adsorberse en la superficie. Ver
figura 12. [35] .
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A)

B)

Figura 12. A) Nanoesferas, B) Nanocapsulas [35].

2.5.1 Nanoplexos

Recientemente ha surgido otro tipo de nanoparticulas poliméricas, conocidas como
nanoplexos o nanocomplejos, las cuales son nanoparticulas formadas por la union de un
farmaco a un polielectrolito de carga opuesta. Ese tipo de nanoparticulas se forman al hacer
reaccionar un farmaco catiénico o aniénico con un polielectrolito (PE) con carga opuesta.

Entre las principales ventajas que presentan los nanoplexos se encuentran [36]:

+ La facil y rapida preparacion, ya que solo consiste en la mezcla de una solucion de

farmaco con una solucion de polielectrolito.

e

La reduccién del uso intensivo de disolventes.
#+ La disminucién en el uso de energia, ya que los nanoplexos en comparacion con otras
nanoestructuras requieren poca energia.

+ El uso de instrumentos poco sofisticados para la preparacion.

Los nanoplexos se han propuesto para la mejora de la solubilidad y la velocidad de
disolucién; se ha comprobado que los nanoplexos con farmacos poco solubles en agua
como los de clase Il y IV, mejoran significativamente su solubilidad y velocidad de disolucién
y con ello la biodisponibilidad. También se ha sugerido usarlos como vectores en la
administracion de genes no virales, los cuales se utlizan para tratar diferentes

enfermedades como el SIDA, el cancer, la demencia e isquemia cerebral [37].

24



[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO] 0NN ToNs IA0RK:)

También se han usado en la administracion de proteinas y péptidos, como las vacunas, ya

gue protegen al farmaco de la degradacion gastrointestinal por las enzimas digestivas, esto
gracias a que las proteinas al ser moléculas cargadas pueden formar el complejo con el
polielectrolito, haciéndolas adecuadas para la formacién de nanoplexos [37].

2.5.1.1 Método de preparacion

Dependiendo del pka del farmaco, los hanoplexos se preparan disolviendo un farmaco en
una solucion &cida o basica para formar un catiébn o un aniéon. Cuando un farmaco es
anfétero y se disuelve en una solucién acuosa con un pH acido, como el acido acético (AA)
(pH < pka), esta forma cationes, mientras que un farmaco acido cuando se disuelve en una
solucién acuosa con un pH basico, como el hidréxido de sodio (pH > pka), esta forma
aniones. Cuando la solucién de farmaco esta en su forma ionizada, esta se aflade a una
solucion de polielectrélito ionizada con carga opuesta, lo cual ocasiona que se produzcan
interacciones electrostaticas entre el farmaco y polielectrolito, generando un complejo

farmaco-polielectrolito insoluble como se muestra en la Figura 13 [38].

Escasamente soluble Soluble Escasamente soluble

[
COOH i Ccoo~ |

Catidnico
—_——
Salucmn basica Polielectrolito

| Farmaco anidnico

Farmaco sin
carga

-— pH=7 o ———-.— .—.— ———— T- Interaccién electrostatica  —1

NH, ' NH;*

‘ - H* i 3 Aniénico
— S EETE—— -
e Polielectrolito +
Solucién acida ;NH;

Figura 13. Formacion de nanoplexos mediante interacciones electrostaticas entre el
farmaco y el polielectrolito de carga opuesta [39].

Férmaco sin Farmaco catidnico

carga

25



[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO] 0NN ToNs IA0RK:)

Cuando se alcanza cierta concentracién en la interaccion farmaco-polielectrolito, los

complejos comienzan a agregarse debido a las atracciones hidrofébicas del farmaco,
generando un nanoplexo insoluble en presencia de una sal. La sal juega un papel
importante, ya que minimiza las repulsiones entre las cadenas de polielectrolitos con carga
similar, facilitando la formacién de los nanoplexos como se observa en la Figura 14. La
fuerte interaccion electrostatica farmaco-PE evita que las moléculas de farmaco formen

estructuras cristalinas al precipitar, generando un nanoplexo amorfo [39].

Repulsion Repulsion
intramolecular intermolecular

m Interacciones electroestaticas simultaneas
entre el polielectrolito y el farmaco +
interacciones hidrofobicas del farmaco

Cadenas de polielectrolitos anionicas o

Adicion de la sal o o o
o 000
O 00

Farmaco cationico

Prueba de carga -

Nanoplexo

Figura 14. Funcion de la sal en la complejacion de nanoplexos [40].

2.5.1.2 Caracterizacion de nanoplexos

Considerando la importancia de las propiedades superficiales y caracteristicas
fisicoguimicas de las nanoparticulas, estas deben ser caracterizadas durante su
elaboracion, con el propoésito de asociar estas propiedades con el comportamiento in vitro /
in vivo. Algunas propiedades como la distribucion del tamafio de particula, el didmetro de
particula promedio y la carga superficial afectan la estabilidad fisica y la distribucion in vivo
de las nanoparticulas. Por lo cual las nanoparticulas se caracterizan generalmente por su
tamafio, morfologia, cristalinidad, carga de farmaco y carga superficial, mediante el uso de

diferentes técnicas, las cuales se resumen en la Tabla 6. [41]
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Tabla 6. Herramientas y métodos de caracterizacién de nanoplexos [41].

Parametro Método de caracterizacion

Interaccion acarreador-farmaco Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Espectroscopia de rayos-X (XRD) de polvos
Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Determinacion de carga Anemometria laser Doppler

Analisis de la superficie Espectrometria de masas de iones secundarios estaticos

Estabilidad de farmaco Bioensayo del farmaco extraido de nanoparticulas
_ Andlisis quimico del medicamento

Estabilidad de dispersion de Temperatura de floculacion critica (CFT)

Tamafio de particula y distribucién Dispersion dinamica de luz

Espectroscopia de correlacion de fotones (PCS)
Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Microscopia electronica de transmision (TEM)

Perfil de liberacion Caracteristicas de liberacioén in vitro en condiciones
fisiol6gicas y condiciones sink

Hidrofobicidad superficial Medicién de angulo de contacto de agua

Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X

Entre las propiedades mayormente caracterizadas en los nanoplexos se encuentran las
gue se describen a continuacion.

a) Tamafio de particula

Algunas caracteristicas de las nanoparticulas como la carga de farmaco, el mecanismo de
liberacion, la distribucién in vivo, la seleccién de tejidos, la toxicidad y el destino bioldgico,
estan intimamente relacionadas con el tamafio, por lo cual su determinacion y su morfologia
se han convertido un factor importante en la caracterizacion del producto. Al disminuir el
tamafio de particula aumenta el area de superficie de contacto, por lo cual, la mayor parte
del firmaco cargado en ellos estara expuesto en la superficie de la particula, lo que conduce
a una liberacion rapida del farmaco. Por el contrario, al tener particulas de un mayor tamafo
el farmaco difunde més lentamente. Sin embargo, las particulas mas pequefias tienden a
agregarse durante su almacenamiento, por lo tanto, se debe tomar en cuenta el tamafio y
la estabilidad maxima asociada [42].
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b) Carga superficial

La determinacién de la carga superficial en las nanoparticulas es muy importante, ya que
determina su interaccién electroestatica con compuestos farmacolégicos y medios
biol6gicos. Otro factor importante respecto a la carga superficial es la estabilidad coloidal,
la cual se analiza mediante el potencial zeta de las nanopatrticulas. El potencial zeta es una
medida indirecta del potencial eléctrico en la doble capa interfacial, es decir, el punto donde
se unen la capa difusa y la de Stern e indica el grado de repulsion entre particulas
adyacentes cargadas en una dispersion (ver figura 15). La determinacién del potencial zeta
nos permite predecir si una dispersion coloidal de nanoparticulas sera estable durante su
almacenamiento, de manera general, se deben obtener valores altos de potencial zeta, ya
sea negativos 0 positivos (> = 30mV), lo cual evitara que las nanoparticulas formen

agregados y precipiten [42].
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Figura 15. Representacion del potencial zeta.

c) Cargadel farmaco

Un sistema de nanoparticulas exitoso es aquel en donde se puede encapsular una alta

concentracion de farmaco. Este proceso se puede realizar por dos métodos:

+ Método de incorporacidon: En este método el farmaco es incorporado durante la

formacion de las nanoparticulas.
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+ Método de adsorcion / absorcion: El farmaco se adsorbe/absorbe en las

nanoparticulas al encontrase en una solucion saturada de farmaco.

La eficiencia de carga del farmaco depende en gran medida de su solubilidad en el material
matriz o en el polimero, ademas de otros factores, como la composicion del polimero, el
peso molecular, la interaccion farmaco-polimero y la presencia de ciertos grupos
funcionales. La cantidad de farmaco encapsulado se puede determinar mediante diferentes
técnicas analiticas como HPLC, HPTLC o espectrofotometria UV/Vis. Para ello se debe
implementar y validar un proceso para extraer el farmaco encapsulado de manera directa
(rompiendo las nanoparticulas) o indirecta (farmaco no encapsulado en la fase continua).
Para ambos métodos primero se realiza una ultracentrifugacion para poder separar las
nanoparticulas de la fase continua. Una vez cuantificada la concentracion de farmaco en la
muestra, se determina la eficiencia de encapsulacion %, mediante la relaciéon de farmaco
afiadido en la elaboracién de las nanoparticulas y la cantidad de farmaco encapsulado en
ellas. También se puede medir la carga de farmaco, relacionando la masa de farmaco
encapsulado con la masa de polimero. Por ultimo, se puede determinar el rendimiento del
proceso, considerando la cantidad de farmaco y polimero empleado en la elaboracion de

nanoparticulas, asi como la cantidad de nanoparticulas que se obtuvieron [43].

d) Liberacién del farmaco

Otro de los factores que ayuda a obtener un sistema de nanoparticulas exitoso, es el
mecanismo de liberacién del farmaco, por lo tanto, es importante comprender la manera y
el grado en que se liberan las moléculas de farmaco, asi como la biodegradacion de la

matriz polimérica. En general la velocidad de liberacién del farmaco depende de:

La solubilidad del medicamento.
Que tan lejos difunde el farmaco a través de la matriz.
Combinacion del proceso de erosion / difusion.

Grado de erosion / degradacion de la matriz.

-+ + + &

Tiempo de desorcién del farmaco a través de la superficie.
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Cuando se recubre una nanoparticula con polimero, la velocidad de liberacion disminuye
debido al movimiento del farmaco desde el nicleo a través de la membrana polimérica. Este
fenbmeno se puede observar al encapsular el farmaco mediante el método de
incorporacioén, el cual tiene un pequefio efecto de explosion seguido una liberacion
sostenida. Por lo cual la membrana polimérica es un factor que limita la difusividad del
farmaco y por consiguiente su solubilidad. Existen varios métodos para determinar la
liberacion in vitro del farmaco, como las siguientes [43]:

+ Difusién con membranas sintéticas o bioldgicas, a un pH fisiolégico, en condicién sink.
+ Bolsa de didlisis inversa.
+ Agitacion, seguido por ultracentrifugacion.

+ Ultrafiltracion.

e) Interaccion de componentes

Para determinar la interaccién farmaco / polimero, asi como cambios estructurales en las
moléculas activas encapsuladas, se utilizan técnicas como la difraccion de rayos-X de
polvos y la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esta ultima técnica también nos
permite evaluar el comportamiento térmico de los componentes de las nanoparticulas

después de ser sometidas a las condiciones de fabricacion [44].

2.5.2 Uso de polimeros naturales y biodegradables en la obtencién de nanoparticulas

poliméricas

En los dltimos afios, ha aumentado el uso de polimeros biodegradables debido a que
presentan buena biocompatibilidad, un buen disefio, facil preparacién y una gran variedad
de estructuras. En el area farmacéutica, especialmente en la administracién y entrega de
farmacos, los polimeros estan teniendo un papel significativo, debido a que se pueden
suministrar con agentes terapéuticos directamente en el sitio donde se requiere [45]. A
pesar de tener un amplio conocimiento en la quimica de polimeros, actualmente solo
disponemos de un ndmero limitado de polimeros que pueden usarse en la elaboracion de
nanoparticulas. La principal razén por que la que se dispone de un limitado de polimeros

se debe a que deben cumplir con varios requisitos para poder ser utilizados.
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En primer lugar, deben ser biodegradables, es decir, una vez que ingresen en el organismo

deben ser totalmente eliminados en un corto periodo de tiempo, permitiendo de esta manera
la administracion de dosis multiples sin correr riesgo de una acumulacién incontrolada. En
segundo lugar, no deben ser toxicos y generar inmunogenicidad, es decir, una respuesta
alérgica al entrar en el organismo. En tercer lugar, deben ser formuladas con las
propiedades adecuadas respecto al objetivo por el cual fueron disefiadas. En la Tabla 7 se

muestra una lista con los polimeros mas utilizados en la elaboracion de nanoparticulas.

Tabla 7. Polimeros mas utilizados en la elaboracion de nanoparticulas [46].

Material Nombre completo Abreviacion o nombre
comercial

Homopolimeros Poli (lactida) PLA

sintéticos Poli (E-caprolactona) PCL
Poli (isociano cianoacrilato) PICBA
Poli (isohexilcianoacrilato) PIHCA
Poli (n-butilcianoacrilato) PBCA
Poli (acrilato) y poli (metacrilato) Eudragit

Polimeros Chitosan

naturales Alginato
Gelatina
Albumina

Copolimeros Poli (lactida) -poli (etilenglicol) PLA-PEG

Poli (Iactido-co-glicélido) -poli (etilenglicol) PLGA-PEG
Poli (E-caprolactona) -poli (etilenglicol) PCL-PEG

Poli (hexadecilcianocianocrilato-co-polietilenglicol) Poly(HDCA-PEGCA)
cianoacrilato
Coloides Dextran
estabilizadores Pluronic F68 F68
Alcohol de polivinilo PVA
Tween® 20 or Tween® 80

Actualmente algunos de ellos se utilizan en formas farmacéuticas orales, topicas o incluso
en la industria alimentaria y solo algunos de ellos han sido aprobados para su
administracion parenteral. Recientemente se han desarrollado gran cantidad de
copolimeros, como poli (etilenglicol) o polisacaridos, debido a la necesidad de obtener
nanoparticulas que puedan ser controladas para su destino in vivo. Otra de las
caracteristicas encontradas en estos copolimeros, es su capacidad para estabilizar a las

nanoparticulas sin la necesidad de usar tensoactivos [46].
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En el presente proyecto de investigacion se seleccioné el chitosan debido a cumple con

todas las propiedades para formar nanoparticulas, pero principalmente porque es un
polielectrolito cationico en soluciones &acidas, debido a que tiene un pka de 6.5.

2.5.2.1 Chitosan

El chitosan es un amino polisacarido natural con un amplio uso en el area biomédica e
industrial. Este polimero cuenta con estructuras, propiedades y funciones altamente
sofisticadas, por lo cual su investigacion y desarrollo se ha intensificado en muchas partes
del mundo, considerandolo un material con un gran potencial en el futuro. El chitosan ha
llamado la atencién debido a que cuenta con una excelente biocompatibilidad y
biodegradabilidad, es seguro para el medio ambiente y ademas presenta una baja toxicidad
e inmunogenicidad [47]. El chitosan es un polimero policatibnico compuesto por unidades
de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina unidas entre si por en laces B (1,4), como se

muestra en el Figura 16.

OH OH

HO OT1 [HO o7

Figura 16. Estructura del chitosan [47].

Este polimero tiene un grupo amino y dos grupos hidroxilo en el residuo glucosidico
repetitivo y se obtiene principalmente mediante la desacetilacion de la quitina, un polimero
de origen natural que se encuentra en el exoesqueleto de insectos, crustaceos y hongos.
La desacetilacion de la quitina normalmente se lleva a cabo por un proceso de hidrolisis en
la posicién acetada, utilizando una solucion acuosa de hidréxido de sodio (NaOH) o
hidréxido potasio (KOH) al 40-45 % (p/v) a 90-120 °C durante 4 o 5 horas, en la Figura 17

se muestra el proceso de desacetilacion.
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CHQOH NHCOCH, CHzOH
NHCOCH CH20H CHZOH

Figura 17. Proceso de desacetilacion de la quitina.

En el mundo se cosechan anualmente varios millones de toneladas de quitina, procedentes
del desperdicio de conchas de gambas, langostas y cangrejos, por lo cual este biopolimero
se encuentra facilmente disponible a un bajo costo. Oficialmente el chitosan es nombrado
por la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) como: poli (2-amino-2-
desoxi-D-glucopiranosa).

Los grupos amino libres en la cadena polimérica al estar en un medio acido (pH<6), tienden
a protonarse, ocasionando que el chitosan sea soluble en la mayoria de los acidos
organicos como el acético, férmico, tartarico y citrico. La protonacion de los grupos amino
libres produce la especie cargada -NH3+ adquiriendo el polimero un comportamiento de
polication, esto le da al chitosan la capacidad de interaccionar con sustancias cargadas
negativamente como las proteinas o el mucus, también le da propiedades bioadhesivas y
adsorbentes. Por otro lado, al encontrarse las aminas en un medio basico (pH>6), estas se

desprotonan, perdiendo su carga y su solubilidad acuosa [48][49].

2.6 Hipercolesterolemia

La hipercolesterolemia se define como la elevacién de los niveles plasmaticos de colesterol
por encima de los valores normales. Este aumento esta asociado a problemas coronarios,
el tipo de dieta, el sexo de la persona, el estilo de vida y la sintesis endégena del organismo.
En el mundo un 38 % de pacientes tiene un exceso de colesterol en sangre que podria

derivar en enfermedades cardiovasculares.
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El colesterol es una molécula lipidica que tiene un papel muy importante como precursor

de hormonas esteroideas y 4cidos biliares, ademas también ayuda a mantener la integridad
estructural de las membranas celulares. Este lipido se produce principalmente en el higado,

aunque también se puede obtener mediante los alimentos.

Sin embargo, a pesar de ser una sustancia importante para la vida, un aumento importante
de colesterol en sangre ocasiona que este se acumule en las arterias, generando placas de
ateroma, que con el tiempo ocasionan ateroesclerosis, es decir, un estrechamiento o
endurecimiento de las arterias por acumulacién de colesterol en sus paredes, como se

muestra en la Figura 18 [49].

Figura 18. Acumulacién de colesterol en las arterias.

Las moléculas de colesterol se transportan a través de la sangre unidas a dos tipos de

lipoproteinas:

+ Lipoproteinas de baja densidad (LDL): Este tipo de lipoproteinas transporta el
colesterol a los tejidos para su utilizacion. Este tipo de colesterol es el que nos conviene
mantener en niveles bajos, ya que en exceso se adhiere a las paredes de los vasos

sanguineos.

+ Lipoproteinas de alta densidad (HDL): Estas lipoproteinas recogen el colesterol
sobrante de los tejidos y lo llevan hasta el higado donde es eliminado. Por lo cual, al
tener una mayor cantidad de colesterol HDL, mayor sera la cantidad de colesterol

eliminado de la sangre. En la Tabla 8 se muestran los valores de lipidos recomendados.
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Tabla 8. Niveles de lipidos recomendados por el Adult Treatment Panel Il
Guidelines [50]

Niveles (mo/d)

<100 Optimo
100-129 Deseable
Colesterol LDL 130-159 Limite alto
160-189 Alto
=190 Muy alto
< 200 Deseable
Colesterol total 200-239 Limite alto
= 240 Alto
Colesterol HDL > 60 Alto
<150 Normal
Trigliceridos 150-199 Limite alto
200-499 Alto
=500 Muy alto

La ateroesclerosis producida por el acumulamiento de colesterol en las arterias es la
principal causa de enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y vasculares
periféricas, por lo cual, un nivel alto de colesterol en sangre es un factor de riesgo que
aumenta las posibilidades de padecer una enfermedad cardiovascular. En México la
principal causa de muerte son las enfermedades cardiovasculares, siendo la
hipercolesterolemia el principal factor de riesgo. En la tabla 9 podemos apreciar las

principales causas de muerte en México en el 2016 de acuerdo con el INEGI.

35



[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO]| [ELoNCN [ TalloNe [W2IokEk:

Tabla 9. Principales causas de muerte en México.

Causas de muerte Defunciones
2016

Enfermedades del corazén 136,342
Enfermedades isquémicas del corazén 97,743
Diabetes mellitus 105,572
Tumores malignos 82,502
Enfermedades del higado 38,755
Enfermedad alcohélica del higado 14,029
Accidentes 37,418
De trafico de vehiculos de motor 16,179
Enfermedades cerebrovasculares 34,782
Agresiones 24,559
Enfermedades pulmonares obstructivas créonicas 23,271
nfluenzay neumonia 21,572
Insuficiencia renal 13,132
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 12,641
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias 9,157

cromosomicas

Desnutricion y otras deficiencias nutricionales 7,388

Lesiones autoinfligidas intencionalmente 6,370

Bronquitis crénicay la no especificada, enfisemay 5,280

asma

Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 4,630

Enfermedades infecciosas intestinales 3,908

Anemias 3,504

Septicemia 2,744

El tratamiento para controlar los niveles de colesterol dependera de la cantidad de colesterol
gue la persona presente, pero antes de controlarlo con medicacion, primeramente, se
deben cambiar ciertos habitos de vida para reducir los niveles de colesterol malo, que se
depositan en las paredes de las arterias y aumentar los valores de colesterol bueno. En
cuanto al tratamiento farmacol6gico, este se basa en el uso de estatinas, resinas, fibratos,

acido nicotinico, inhibidores de la absorcion de colesterol y fitosteroles.
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2.7 Estatinas

Las estatinas son uno de los grupos farmacol6gicos mas ampliamente recetados en el
mundo. La eficacia hipolipemiante de las estatinas radica en su capacidad para reducir la
sintesis intracelular hepéatica de colesterol y la concentracion en sangre de cLDL.

Las estatinas ayudan a reducir los niveles de colesterol en sangre, mediante la inhibicion
competitiva, parcial y reversible de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) reductasa, una enzima que ayuda al organismo a producir colesterol, mediante la
conversién de la HMG-CoA a mevalonato, precursor del colesterol, como se muestra en la
Figura 19. Cuando la enzima HMG-COoA es inhibida, se deja de producir colesterol, lo cual
ocasiona que el higado aumente la expresion de receptores LDL. Estos receptores captan
las particulas de LDL que se encuentran en la sangre, reduciendo de esta manera los

niveles de colesterol cLDL [51].

BLOOD

Endoplasmic

\reticulum )

Las estatinas inhiben la HMG-CoA reductasa, Al aumentar el numero de receptores de
lo que reduce la concentracidn intracelular de LDL, se promueve la captura de LDL a
colesterol. partir de la sangre.

El bajo nivel de colesterol intracelular estimula El bajo nivel de colesterol intracelular
la sintesis de los receptores de LDL. disminuye la secrecién de VLDL.

Figura 19. Mecanismo de accion de las estatinas.
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Las estatinas son uno de los farmacos mas eficaces para reducir los niveles de colesterol,

reduciendo hasta en un 20-45 % los valores de LDL, también pueden reducir los valores de

triglicéridos y elevar los niveles de HDL.

En comparacién con otros medicamentos, las estatinas son seguras, y presentan pocos
efectos secundarios, como fatiga, trastornos gastrointestinales, estrefiimiento y calambres.
En general la mayoria de las personas no presentan estos efectos [52]. En la tabla 10 se
muestran las estatinas con sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas mas

importantes.

Tabla 10. Estatinas con sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas [53]

Estatina Punto de Solublilidad Biodisponibilidad
fusién (°C) (mg/mL) oral

Atorvastatina 159-161 4.46 0.0100 5.70 Il 12-14%

Lovastatina 174.5 14.9% 0.0004 4.26 Il <5%
Simvastatina 135-138 14.9° 0.0100 4.68 1 <5%

Rosuvastatina NR 4.0 0.0880 0.13 NR 20%

(Ca, Zn)

Pravastatina 171-173 4.36 33.0 0.59 [ 17%

Fluvastatina 194-197 4.4 33.0 4.50 | 24%

Pitavastatina NR 412 0.004" 3.75° NR 51%

Como podemos observar la mayoria de las estatinas son case I, presentan una baja
solubilidad y por consiguiente una baja biodisponibilidad.
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2.7.1 Atorvastatina

La atorvastatina es de la familia de las estatinas de primera eleccién en el tratamiento de
las hipercolesteremias, es insoluble en soluciones acuosas con un pH <4, muy poco soluble
en agua destilada y soluciones buffer de fosfatos pH 7.4, ligeramente soluble en etanol y
muy soluble en metanol [54]. En la Tabla 11 se muestra la estructura de la atorvastatina
con sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas mas importantes.

Tabla 11. Estructuray propiedades fisicoquimicas de la Atorvastatina [55].

Propiedades Atorvastatina

Acido (3R, 5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4
(fenilcarbamoil)-5-(propan-2-il)-1H-pirrol-1-

il]-3,5-dihidroxiheptandico

_ 0 OH OH O
Nombre quimico /\)\/k/u\
N 7N OH
H _
F

Solubilidad en agua 0.0204 mg / ml (pH 2.1) 1.23 mg / ml (pH
6.0)

Tabletas (10, 20 y 40 mg)
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La atorvastatina es rapidamente absorbida después de su administracion oral, alcanzando

su concentracion maxima (Tmax) en 1-2 horas, tiene un volumen de distribucion de 565 L
y una union a proteinas plasmaticas de 98%. Presenta una absorcion en intestinos de 30 a
85%, con una biodisponibilidad de 5 a 30% debido al metabolismo del primer paso hepatico.
La vida media de la atorvastatina es de casi 20 horas, la cual la hace tener una mejor
eficiencia como hipocolesterolemiante. Es metabolizada ampliamente en el higado y mas
del 70% de sus metabolitos son excretados por las heces [56]. Generalmente este farmaco
es bien tolerado, pero puede presentar algunos efectos secundarios como mialgia,
estreflimiento, astenia, dolor abdominal y nduseas. Es importante destacar que una
desventaja que presenta es la baja solubilidad acuosa en el sitio de absorcién cuando se

administra de forma oral, lo que lleva a dosis repetidas y frecuentes.
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3.0 JUSTIFICACION

La atorvastatina es un farmaco sintético de la familia de las estatinas, insoluble en
soluciones acuosas con un pH < 4, este farmaco esté clasificado como clase Il (baja

solubilidad, alta permeabilidad), de acuerdo con el sistema de clasificacidn biofarmacéutica.

Debido a la baja solubilidad y al aumento en la utilizacién de farmacos clase Il para el
tratamiento de enfermedades de interés nacional, como la hipercolesterolemia, en este
trabajo de investigacion se propone el uso de nanocomplejos, utilizando un polication
biodegradable (chitosan) en conjunto con atorvastatina, con el objetivo de ofrecer una
alternativa para mejorar la solubilidad y la velocidad de disolucion de farmacos clase Il, que
tengan un impacto positivo en los tratamientos terapéuticos, ademas de ofrecer sistemas
de liberacion controlada que puedan ser formulados e incluidos en diferentes formas
farmacéuticas, incluso con la ventaja de ser administrados por diferentes vias, como la via

parenteral.
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4.0 HIPOTESIS

Es posible la obtencién de nanoplexos con atorvastatina empleando un biopolimero
catiénico (chitosan), mediante el método de nanoprecipitacibn en medio acuoso por
interacciones electroestaticas, los cuales tendran un efecto significativo en la solubilidad y
la velocidad de disolucion del farmaco.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener, caracterizar y evaluar “in vitro” propiedades biofarmacéuticas de nanocomplexos

de chitosan con atorvastatina.

5.2 Objetivos especificos

+ Preparar y optimizar nanoplexos de chitosan cargados con atorvastatina, empleando un
disefio experimental y la metodologia de superficie de respuesta.

+ Realizar la caracterizacion fisica de los nanocomplexos obtenidos, empleando técnicas
como dispersién dindmica de luz, microscopia electronica, calorimetria diferencial de
barrido, infrarrojo y difraccion de rayos X, para determinar talla, morfologia, eficiencia

de complejacidn, rendimiento, interacciéon de componentes y carga superficial.

+ Desarrollar y validar métodos analiticos empleando espectrofotometria UV.

+ Determinar la eficiencia de acomplejacion y el rendimiento en la preparacion de los

nanoplexos de chitosan-atorvastatina.

+ Realizar las pruebas de solubilidad en condiciones de saturacion y estudios de

disolucién “in vitro” en medios de simulacion gastrointestinal.
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6.0 MATERIALES Y EQUIPOS

Reactivos

Farmaco

+ Atorvastatina de calcio (DVA MEXICANA)
4+ Acido acético glacial 1 %

Polimero

+ Chitosan (bajo peso molecular, 75-85 % desacetilado, SIGMA-ALDRICH)
Tensoactivo

+ Pluronic F 68 (SIGMA-ALDRICH)

4 Brij 58 (SIGMA-ALDRICH)

Soluciones amortiguadoras

+ Buffer de acetatos pH 5.3

+ Buffer de fosfatos pH 6.8

+ Buffer de HCI pH 1.2

4+ Acido acético glacial 1%

Equipos

Homogeneizador de alto corte (Heidolph silentcrusher)
Potenciometro (Jenco VisionPlus pH 6175)
Espectrofotometro (Cary 60 UV/Vis)

Zetasizer (Nano-ZS90)

Espectrofotometro de infrarrojo (Nicolet 6700 FT-IR)
Espectrofotometro de Rayos X (Bruker Phaser D2)
Balanza analitica (Explorer OHAUS)

Agitador magnético (Biomega research products)
Microscopio electrénico de barrido (JEOL)
Calorimetro (TA Instrument Q20)

Disolutor (Pharma AllianceGroup SRT-08Sx)

FE R EEEEE
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7.0 METODOLOGIA

— Revision bibliografica

Seleccion de materiales polimero y farmaco modelo

Preparaciéon de nanocomplejos (Diseiio
experimental factorial) Establecimiento de parametros de operacion

Elaboracion de los nanocomplexos
Optimizacion del proceso
Validacién de métodos

Talla (dispersion dinamica de luz)

analiticos

Morfologia (Microscopia electronica)

Eficiencia de complejacién (UV)
Caracterizacion fisica de los
nanocomplejos Interaccion de componentes (DSC, IR, XRD)

Carga superficial (potencial Z)
Pruebas de disolucion in vitro

7.1 Elaboracion de un disefio factorial 24

Se elaboré un disefio factorial con cuatro factores a dos niveles (+ alto y - bajo), utilizando
el software statgraphics centurion XVI. Il. Los factores que se emplearon en el estudio
fueron X;= la concentracion de farmaco (Atorvastatina 30, 15 mg), X2 = la concentracion de
polimero (Chitosan 150, 6 mg), Xs = el tipo de estabilizante (Brij 58, Pluronic F68) y X4 = la
concentracion de estabilizante (519, 173 mg). En la Tabla 12. Se muestran las variables
codificadas de cada uno de los factores.
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Tabla 12. Matriz del disefio factorial con dos niveles y cuatro factores.

Experimentos Atorvastatina Chitosan Estabilizante Concentracion de
(X1) (X2) (X3) (Xa)
+ - ) "

Las variables de respuesta fueron el tamafio de particula promedio; Y1 = tamafio promedio
en nm, Y = la morfologia y Y3 = potencial Z.

7.2 Preparacion de los nanoplexos empleando el disefio factorial 24

Siguiendo la combinacion de niveles de la matriz del disefio, se prepararon 30 ml de una
solucién acida, utilizando 15 ml de buffer de acetatos pH 5.3 (para que el chitosan, como la
atorvastatina se encuentren en su forma ionizada), 10.5 ml de &cido acético y 4.5 ml de
agua desionizada. Enseguida se agregd el chitosan a la solucion preparada con
anterioridad a las cantidades preestablecidas, dejando en agitacion por 5 minutos.
Posteriormente, a esta solucion con chitoséan se le agrego el estabilizante (Pluronic F 68 o
Brij 58) y se le dejo en agitacion por 5 minutos (solucién A). Por otro lado, se preparé otra
solucion hidroalcohdlica, disolviendo atorvastatina en 3 ml de metanol y dejando en
agitacion durante 2 minutos (solucion B). La solucién A se mantuvo bajo homogenizacion a
15000 rpm, para después agregar la solucion B gota a gota, manteniéndola en
homogenizacion durante 10 minutos. Los nanoplexos obtenidos se recuperaron por

centrifugacion a 15000 rpm por una hora, para finalmente ser liofilizados a -80°C.
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7.3 Optimizacién de los nanoplexos

Mediante el menu de optimizacién por MSR en el software statgraphics centurion se
determinaron los valores 6ptimos de los factores para poder obtener nanoplexos con un
tamafio objetivo de 400 nm. Los nanoplexos, ya con los niveles optimos, se prepararon
utilizando 30 ml de una solucién utilizando 15 ml de buffer de acetatos pH 5.3, 10.5 ml de
acido acético y 4.5 ml de agua desionizada. Después se agregaron 22 mg de chitosan a la
solucion preparada anteriormente dejando en agitacién 5 minutos. Posteriormente, a esta
solucién con chitosan se le agregaron 195 mg de pluronic y se dej6é en agitacion por 5
minutos. Enseguida se prepar6 otra solucién, disolviendo 22 mg de atorvastatina en 3 ml
de metanol, dejando en agitacién durante 2 minutos. Por ultimo, se agrego6 la solucion de
atorvastatina a la solucion de chitosan rapidamente bajo homogenizacién a 15000 rpm

durante 10 minutos.

7.4 Caracterizacion fisica de los nanoplexos de Chitosan-Atorvastatina obtenidos
mediante el disefio experimental

7.4.1 Determinacion del tamafio y potencial Z

El tamafio de particula y el potencial Z, se determin6 mediante las técnicas de dispersion
dindmica de luz (DLS) y dispersion de luz electroforética (ELS), utilizando el equipo
Zetasizer Nan-ZS90. Para la determinacion de la talla se diluyeron 50 ul de la suspension
de nanoplexos en una celda con 1000 ul de agua desionizada, determinando el tamafio de
particula a una temperatura de 25 °C, con un total de 30 lecturas por muestra a 90° de
inclinacion y utilizando buffer de acetatos pH 5.3 como medio dispersante. Para la medicion
del potencial Z se sigui6 el mismo procedimiento, utilizando agua desionizada como

dispersante y celdas para potencial Z a una temperatura de 25 °C.

7.4.2 Morfologia

La morfologia de los nanoplexos se determin6 con el uso del microscopio electronico de
barrido JEOL modelo JSM-6700F. La preparacion de las muestras se realiz6 colocando una

gota pequefa de la suspension de nanoplexos sobre un cubreobjetos. Posteriormente se

dej6 secar la muestra a temperatura ambiente.
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7.5 Determinacion de la longitud de onda de maxima de absorcion de atorvastatina

Para la determinacion del maximo de absorcibn de la atorvastatina se utilizé el
espectrofotébmetro UV/VIS Cary 60. Primeramente, se prepard una solucion con 10 mg de
atorvastatina aforados con 10 ml de metanol, siendo esta nuestra solucién stock. De esta
solucion preparada se tomaron 5 ml y se aforaron con 25 ml de buffer para obtener una
concentracion de 200 pg/ml. Posteriormente se realizé un barrido en un rango de 200-600
nm utilizando la solucién anterior. Para la determinacion del maximo de absorcién se realiz

el barrido por triplicado.

7.6 Validacién de métodos analiticos apH 5.3,1.2y 6.8

El método a pH 5.3 fue empleado para la determinacion de la eficiencia de complejacion,
mientras que los métodos a pH 1.2 y 6.8 para la cuantificacion de atorvastatina en las
pruebas de solubilidad y perfiles de disolucién. En el estudio de validacién se evaluaron los
siguientes parametros de desempefio:

a) Linealidad

Se tomaron 5 matraces aforados de 10 ml y a partir de una solucion stock preparada como
se indica en el punto 7.5, tomando muestras para preparar las siguientes concentraciones:
5, 10, 15, 20 y 25 ug/ml. Posteriormente se determiné su absorbancia en el
espectrofotometro UV/VIS. Este procedimiento se realiz6 por triplicado, determinando el r?,

el ICm, ICb y el CV de las pendientes.

b) Exactitud-Veracidad

Este parametro evalud la exactitud utilizando tres concentraciones con tres réplicas de cada
concentracion en el punto bajo, medio y alto de la curva de calibracion. Posteriormente se
calculo la exactitud mediante el porcentaje de recobro de la cantidad valorada con respecto

a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, empleando la siguiente ecuacion:

Concentracion calculada

% Recobro = X100

Concentracion real
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c) Repetibilidad

Se evaluo utilizando nueve determinaciones cubriendo el intervalo especificado para el
procedimiento, es decir tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada
concentracion. Las concentraciones empleadas fueron 5, 15 y 25 pg/ml. Al final se calcul6

el coeficiente de variacion.

d) Limite de deteccidn
1.- Se evalué el limite de deteccion mediante la determinacién de la pendiente de la curva
de calibracién y la desviacion estandar de las respuestas. La determinacion se realizo

mediante a siguiente ecuacion:

o = Desviacion estandar del intercepto 330

S = Pendiente LD= S

e) Limite de cuantificacién
1.- Se evalué el limite de deteccion mediante la determinacién de la pendiente de la curva
de calibracién y la desviacion estandar de las respuestas. La determinaciéon se realiz

mediante a siguiente ecuacion:

o = Desviacién estandar del intercepto LC= 100

S = Pendiente S

7.7 Caracterizacion de los nanoplexos optimizados

7.7.1 Determinacion de la eficiencia de complejacion (%EC)

Se emplearon métodos:
a) Con membranas de didlisis

Se colocaron seis bolsas de didlisis en vaso de precipitados con 100 ml de agua destilada,
las cuales se dejaron sumergidas previamente durante 24 horas. Después, se les colocaron
2 ml de una suspension de nanoplexos a concentracion conocida. Posteriormente las
bolsas con muestra fueron sumergidas en 30 ml de buffer de acetatos pH 5.3. Por ultimo,
se tomdé una muestra del medio a diferentes tiempos hasta concentracion constante,

cuantificando por UV. Las determinaciones se obtuvieron por triplicado.
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b) Por centrifugacion

Las suspensiones de nanoplexos se centrifugaron a 11000 rpm durante una hora.
Posteriormente se tomd una muestra del sobrenadante, la cual se leyé en el
espectrofotdmetro UV/VIS a 240 nm, obteniendo la absorbancia. Para hacer el calculo de

la concentraciéon en ambos métodos se utilizé la ecuacion 1.

Ecuacion 1 Eficiencia de complejaciéon = Mil\_/llivm x 100

Donde Mi es la cantidad de atorvastatina afladida y Mn es la cantidad de atorvastatina no

conjugada o libre determinada a partir de los métodos.
7.7.2 Determinacion del rendimiento

El rendimiento de produccion de nanoplexos se determindé mediante la ecuacién 2, en el
que la masa total de nanoplexo producido se refiere a la masa de nanoplexo recuperada
después de la liofilizaciéon (Mn) y Mt es la cantidad de atorvastatina y chitosan afiadidos.

Ecuacion 2 Rendimiento = I\I\/:[—I; x 100

7.7.3 Obtencion del patrén de difraccién de Rayos X

El patrén de difraccion de rayos X en polvo (PXRD) fue determinado usando un
difractémetro de rayos X Bruker Phaser D2. Se analizaron cuatro muestras en el estudio
(atorvastatina, chitosan, mezcla fisica 1:1 atorvastatina-chitosan y nanoplexos), colocando
una pequefia muestra de polvo sobre un patillo de silicio. Las muestras se analizaron en un

rango de 5 ° a 60 ° (26), con un tamafio de paso de 0.02°/ s.
7.7.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para evaluar el comportamiento térmico de los nanoplexos en comparacion con la
atorvastatina pura y el chitosan, se utilizo la técnica de calorimetria diferencial de barrido,
empleando un calorimetro TA instrument Q20. Se pesaron muestras individuales de 3.7
mg de atorvastatina pura, chitosan puro, mezcla fisica atorvastatina-chitosan y nanoplexos
gue se colocaron en recipientes de aluminio herméticos. Las muestras se analizaron a una

velocidad de 10°C / min, en un rango de temperatura de 20-350 °C.
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7.7.5 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Para investigar los cambios estructurales en los nanoplexos, se utilizé la técnica de
espectroscopia infrarroja, empleando un espectrofotdémetro de infrarrojo Nicolet 6700 FT-
IR. Se pesaron 10 mg de muestras individuales de atorvastatina, chitosan, mezcla fisica
atorvastatina-chitosan y nanoplexos. Posteriormente se colocaron las muestras sobre la
placa de diamante del equipo en un rango de nimero de onda 4000-525 cm™, con un
promedio de 32 escaneos y una resolucién de 4 cm™.

7.8 Estudios de eficacia in vitro
7.8.1 Determinacién de la solubilidad en condiciones no sink

Para determinar la solubilidad en condiciones no sink se prepararon dos soluciones; una
con 5 mg de atorvastatina en 5 ml de agua desionizada y otra con 5 mg de nanoplexos en
5 ml de agua desionizada. Posteriormente ambas soluciones se dejaron en agitaciéon a 1000
rpm a 37 °C durante 2 horas. Concluido este tiempo se tomaron 3 ml de muestra de cada
solucidn, los cuales se centrifugaron (5000 rpm durante 5 minutos) y filtraron a través de un
filtro de tamafio de poro de 1 um. Por udltimo, se determind la concentracibn mediante

espectroscopia UV/VIS.

7.8.2 Disolucién de polvos en condiciones sink

Se obtuvieron los perfiles de disolucion durante 24 horas, empleando el aparato uno
de la farmacopea (FEUM) y dos soluciones amortiguadoras; una de HCI pH 1.2 y otra
de fosfatos pH 6.8. El medio de disolucién se degasific6 previamente durante 15
minutos. Posteriormente se monto el aparato de disolucién a 37 °C y a 100 rpm con
las muestras de atorvastatina pura y los nanoplexos, colocados directamente en las
canastillas. También se evaluaron blancos de Chitosan y una mezcla fisica de
Chitosan-atorvastatina. El volumen de medio fue de 900 ml. Por ultimo, se tomaron
muestras de 3 ml con un filtro de tamafio de poro de 0.45 um a los 5, 10, 15, 30, 45,
60, 120, 240, 360, 720, 1440 minutos, leyendo en el espectrofotébmetro UV/VIS para

determinar concentracion y con ello obtener los perfiles de disolucion.
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7.9 Andlisis estadistico

Para la optimizacion con disefios experimentales se utilizo la metodologia de superficie
de respuesta, encontrando significancia de efectos y del modelo cuando P < 0.05. Para
el andlisis bivariado se utilizé una prueba t-student para muestras independientes,
considerando significancia estadistica cuando P < 0.05. Para la validacion de métodos
se recurrid al analisis de regresion con andlisis de varianza y estadistica descriptiva

con niveles de confianza al 95 %.
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Obtencidén y optimizacion de los nanoplexos

En esta prueba se utilizaron los disefios factoriales 2%, ya que este tipo de disefios nos
permiten estudiar el efecto principal primario de varios factores sobre una o varias variables
de respuesta. En nuestro trabajo de investigacion se elaboré un disefio factorial 24, donde
se estudio el efecto de la concentracion de atorvastatina, chitosan, estabilizante y el tipo de
estabilizante sobre la variable de respuesta de talla, con el propésito de obtener nanoplexos
de tamafio entre 300-500 nm (Y = 400 nm). En la Tabla 13 se muestran los tamafios
promedio obtenidos de las dieciséis corridas mediante la técnica de dispersién dinAmica de
luz (DLS), la cual es una técnica no invasiva que nos permite medir el tamafio y distribucion
en la regién micro y nanométrica. Como se puede observar las corridas experimentales
donde se obtuvieron sistemas con un tamafio de particula nanométrico cercano al tamafo

esperado fueronlal, 7,9y 12.

Tabla 13. Matriz de disefio factorial 2* con resultados de tamafio promedio.

Estabilzante Concentracion
Formulaciones | Atorvastatina Chitosan Brij 58, Pluronic de Tamano

(mg) (mg) F68 estabilizante (nm)

Pluronic F 68

15 150 Pluronic F 68 173 1915.0
15 150 Brij 58 519 13.0

30 150 Pluronic F 68 519 1320.0
15 150 Pluronic F 68 519 2642.0
30 150 Brij 58 519 12.0

30 6 Brij 58 173 348.2
30 150 Pluronic F 68 173 1256.0
15 6 Pluronic F 68 519 804.8
15 150 Brij 58 173 2182.0
30 6 Pluronic F 68 173 2059.0
15 6 Pluronic F 68 173 806.0
15 6 Brij 58 173 309.9
15 6 Brij 58 519 8.4

30 150 Brij 58 173 1260.0
30 6 Brij 58 519 8.3
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El disefio experimental permitié obtener, un rango de tamafios amplio en las zonas micro y

nanomeétricas, lo que se considera adecuado, ya que se buscaba obtener particulas con un
tamafio nanométrico. Por lo cual, a partir de estos de datos se procedi6 a realizar un analisis
estadistico por metodologia de superficie de respuesta, para poder obtener las condiciones
experimentales (niveles 6ptimos de los factores) para generar nanoparticulas con un

tamario objetivo de 400 nm.

Para la evaluacion de los efectos principales de las variables independientes estudiadas se
emple6 el andlisis de Pareto, el cual representa en forma decreciente el grado de
importancia o peso que tienen los diferentes efectos de los factores en el proceso, operacion
o resultado. El objetivo de este analisis es el poder identificar los factores mas importantes
o significativos. En la figura 20 podemos ver que tanto el tipo de estabilizante como la
concentracién de chitosan tienen un efecto significativo sobre el tamafio de particula, es
decir, estos son los dos factores mas importantes del estudio que impactan de manera
directa en el valor de talla promedio, ya que rebasan la linea de significancia con P < 0.05.
También podemos apreciar que el cambio de un nivel bajo a uno alto de la concentracion
de atorvastatina, el tipo estabilizante y la concentracién de estabilizante, tienen un efecto
negativo en el valor de talla, es decir, la reducen, mientras que la concentracioén de chitosan

tiene un efecto positivo (la talla promedio aumenta con la cantidad de chitosan).

C.Tipo de
estabilizante

i

B.Chitosan

D.Concentracion
de
estabilizante

A.Atorvastatina
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En el caso del polimero, se aprecia que, a menor concentracion de chitosén, el tamafio de
particula disminuye y a mayor concentracion el tamafio aumenta, este comportamiento en
la reduccion del tamafio de particula se debe principalmente a que se reduce la cantidad
de grupos amonio (NH3*) presentes en el chitosan que pueden interaccionar con los iones
carboxilatos (COO") de la atorvastatina, por lo cual el tamafio de los nanoplexos tiende a
ser menor, que al tener una mayor concentracion de chitosan, pues al contar con una mayor
cantidad de grupos amonio (NH3*) habra una mayor interaccién con los iones carboxilatos

de la atorvastatina generando un aumento en el tamafio de los nanoplexos.

Respecto a la cantidad de farmaco, aunque no tiene un efecto estadisticamente
significativo, se observé que la concentracion de atorvastatina no influye en el tamafio
promedio de los nanoplexos, es decir que se pueden obtener nanoplexos del tamafio de
400 nm utilizando altas y bajas concentraciones. Esto puede deberse a que la atorvastatina
solo presenta dos acidos carboxilicos en su estructura, mientras que el chitosan presenta
un alto nimero de grupos amino libres en sus cadenas poliméricas, por lo cual la cantidad

de atorvastatina no influye en el tamafio de los nanoplexos.

En cuanto al tipo de tensoactivo, aunque ambos son no-iénicos, se encontré que con el
Pluronic F 68 el tamafio de particula era menor que al utilizar el Brij 58, lo cual puede
deberse a que Pluronic F 68 tiene un HLB de 29, el cual es mayor que el del Brij 58 que
tiene un HLB de 16, lo cual puede explicarse por un efecto solubilizante sobre la
atorvastatina que genera menos interacciones con el polimero [57]. El equilibrio hidréfilo-
lipofilico (HLB) de un tensoactivo es una medida del grado en el que es hidrofilo o lipdfilo.
Un tensoactivo considerado lipofilo presenta un valor bajo de HLB de entre 1-8, mientras
gue los hidréfilos presentan un HLB alto de 9-18. El sistema HLB es muy util para distinguir
los tensoactivos segun sus aplicaciones. En la Figura 21 se muestran las aplicaciones de
los tensoactivos de acuerdo a su grado de HLB, como podemos observar el Pluronic F 68
debido a su alto valor de HLB ( > 24 ) tiene una funcion mas como agente solubilizante,
mientras que el Brij 58 debido a su valor de HLB (16) tiene una funcion mas como
emulsionante o/w, por lo cual este puede ser el motivo de que el tamafio de particula sea

menor al utilizar el Pluronic F 68 [57].
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Por otro lado, y aun cuando no es estadisticamente significativa, también se observo que a
mayor concentracion de estabilizante el tamafio de particula disminuia, lo cual se debe a
que los tensoactivos tienen la funcion de reducir la tension superficial entre dos fases. Los
tensoactivos no iénicos se conocen como anfifilicos, debido a que presentan en su
estructura un extremo hidrofilico que es soluble en agua y un extremo hidréfobo, que es
insoluble en agua. EI grupo hidrofilo tiene un efecto solubilizante y tiende a llevar a la
molécula a disolucion completa, en cambio el grupo hidrofobo, tiende a contrarrestar la
tendencia del otro. Cuando se logra el equilibrio entre ambos grupos el tensoactivo tiende
a concentrarse en la interfase, donde los grupos hidréfilos se orientan hacia la fase acuosa
y los hidr6fobos hacia la no acuosa. Por lo cual, al agregar una alta concentracion de
Pluronic F 68 a la solucion de nanoplexos, ocasiond que las moléculas lipofilicas de la
atorvastatina no interaccionaran completamente con las moléculas del Chitosan, generando

nanoplexos de un menor tamafio.

is |
] Solubilizantes

"7 } Detergentes

HIDROFILO

12 — Emulsionantes o/w

|

o —|
l Humectantes

Emulsionantes w/o

LIPGFILO

4 ? Mayoria antiespumantes

Figura 21. Uso de los tensoactivos segun el equilibrio hidrofilo-lipofilico (HLB).

8.1.1 Optimizacion de los nanoplexos con MSR.

Aunque el tipo de estabilizante fue el factor mas significativo, al ser un factor categérico, se
decidi6 mantener constante al estabilizante (Pluronic F-68). Por lo cual se eligieron los
siguientes dos factores en importancia, la concentracion de chitosan y de estabilizante, los

cuales se muestran en la figura 22 de superficie de respuesta.
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Como podemos observar los valores de tamafio promedio mas bajos, se encuentran
cuando tenemos una baja concentracion de chitosan y una alta concentracion de

estabilizante, lo cual se debe a lo mencionado anteriormente.
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400k ] 02 i6
1 ] 0.2 Concentracion de
-0.6 02 02 06 ) 4 0.6 estabilizante
Chitosan

Talla = 956.661 - 128.486*Atorvastatina + 368.348*Chitosan - 438.927*Estabilizante -
310.352*Conc Estab 12 =61.06 %

Figura 22. Superficie de respuesta estimada para el tamafio promedio.

En la figura 23 se muestra el grafico de contorno de superficie de repuesta, donde se
pueden apreciar las zonas de superficie que estiman tamafios de nanoplexos en diferentes
rangos. Como el objetivo es encontrar un tamafio de 400 nm (zona rosa), entonces
podemos utilizar altas concentraciones de estabilizante (Pluronic F68), pero con bajas

concentraciones de chitosan, por la interaccion de cargas.

-

Talla

-300.0-0.0
0.0-300.0
300.0-600.0
600.0-900.0
900.0-1200.0
1200.0-1500.0

mmm 1500.0-1800.0

s 1800.0-2100.0
2100.0-2400.0

s 2400.0-2700.0

0.6

0.2

0.2

0.6

Concentracion de estabilizante

A

[
-

-0.6 0.2 0.2 0.6
Chitosan

[
-
-

Figura 23. Contornos de la superficie de respuesta estimada para el tamarfio
promedio.
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La tabla 14 se muestran los niveles estimados 6ptimos de cada uno de los factores que

optimizan la respuesta a una talla de 400 nm; 22 mg de atorvastatina, 22 mg de Chitosan
y Pluronic F68 al 0.65%. Estas condiciones fueron ejecutadas por triplicado para verificar
la prediccién del modelo, obteniendo los valores de tamafio promedio experimentales, los
valores se muestran en la tabla 14 y figura 24.

Tabla 14. Niveles optimizados y verificacion del método.

codlflcado natural prediccién
Estabilizante -1 Pluronic
Chitosan -0.70 22 mg

Concentracion 400 nm 431 + 12 nm 7.8 %
de - 1 0.32 0.65 %

estabilizante
X3
Atorvastatina
X4 -1 1 -0.03 22 mg

8.2 Caracterizacion fisica de los nanoplexos obtenidos bajo condiciones éptimas

8.2.1 Verificacion de la talla estimada en el modelo

En la siguiente gréfica se muestra la talla promedio de los nanoplexos obtenidos bajo
condiciones oOptimas, empleando nuevamente la técnica de dispersion dinamica de luz
(DLS). Como se puede observar los nanoplexos presentaron un tamafio aproximado de
421.1 nm, semejante al que se habia predicho en el modelo estadistico. También se
observaron otras dos pequefias poblaciones de particulas, unas cercanas a 100 nmy otras
de aproximadamente 8000 nm. Al inicio de este estudio se plante6 obtener nanoplexos de
atorvastatina con un tamafio de 400 nm, con el objetivo de mejorar la disolucién de la
atorvastatina mediante la reduccion del tamafio de particula, lo cual se logré, ya que el
tamafio promedio de la atorvastatina pura era de 50 um, es decir que se logré reducir su

tamarfio por debajo de los 400 nm.

58



[RESULTADOS Y DISCUSION] BloNs =R [¥3IloNe =R ks

Como ya sabemos, la solubilidad es uno de los parametros mas importantes para lograr la

concentracion deseada de farmaco en la circulacion sistémica y obtener la respuesta
farmacologica deseada, la cual estd intrinsecamente relacionada con el tamafo de
particula; a medida que una particula se hace mas pequefia aumenta la relacién superficie
/ volumen, lo que permite un aumento en el area superficial, que da paso a una mayor
interaccion entre la particula y el disolvente, favoreciendo la humectacion y aumentando

de esta manera la velocidad de disolucion [58].
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Figura 24. Tamafio promedio de los nanoplexos bajo condiciones 6ptimas.

8.2.2 Potencial Zeta

En la figura 25 se muestran los valores obtenidos de potencial zeta de los nanoplexos bajo
condiciones éptimas. Como ya sabemos el potencial zeta es una medida de la magnitud de
la repulsion o atraccion electroestatica entre las particulas y es uno de los parametros
fundamentales que se sabe que afectan la estabilidad. Como se puede observar los
nanoplexos de atorvastatina presentaron un potencial zeta de 36.3 £ 1.0 mV, con una buena
calidad en la lectura. Este valor alto de potencial zeta nos dice que los nanoplexos de
atorvastatina presentan una buena estabilidad en la suspension, por lo que resistiran a la
agregacion, pues si los valores son menores a £ 30.0 mV, las nanoparticulas tienden a

atraerse, formando fléculos en lugar de una dispersion.
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Zeta Potential Distribution
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Figura 25. Potencial Zeta de los nanoplexos bajo condiciones 6ptimas.

Por lo tanto, las suspensiones coloidales con un valor alto de potencial zeta tenderan a
estabilizarse eléctricamente, mientras que las soluciones coloidales con bajos valores de
potencial zeta formaran agregados o fléculos, mismos que serian indeseables para una
formulacién estable y segura, ya que estos nanoplexos pueden ser administrados por la via

inyectable. [59].
8.2.3 Morfologia

En la Figura 26 se muestran las micrografias de la atorvastatina, del chitosan y la de los
nanoplexos de atorvastatina obtenida mediante la técnica de microscopia electronica de
barrido (SEM), la cual es una técnica que nos permite producir imagenes de alta resolucion
de la superficie de una muestra mediante la interaccion electrébn-materia, ya que esta

técnica emplea un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen.

Como se puede observar en la imagen la atorvastatina presenta particulas en forma de
aguja y de forma irregular con un tamafio promedio de 50 um, lo que coincide con los
estudios de rayos x mostrados mas adelante, evidenciado que la atorvastatina usada en
este estudio presenta una forma amorfa. En cuanto al chitosan, se muestra una superficie
rugosa y con forma de poliedro irregular con un tamafio de 10 um. En la figura 26-C, se
pueden observar los hanoplexos como nanoestructuras esféricas y solidas en comparacion

con la forma de la atorvastatina y del chitosan puros.

60



[RESULTADOS Y DISCUSION] [REKoNe (NN IaTeNe (SIZAOkK:)

Esta técnica de microscopia electrénica nos confirmé que el tamafio de los nanoplexos se
encuentra alrededor de los 400 nm, tal como se encontré mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS).

A — -
2pum EHT =10.00 kV Signal A= SE1
S

WD =135mm Mag =6.00 Kx e % ;?::’ ZZV'“" :'.: :ﬂ ;.0.0::;5
A) Atorvastatina. B) Chitosan.

_— 420nm ITM-UNAM
X 50,000 2.00KV SEI SEM WD 4.2mm

C) Nanopexos de atorvastatina.

Figura 26. Micrografias de A) Atorvastatina, B) Chitosan y C) Nanoplexos, por
microscopia electronica de barrido (SEM).
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8.2.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la figura 27 se muestran los termogramas de la atorvastatina, del chitoséan, de la mezcla
fisica atorvastatina / chitosan 1:1 y de los nanoplexos de atorvastatina, obtenidos mediante
la técnica de calorimetria diferencial de barrido. Esta técnica nos permite determinar las
caracteristicas de los materiales con base a la cantidad de calor que absorben o liberan
cuando son calentados o enfriados a velocidad constante en un determinado intervalo de
temperaturas. Las principales aplicaciones de esta técnica son, la medida de la capacidad
calorifica aparente, la determinacion de temperaturas de trasformacion o transicion
(transicion vitrea, transformaciones polimérficas, fusion, ebullicibn, sublimacion,

descomposicién), estabilidad térmica y cinética de cristalizacién de materiales.

En este estudio la DSC se utilizé para poder determinar las transiciones endotérmicas y
exotérmicas de la atorvastatina y del chitosan, asi como los cambios que ocurren en la
formacion de los nanoplexos al interaccionar ambas materias primas. Como se puede
observar la atorvastatina present6 un pico endotérmico amplio en un rango de temperatura
de 40 a 120 °C debido a la perdida de agua, seguido de una transicion vitrea (Tg) en el
rango de temperatura de 145-149 °C. Se observé también un pico endotérmico a 235 °C
correspondiente a la descomposicion de la atorvastatina [60]. En el caso del chitosan este
presento dos picos, uno endotérmico a 96.94 °C correspondiente a la pérdida de agua de
los grupos amino (-NH>) e hidréxido (-OH) contenida en la cadena principal del polimero y
un pico exotérmico a 304.90 °C correspondiente a la descomposicion de los grupos amino
(-NH>) [61]. En la mezcla fisica se observaron las mismas sefiales de la atorvastatina y el
chitoséan, lo cual nos dice que tanto a atorvastatina como el chitosan no interaccionaron al
mezclarse fisicamente. En cuanto a los nanoplexos de atorvastatina se puede observar un
pico endotérmico a 80 °C debido a la perdida de agua, seguido de una transicion vitrea (Tg)
a 120 °C correspondiente a la atorvastatina. Como sabemos la transicion vitrea (Tg) de la
atorvastatina se encuentra entre 145-149 °C, pero en los nanoplexos se encuentra a 120
°C, este cambio en la transicion vitrea (Tg) nos confirma la interaccion electroestéatica ente
la atorvastatina y el chitosan, ya que la interaccion entre ambos genera nanoparticulas con
una estructura mas amorfa a la que ya presentan. También se puede observar un pico
endotérmico a 230 °C correspondiente a la descomposicion de la atorvastatina, seguido de

un pico exotérmico a 270 °C debido a la descomposicion del chitosan.
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Figura 27. Termogramas de DSC de atorvastatina, Chitosan, mezcla fisica
atorvastatina-Chitosan y nanoplexos.

8.2.5 Difracciéon de Rayos-X de polvos

En la figura 28 se muestran los patrones de difraccion de rayos X de la atorvastatina, del
chitosan, de la mezcla fisica atorvastatina/chitosan 1:1 y de los nanoplexos de atorvastatina.
La difracciéon de rayos x (DRX) es una técnica que a través de un difractograma nos permite
determinar la estructura cristalina y la composicion de un nuevo compuesto, es decir, nos
permite conocer la posicién que ocupan los atomos, iones, o0 moléculas que lo conforman
e inclusive determinar los tamafios de particulas de estos. En nuestro estudio esta técnica
se utilizé para determinar si la atorvastatina y el chitosan presentaban una forma amorfa o
cristalina y si la formacién de los nanoplexos de atorvastatina mediante la interaccion de
ambos compuestos presentaria un cambio en su arreglo cristalino. Como se puede
observar tanto la atorvastatina como el chitosan presentan picos difusos amplios a 26 = 20°
lo cual nos dice que ambos polvos presentan una forma amorfa ya que su patron de
difraccion de rayos x no presenta picos agudos caracteristicos de las formas cristalinas. En
cuanto a los nanoplexos de atorvastatina no se observaron grandes cambios en su patrén
de difraccion, se observaron picos anchos y poco definidos a 268 = 19° muy similares a los

observados en los patrones de difraccion de la atorvastatina y del chitosan puros.
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Figura 28. Patron de difraccion de Rayos x (DRX).

Por lo tanto, la interaccion electroestatica entre la atorvastatina y el chitosan genera
nanoplexos con una estructura amorfa. La forma amorfa de los nanoplexos se debe a la
fuerte y répida interaccion electroestética entre la atorvastatina y el chitosan que evita que
las moléculas de atorvastatina formen estructuras cristalinas ordenadas al precipitar. El que
los nanoplexos presenten una estructura amorfa nos dice que estos tendran una buena
solubilidad, ya que se sabe que las formas amorfas son mas solubles que las formas
cristalinas. Esto se debe a que la cantidad de energia en el proceso de disolucion-
solubilidad, que se necesita para llevar una molécula desde una sustancia en estado
cristalino solido al disuelto, es mayor a la energia que se necesita para arrancar una

molécula que se encuentra en estado amorfo.

64



[RESULTADOS Y DISCUSION] BloNs =R [¥3IloNe =R ks

8.2.5 Espectroscopia infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica que nos permite identificar moléculas a través
de las caracteristicas vibracionales de sus enlaces quimicos. Cada enlace quimico vibra a
una frecuencia caracteristica, la cual se encuentra dentro del intervalo de la radiacion
infrarroja. En este estudio se emple6 espectroscopia infrarroja (FTIR) para determinar los
grupos funcionales de la atorvastatina y del chitosan, asi como los cambios que ocurren en
los nanoplexos al interaccionar ambas materias primas. En la figura 29 se muestra el
espectro de infrarrojo de la atorvastatina, del chitosan, de la mezcla fisica atorvastatina /

chitoséan 1:1 y de los nanoplexos de atorvastatina.
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Figura 29. Espectro de FT-IR de atorvastatina, chitosan, mezcla fisicay nanoplexos
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Como podemos observar la atorvastatina mostré bandas caracteristicas a 3360 cm

(estiramiento O-H), 3375 cm? (estiramiento N-H), 3250 y 3050 cm™ (estiramiento asimétrico
y simétrico O-H), 3000-2800 cm™ (estiramiento C-H), 1657 y 1590 cm™? (estiramiento C=0
asimétrico y simétrico), 1521 y 1443 cm™ (estiramiento C-C), 1326 cm™ (deformacién -CH3
y -CH2), 1228 cm™? (estiramiento C-N), 1170 cm? (estiramiento C-O), 1121 y 1063 cm™
(flexiéon en el plano C-H aromatico), 848, 819 y 750 cm? (flexién fuera del plano C-H
aromatico) y 692, 633 y 594 cm (flexién por deformaciéon C-H). En el caso del chitosan se
aprecian bandas entre 3250-3600 cm™ (O — H y N — H) caracteristicos de alcoholes, aminas
y amidas presentes en la estructura del solido desacetilado. Se observan también bandas
a 2842 cm? (estiramiento C — H), 1650-1550 cm™ (estiramientos C = O y N = H)
caracteristicos de grupos amida, 1645 cm™y 1432 cm 1 (C = O) presente en un grupo amida
() y un grupo amida (I1), 1367 cm™* (estiramiento C — H) presente en el grupo acetamida (R-
NHCOCHs3) residual, que esta alli debido a la desacetilaciébn incompleta de la quitina, o
debido a grupos O-H unidos a los anillos. La banda observada a 1081 cm™ se debe a la
presencia del grupo pirandsico. En cuanto a la mezcla fisica atorvastatina / chitosan 1:1, se
observan los mismos picos correspondientes a la atorvastatina, lo cual indica que la
atorvastatina y el chitosdn no interaccionan en una mezcla fisica. Con respecto a lo
nanoplexos se encontr6 que tanto la atorvastatina como el chitosan interaccionaron
fisicamente ya que se observaron bandas caracteristicas de ambas materias primas en los

nanoplexos, sin que se produjeran cambios quimicos.

8.6 Desarrollo de la metodologia analitica

8.6.1 Determinacion del pico maximo de absorcién de atorvastatina
La Figura 30 muestra el espectro de absorcion de la atorvastatina, que consiste en una

representacion gréfica que indica la cantidad de luz absorbida a diferentes valores de

longitud de onda (A), que en este estudio se realizé de 200 — 600 nm.
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Figura 30. Espectro de absorcion de la atorvastatina en el rango de 200-600 nm.

Como podemos observar la atorvastatina tiene un maximo de absorcién a una longitud de
onda de 240 nm, que concuerda con lo reportado por varios autores en sus trabajos de
investigacion. A partir de esta longitud de onda se realizo la validacion de los métodos
analiticos, verificando también su identidad [62].

8.3.2 Validacion de métodos analiticos apH 5.3, 1.2y 6.8

Se desarrollaron tres métodos, uno a pH 5.3 para evaluar la eficiencia de complejacion, y
dos a pH’s 1.2 y 6.8 para cuantificar atorvastatina en las pruebas de solubilidad y perfiles
de disolucién. La validacion se realiz6 siguiendo los lineamientos establecidos en la FEUM
11va edicién volumen Il y la ICH Q2 (R1). Se evaluaron los parametros de linealidad,
exactitud, repetibilidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion. Para evaluar la
linealidad método se realiz6 el analisis de regresion calculando el C.V % (ver Tabla 15), el
coeficiente de determinacion (r?) y los intervalos de confianza a 95 % para las constantes

del modelo lineal. El valor de r? nos indica la bondad de ajuste del modelo a los datos.
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Tabla 15. Parametros para la validacion del método analitico apH 5.3, 1.2y 6.8.

Parametro de Giiteio
desempefio pH 5.3 pH 1.2 pH 6.8

Linealidad CVm £ 2% 1.14 % 1.95% 1.45 %
ICm, no debe incluir el cero 0.033 a 0.034 0.030 a 0.031 0.033a 0.034
ICb, debe incluir el cero -0.011 a 0.002 -0.017 a 0.0003  -0.004 a 0.010
r<0.99 0.9997 0.9996 0.9997
r2=0.99 0.9995 0.9992 0.9995

Repetibilidad CVaps < 2% 1.49% 1.87 % 1.59 %

Exactitud CVrecobro < 2% 1.18 % 0.26 % 0.83 %
|Crecobro, debe incluir el 98.50-100.13 % 99.78-100.1%  99.2-100.3 %
100%
No aplica 0.3073 pg/ml 0.4426 pg/ml 0.3471 pg/ml
No aplica 0.9314 pg/ml 1.3413 pg/ml 1.0520 pg/ml

Como se puede observar en la tabla 15, los métodos analiticos cumplen con los criterios

establecidos en las guias de validacién, por lo que se consideran confiables para su uso

previsto, siendo lineales, exactos y repetibles.

8.7 Eficiencia de complejacion (EC)

Enla Tabla 16 se muestra la eficiencia de encapsulacion de los nanoplexos de atorvastatina
optimizados, con los dos métodos empleados: 1. Empleando membranas de didlisis y 2.

Por centrifugacion y cuantificacion en sobrenadante.

Tabla 16. Valores de eficiencia de complejacion.

Método 1 Método 2

Membranas de | Centrifugacion
dialisis

85.29+0.60% 89.80+0.39 %
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Como podemos ver la eficiencia de complejacion promedio para una relacion atorvastatina
/ chitosan 1:1 se encuentra en concordancia con las bibliografias consultadas donde se
obtienen eficiencias de encapsulacion promedio que van desde 85 - 95 %, reportadas para
nanoplexos de ibuprofeno [63]. Este valor de eficiencia de encapsulacion es satisfactorio,
ya que la mayoria de atorvastatina estéd siendo encapsulada en los nanoplexos. Respecto
a estos valores de EC, podemos decir que se deben primeramente a la concentracion de
acido acético usada (0.1 %), lo cual ocasiona que una mayor cantidad de grupos amino
(NH_2) en el chitosan estén protonados (NHs +), debido a que el pH del medio se vuelve mas
acido.

Otro factor importante es la cantidad de chitosan, ya que al tener una relacién 1:1 con la
atorvastatina se asegura que la mayoria de los iones carboxilato (COO") de la atorvastatina
en la solucién interaccionen con los grupos amino protonados (NH3*) del chitosan, lo cual
se debe a que el chitosan presenta un alto nimero de grupos amino libres en sus cadenas
poliméricas, mientras que la atorvastatina Unicamente presenta un &cido carboxilico por
molécula. Con base a lo anterior, se puede sugerir que un exceso de chitosan no es

necesario para obtener un alto porcentaje de eficiencia de complejacion de atorvastatina.

Otro de los factores que influyeron en los altos valores de eficiencia de encapsulacion,
fueron las interacciones hidrofébicas, las cuales se originan cuando una molécula no es
capaz de interaccionar con las moléculas de agua. Por lo cual, la concentracion de
atorvastatina empleada en la elaboracion de nanoplexos, fue la adecuada para permitir que
las moléculas de atorvastatina interaccionaran entre si por interacciones hidrofébicas,
debido a la cercania que existia entre ellas, generando una alta eficiencia de encapsulacion
[40]. Las diferencias mostradas en los métodos (P < 0.05) se pueden asociar a que en el
método por membrana de didlisis existe un tiag €n el paso del farmaco a través de la

membrana y hacia el medio de disolucion.
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8.8 Rendimiento en la elaboracién de los nanoplexos

Por medio del andlisis de tres lotes de nanoplexos se obtuvieron los valores de rendimiento
después del proceso de elaboracion de estos. El rendimiento obtenido para una relacion
atorvastatina / chitosan 1:1 fue de 66 + 1.2 %, el cual difiere con otros reportados por Wean
Sin Cheow y Kunn Hadinoto, quienes encontraron para una relacion farmaco / polimero 1:1,

un rendimiento de 90 %.

Este resultado puede explicarse con base en nuestro proceso de elaboracion donde se tuvo
un efecto solubilizante por parte del tensoactivo, y las operaciones realizadas durante la

manufactura, pues en varias etapas se pudo apreciar perdidas en la recuperacion.

8.9 Solubilidad de polvos en condiciones “no sink”

En la figura 31 se muestran los resultados obtenidos en la prueba de solubilidad teniendo
un medio en condiciones no sink. Como podemos observar en la gréfica la atorvastatina
presenté una solubilidad de 27.04 ug/ml, mientras que los nanoplexos de atorvastatina
presentaron una solubilidad de 137.18 pg/ml, es decir una solubilidad cinco veces mayor a

la de la atorvastatina en su estado puro.
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Figura 31. Solubilidad pura de atorvastatina y los nanoplexos en condiciones no
sink.
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Este incremento en el valor de la solubilidad podria explicarse por un fenémeno en el que
el chitosan inhiba la precipitacion de atorvastatina en el equilibrio, este fendmeno lo han
descrito algunos autores como efecto resorte-paracaidas, el cual consiste en mantener un
estado de saturacion en el medio mediante el uso de inhibidores de la precipitaciéon como
lo son algunos polimeros. Generalmente un farmaco en una solucion supersaturada es
termodindmicamente inestable y tiende a regresar a su estado de equilibrio a través de la
cristalizacion y precipitacion del farmaco (nucleacion y crecimiento cristalino). El mecanismo
por el cual los polimeros inhiben la precipitacion es mediante la interrupcion de la nucleacion
y mediante su adsorcién sobre la superficie de los cristales para bloguear el acceso de las
moléculas de soluto, evitando o retardando el crecimiento de los cristales. Otro factor
importante que aumentd la solubilidad fue el estado amorfo que presentaban los

nanoplexos ya que las formas amorfas son mas solubles [64].

8.10 Perfiles de disolucion apH 1.2y 6.8

En la figura 32 podemos observar los perfiles de disolucién de la atorvastatina pura y la de
los nanoplexos en condiciones “sink”. Esta prueba se realizé para poder determinar el
mecanismo de liberacién de la atorvastatina a partir de los nanoplexos. Para un pH 1.2,
podemos observar que la atorvastatina pura se disolvio cerca de un 87 % de farmaco en 24
horas, mientras que en los nanoplexos se disolvié cerca del 75 % de farmaco en 24 horas,
con perfiles de disolucién similares y una disolucion lenta, lo cual puede explicarse debido
a gque la atorvastatina presenta una baja solubilidad en medios con un pH acido, provocando

una disociacion lenta con el chitosan, haciendo resistente a la particula en medio gastrico.
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Figura 32. Perfiles de liberacion de atorvastatina en nanoplexos, a pH 1.2y 6.8.

Por otro lado, los perfiles de disolucion a pH 6.8 presentan otro comportamiento, la
atorvastatina se disolvié al 100 % en los primeros 30 minutos, lo cual se debe a que la
atorvastatina es mas soluble en pH’s mas altos (pues tiene un pka de 4.46). Sin embargo,
en los nanoplexos la atorvastatina alcanzé un 86 % a las 24 horas de prueba, sugiriendo
una liberacion de manera controlada, es decir, el farmaco se va liberando de las cadenas
poliméricas por disociacion mas lenta, también debido a que el polimero es menos soluble
a este pH, creando una matriz que libera lentamente el farmaco. Ese tipo de liberacién
eliminaria o disminuiria los efectos secundarios, ya que reduciria la administracion de dosis
simultaneas de farmaco durante el dia, administrdndose una Unica dosis, considerando
ademas que el chitosan presenta también propiedades mucoadhesivas. Esto ocasionaria
gue los niveles de farmaco en el organismo permanezcan estables durante el dia, por lo

menos durante 24 h.
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9.0 CONCLUSIONES

Con base en todos los resultados de las pruebas realizadas anteriormente, hemos
determinado que es posible obtener nanoplexos con atorvastatina empleando un
biopolimero catidnico (chitosan), a través del método de nanoprecipitacion en medio acuoso
mediante interacciones electrostaticas, los cuales tendran una mejora significativa en el

aumento de la solubilidad y en la disminucion de la velocidad de disolucion.

e Se elaboraron nanoplexos de chitosan bajo condiciones 6ptimas con una forma

esférica y un tamafio promedio de 431 + 12 nm.

e La caracterizacion fisicoquimica que incluy6 tamafio promedio, potencial z,
morfologia por SEM, DSC, rayos-X e IR, evidenciaron la obtencién de los
nanoplexos y el tipo de interaccion entre el polimero y el farmaco, destacando

estructuras nanométricas, esféricas, solidas que se encuentran en un polvo amorfo.

e Respecto a la validacion de métodos, las metodologias mostraron cumplimiento con
los parametros de desempefio que los hicieron apropiados para realizar la

cuantificacion de la atorvastatina en el estudio.

e Se logré obtener una eficiencia de encapsulacion del 85.29 + 0.60 %, siendo
encapsulado la mayor parte del farmaco. En cuanto a el rendimiento este fue de 66
*+ 1.2 % lo cual es bajo, pero mediante diferentes técnicas podria recuperarse el
polimero sobrante, evitando asi grandes pedidas durante la manufactura. Sin
embargo, con estos parametros es posible obtener nanoplexos con cantidades

terapéuticas de atorvastatina.

e Con la elaboracién de los nanoplexos se mejoré la solubilidad de la atorvastatina
cinco veces mas que la solubilidad de la atorvastatina pura, lo cual podria mejorar
la biodisponibilidad de la atorvastatina en el organismo. En cuanto a los perfiles de
disolucién se encontré que los nanoplexos de atorvastatina liberan el farmaco de
manera controlada a un pH de 6.8, por lo cual podrian formularse como sistemas de

liberacién controlada.
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En conclusion, los nanoplexos podrian mejorar de manera significativa la solubilidad de

farmacos en medios acuosos, aumentando su biodisponibilidad en el organismo y
disminuyendo las reacciones adversas ocasionadas por las fluctuaciones debido a la
administracion de dosis constantes durante el dia.
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11.0 ANEXOS
11.1 Solubilidad de la atorvastatina en mezclas de N,N-Dimetilformamida (DFM),
Metanol (CHsOH), Hidroxido de sodio (NaOH) y Agua.
DMF/NaOH/H.0O < 0.25 mg/ml
Metanol/NaOH/H,O < 0.25 mg/ml
DFM/NaOH > 0.95 mg/ml
Metanol/NaOH > 0.99 mg/ml

11.2 Linealidad del método analitico a pH 5.3.

0.1645 0.0329
0.1642 0.0328 0.1643 0.0001 0.0929
0.1643 0.0328

o

0.3334 0.0333
0.3385 0.0338 0.3356 0.0026 0.7810
0.3349 0.0334

ol o

(3]

0.4952 0.0330
0.4938 0.0329 0.4931 0.0025 0.5118
0.4903 0.0326

5

N
o

0.672 0.0336
0.6623 0.0331 0.6693 0.0061 0.9136
0.6736 0.0336

N[N
o o

N
(63}

0.8378 0.0335
0.8361 0.0334 0.8392 0.0041 0.4887
0.8439 0.0337

N[N
g1 o1

MEDIA 0.0332
DE 0.0003
CV % 1.14

0|
0|
—-
5|
—-
—
—
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11.3 Repetibilidad y exactitud del método analitico a pH 5.3.

Repetibilidad

Conc pg/ml Abs
0.1573 0.0314
0.1571 0.0314
0.1569 0.0313
0486 00324
B 04884 0.0325
- 0.4791 0.0319
B 08089 0.0323
B 08091 0.0323
- 0.8071 0.0322
BN VEDIA 00320
B o= 0.0004
B cv (o 149

Exactitud

5.0415 100.8308
0.1654 5.0504 101.0089
0.1656 101.1275
5.0563

0.4907 14.7032 98.0217
0.4904 14.6943 97.9624
0.4939 14.7982 98.6547
0.8287 24.7329 98.9317
0.8370 24.9792 99.9169
0.8311 24.8041 99.2166
_ MEDIA 99.5190
_ DE 1.25
_ CV % 1.25
_ IC 0.86
_ LI 98.65
_ LS 100.38
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11.4 Limite de deteccioén y limite de cuantificacién del método analitico a pH 5.3.

Limite dedetecoion |~
LD= 3.3¢ O = DE del intercepto 0.0031
S 0.0336

LD 0.3073

 Limite de cuantificacion |
oLl © - DE del intercepto 0.0031
S 0.0336

LC 0.9314

11.5 Linealidad del método analitico a pH 1.2.

0.2987 0.0298
0.2979 0.0297 0.2986 0.0007 0.2513
0.2994 0.0299

e

=

0.4574 0.0304
0.4551 0.0303 0.4571 0.0019 0.4186
0.4589 0.0305

B

N
(@]

0.6067 0.0303
0.6043 0.0302 0.6048 0.0016 0.2753
0.6035 0.0301

N
(@]

N
(63}

0.7851 0.0314
0.7861 0.0314 0.7856 0.0005 0.0653
0.7858 0.0314

N[N
a1 o1

W
(@]

0.9325 0.0310
0.9344 0.0311 0.9343 0.0018 0.1980
0.9362 0.0312

Wl w
ol o

MEDIA 0.0306
DE 0.0005
CV% 1.95

T
o
.
I
o
-
—
E—
—

0
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11.6 Repetibilidad y exactitud del método analitico a pH 1.2

Repetibilidad

0.3082 0.0308
0.3044 0.0304
0.3044 0.0304
0.6043 0.0302
0.6067 0.0303
0.6080 0.0304
0.9498 0.0316
0.9408 0.0313
0.9478 0.0315
B  vEDIA 0.0308
B o= 0.0005
_ CV (%) 1.87

Exactitud
pg/ml
0.3040 9.9840 99.8402
0.3065 10.0638 100.6389
0.3044 9.9974 99.9744
0.6171 19.9872 99.9361
0.6173 19.9936 99.9680
0.6165 19.9680 99.8402
0.9289 29.9488 99.8296
0.9285 29.9361 99.7870
- 0.9291 29.9552 99.8509
_ MEDIA 99.9628
_ DE 0.26
] CV % 0.26
- INTERVALO DE 0.18
CONFIANZA
] LI 99.78
] LS 100.14
L)
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11.7 Limite de deteccioén y limite de cuantificacién del método analitico a pH 1.2.

Limite dedeteccion | |
336 O = DE d(.el intercepto
LD=——

LD

Lz aEniionedn [ |
LC= P O - DE del intercepto 0.0042

[y

S

LC

11.8 Linealidad del método analitico a pH 6.8.

0.3508 0.0350

0.3487 0.0348 0.3509 0.0023 0.6708
0.3534 0.0353

0.5150 0.0343

0.5144 0.0342 0.5153 0.0011 0.2206
0.5166 0.0344

0.6774 0.0338

0.6817 0.0340 0.6791 0.0022 0.3367
0.6782 0.0339

0.8391 0.0335

0.8498 0.0339 0.8449 0.0054 0.6419
0.8460 0.0338

1.0227 0.0340

1.0306 0.0343 1.0317 0.0096 0.9353
1.0419 0.0347

_ MEDIA 0.0343

_ DE 0.0004

B v 14

0
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11.9 Repetibilidad y exactitud del método analitico a pH 6.8.

Abs
0.3598 0.0359
0.3615 0.0361
0.362 0.0362
0.7192 0.0359
0.7126 0.0356
0.7148 0.0357
1.0546 0.0351
1.0422 0.0347
1.0435 0.0347
_ MEDIA 0.0355
B oe 0.0005
B cv (%) 1.59

Exactitud

i
9.9120 99.1202
0.3430 9.9765 99.7653
0.3434 9.9882 99.8826
0.6774 19.7829 98.9149
0.6817 19.9090 99.5454
0.6782 19.8064 99.0322
1.0227 29.9090 99.6969
1.0306 30.1407 100.4692
1.0419 30.4721 101.5738
_ MEDIA 99.7778
_ DE 0.82
_ CV % 0.83
- INTERVALO DE 0.57
CONFIANZA.
_ LI 99.20
e LS 100.35
4
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11.10 Limite de deteccion y limite de cuantificacién del método analitico a pH 6.8.

Limite dedetecoion |~
*J Pl O = DE del intercepto 0.0035
LD=—— 003D

LD 0.3471

Limite de cuantiicacion ||
LC= & O = DE del intercepto 0.0035
s 0.0340

LC 1.0520

11.11 Eficiencia de encapsulacién por didlisis.

Muestra Microgramos libres Miligramos libres % Encapsulado

6.32 189.88  3133.04 3.13 14.24 85.75
6.70 201.09  3318.11 3.31 15.08 84.91
6.25 187.56  3094.85 3.09 14.06 85.93
6.89 206.88  3413.59 3.41 15.51 84.48
6.71 201.45  3323.99 3.32 15.10 84.89
6.32 189.70  3130.10 S 2 14.22 85.77

11.12 Eficiencia encapsulacion por centrifugacion y cuantificacion en sobrenadante.

Microgramos libres % Encapsulado

24.63 73.90 2217.15 0.89 89.92
24.11 72.33 2170.14 0.90 90.13
25.98 77.96 2338.93 0.89 89.36
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11.13 Tamafio de particula de la Atorvastatina célcica mediante la ecuaciéon de
Hatch Choate.

ATORVASTATINA

T O I il
0 10 5 44

220.00 -45.35 2056.6444 90492.354

10 25 17.5 43 752.50 -32.85 1079.1384 46402.950
25 50 37.5 39 1462.50 -12.85  165.1287 6440.020
50 75 62.5 29 1812.50 12.15  147.6166 4280.882
75 100 87.5 26 2275.00 37.15 1380.1046 35882.718
100 200 150 26 3900.00 99.65 9930.0744 258181.933
2207 3 10422.50 441680.857

din 50.35 um
DeslIn 46.19

11.14 Porcentaje disuelto en los perfiles de disolucion apH 1.2y 6.8
- % Disuelto a ph 1.2 - % Disuelto a ph 6.8
B o N O 0
0 0 83.45 27.20
0 0 84.40 32.43
0.81 0 86.99 35.34
4.47 0 94.85 43.32
2.45 0 90.49 46.16
4.01 0 95.65 49.21
10.02 6.10 96.59 56.85
16.20 11.15 0 60.04
B 4 14.20 | 6| 0 67.85
37.52 33.82 0 78.37
87.51 75.22 0 86.50

E
O
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11.15 Participacién en eventos académicos.

@l

La Asociacion Farmacéutica Mexicana, A.C.
otorga el presente
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